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1. UvoD

Novotvorba cév je proces, kiery nachazi uplam#ni jak za fyziologickych okolnosti, tak
v patogenezi za riiznych chorobnych stavii V poslednich letech je angiogeneze stfedem
zvy¥ené pozornosti v onkologii, nebot se ji plipisuje vyznamné uloha v patogenezi
nadorovéhe procesu a metastazovani vitbec. Postupné pozorovani mechanismu novotvorby
cév umoznilo pfinést i pfimé dikazy o dloze angiogeneze v nadorovém procesu riznymi
experimenty, studujicimi udinky izolovanych angiogennich a antiangiogennfch faktorit.

Maligni nadory ledvin (RCC) pfestavuji 1-2% vSech malignich tumeri. V 70% se
jedna o svétlobun&tny rendlni karcinom. Sv&tlobun&ény renalni karcinom patfi k bohaté
vaskularizovanym a fragilnim nadorim. Z tohoto divodu se jevi zajimava my3lenka sledovat
angiogenni aktivitu v nemocnych s touto diagnozon v zavistosti na stadiich onemocnéni.

2. CILE PRACE

1} Stanovit angiogenni faktory vséru u nemocnych sriznymi stadii rendlniho
karcinomu.

2) PouZit viccparametrovou analyzu (protein array) k momitorovani sérovych hladin
angiogennich faktort vpribdhu chirurgické lécby nemocnych s rendlnim
karcinomem.

3} Analyzovat charakter angiogenni stimulace v zdvislosti na pokro&ilosti nadoru.

4} Ovéfit, zda zat€z spojena s operanim vykonem bude provizena zménami hiadin
angiogennich faktork v sénu.

5) Stanovit moZnost klinického wvyuZiti vybranych markerd k hodnoceni aktivity
onemocnéni.

3. SOUBOR NEMOCNYCH

Svétlobunédny renaini karcinom byl diagnostikovéin u 32 pacientl (11 Zen a 21 mu¥i,
@ vEk 65,9 rokti, SD 10,8, median (57,0 - 74,5) v obdobi od fijna 2005 do z4fi 2006, U
viech nemocnych byl odstranén primarei nidor ledviny , 8krat byla provedena parcidlni
resekee, 24krit nefrektomie (11x vpravo, 13x vlevo). Diagnoza rendlniho karcinomu byla
potvrzena histologicky { u viech pacient se jednalo ¢ sv&tlobun&&ny karcinom ledviny), 13
pacienti mélo v dobé operace 1. stadium, 2 pacienti 11.stadium choroby, 8 pacientii bylo ve
ITI. stadiu choroby a 9 pacientli ve I'V. stadiu choroby. Bun&iny grading dle Fuhrmanové byl
u jednoho pacienta I., u 5 pacientd [-II, u 13 pacienti 1I, u dvou pacienti H-III, u osmi
pacientll IIl, u tfech pacient I[I-1V (AJCC staging, 6th Edition, 2002). Nemocni s RCC byli
rozdéleni do tfi skupin podle stadii choroby. Prvni skupina zahmovala 15 pacientd vI. a
ILstadiu choroby, druha skupina § pacienti ve 111. stadiu choroby a tfeti skupina 9 pacienti ve
IV. stadiu choroby. Charakteristika souboru je uvedena v tabulce &2 . Follow up byl 3
mésice. Kontrolni soubor tvofilo 14 zdravych dobrovolnikii, 8 muZl, @ vék 56,3 roky mediin
(50,8 -72,4) a 6 Zen, © vk 53,7 rokd median (47,9 — 69,8)

4. METODA

Séra od pacientii byla ziskana opakovanymi odb&ry periferni Zilni krve provedenymi
v den operace, v obdobi 7. dne po operaci a 8 tydnil po operaci. Hodinu po odb&ru byl kazdy
odebrany vzorek krve 10 minut centrifugovan pfi 3000 rpm. Nasledn& byla séra rozdélena do
dvou alikvotll a skladovéna pfi —20°C do zpracovani. Kontrolni séra byka ziskana od 14
zdravych darci krve podobného vékového sloZeni.



Pro stanoveni hladiny angiogennich faktorti byla pouzita metoda protein arrays firmy
RayBiotech (USA), RayBio Human Angiogenesis Antibody Array L Podstatou je
nitroceluldzova membrana (Hybond, Amersham Biosciences) pokryta spoty (misty), kde jsou
navzany specifické protilatky proti jednotlivim vySetiovanym faktorim. Membrana
obsahuje pozitivni kontroly (3x2 spoty), negativni kontroly (2x2 spoty) a 20x2 spoty pro
stanoveni angiogeniny, endothelial growth factor (EGF), epithelial neutrophil activating
protein (ENA)-78, basic fibroblast growth factor (bFGF), pan-gene related oncogene (pan-
GRO), interferon (IFN)y, insulin-like growth factor (IGF)-1, interleukin (IL)-6, interleukin
(IL)-8, leptin, monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, platelet-derived growth factor
(PDGF)-BB, placenta growth factor (PIGF), regulated upon activation normal T expressed
and secreted (RANTES), transforming growth factor (TGF)-B, tissue inhibitor
metalloproteinase (TIMP)-1, TIMP-2, thrombopoetin, vascular endothelial growth factor
(VEGF), VEFG-D. Detekce uvedenych proteind byla provedena podle Use manual (revised
May 282004) RayBio Human Cytokine Antibody Array {(www.raybiotech.com) Po celou
dobu analyzy, tj. navazovani primamich a sekundarnich biotinem konjugovanych protilatek,
steing tak jako promyvini bylo provadéno v $-mi komorovych miskéch.. PouZity byly
originalni blokujfci a promyvaci roztoky, biotinované sekundarni protilatky a streptavidin
konjugovany peroxidizou. Po naneseni nefedénych vzorki se analyzované proteiny navazoun
na membrénu vmist¢ piisluiné specifické protilatky (spot). Po odstranZni séra a trojim
promyti byla aplikovana smés protilétek proti méfenym proteinfim znadens biotinem. Vzniklé
imunokomplexy fixované v oblasti prisludnych spotd byly viznalizovany streptavidinem
konjugovanym peroxidazou. Vysledkem je membrina s viditelnymi skvinami o nizné
intenzit€. Koncentrace pristu§ného faktoru potom odpovid4 intenzité zbarveni konkrétni
skvrny hodnocené denzitometricky. Vyhodnoceni byle provedeno pomoci software ARES
ARay Evaluation System (Baria, Czech Republic). Vysledna koncentrace jednotlivych
proteind je vyjadiena jako relativni intenzita (hodnota) zbarveni spotli vzhledem ke
kontrolam.

5. STATISTYCKE HODNOCEN] DAT

Ke statistickému porovnani naméfenych hodnot bylo pouZito programu NCSS 2007,
Statistica. Byla provedena analyza rozptylu s opakovanymi méfenfmi s nasledaym
vicen@sobnym porovednim pomoci Fischerova LSD testu. K porovndni byl pouzit
dvouvybérovy t-test, pfipadn& neparametricky Marn-Whitney test, Kolmogorov-Smimov test.
Za statisticky vyznamné jsou povaoviny vysledky, kdy p<0,05.

6. VYSLEDKY

Nemocni s RCC, 11 Zen a 21 mut, @ vk 65,9 rokd, byli rozdéleni do i skupin
podle TNM klasifikace (10. revize z roku 2002), Prvnf skupina zahmovala 15 pacienti v a
1L.stadiu choroby, druhd skupina 8 pacientii ve TIL. stadiu choroby a tfeti skupina 9 pacientti ve
IV. stadiu choroby. Tabuiky & 4-18 ukazuji porovnani hladin angiogeninu, MCP-],
RANTES, GRO, ENA-78, [L-8, PDGF, IL-6, EGF, TIMP-1, TIMP-2 [eptinu v den operace,
tyden po operaci a 8 tydnl pe odstrandni tumonu.

Sérové hladiny angiogeninu byly pfed operaci vyznamné vy33i u nemocnych viech
stadii s RCC oproti zdravym dércim krve (47,57 = 3,73, p=0,003 u pacientit I'V. stadia, 48,13
= 5,12, p<0,001 u pacient¥.-1L.,, 51,94 + 3,39 u liLstadia) a pretrvavaly je§t€ 7. den (p=0,002
u pacientit L-I1. stadia, p<0,001 u pacienti HI. a IV. stadia) a dokonce i 8. tyden (p<0,001 ) po
odstran&ni tumoru. Nebyly viak prokazamy signifikantni rozdily hladin angiogeninu mezi
Jednotlivymi stadii choroby (viz. tab. & 1, graf & la, b, c}.



MCP-1 bylo v porovnani s kontrolnim souborem zvy$eno u pacienti s L+11 (p=0,002
pfedoperatné, 7 dni 2 8 tydntt po operaci (p<0,001}} a IIL stadiem (p<0,001) RCC, zatimco
nemocni s pokroZilym RCC (IV. stadium) neméli oproti zdravym kontroldm odlidné sérové
hodnoty MCP s vyjimkou obdobi 7 dni po operaci, kdy p=0,034. Navic jsme zaznamenali
signifikantng niZ$f hodnoty MCP-1 u IV, stadia (13,43 =« 5,58) oproti HI. stadiu (23,06 «
5,69) pfedoperatng (p=0,025). Vyznamné snffeni MCP-1 bylo zjisténo 1 7. den (p=0,006
L+ILst., p=0,019 IILst.) a 8. tyden (p<0,001) po operaci u pacientii s IV. stadiem aproti
nemocnym stadia L+IL a I[1. (viz. tab. & 2, graf & 2 a, b, c).

Hladina RANTES jevila nejvst§ statisticky vyznammy rozdil oproti hodnotdim u
zdravych osob 8 tydni po operaci (p<0,001) u pacientd L+I1. a Hlstadia. U t&chto skupin
pacientd byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily jiz 7 dni po operaci (p=0,039 u I+IL
stadia, p=0.019 u IiLstadia), v pifpadi pacientt [I].stadia jiZ predoperatn (p=0,022). Pacienti
s pokrofilou chorobou nejevili staticky vyznamny rozdil v hladindch RANTES proti skuping
zdravych osob. Nemocni s pokro&ilym nadorem (IV. stadium) m&li signifikantng ni¥gi
hodnoty RANTES oproti nemoenym L a2z IIl. stadia pted operaci a 8 tydnl po operaci.
Vlivem operalni zat&%e doslo u pacientd IV. stadia ke zvy¥eni hladiny RANTES a 7.den po
operaci nebyly zjiltény signifikantni rozdily oproti pacientim ze skupiny [+il. a III. stadia
(viz. tab. & 3, graf & 3 a, b, ¢).

Hiadiny ELR* CXC chemokint (ENA-78, GRO) v séru nemocenych s RCC viech stadii
byly pfedopera¢né vyzmamné zvyfené oproti skuping zdravych osob ( u GRO p<0,001, u
ENA-78 u pacienti L+ 1. a [ILstadia té% p<0,001, u pacientd IV. stadia p=0,012). Podobng&
jako u angiogeninu 8. tyden po odstrandn{ tumoru nedoflo u pacientit viech stadii k
signifikantnimu sniZeni hladin ENA-78 a GRO. Nemocni s pokrodilym RCC (IV. stadium)
meli niZsi sérové hodnoty ENA-78 a GRO, které viak nedosahovaly hladiny statistické
vyznamnosti (viz. tab. & 4a 5, prafy & 4a, b, ¢, 5a, b, c).

Na rozdil od praci sledujicich produkci IL-8 u jinych malignit, jsme nalezli pfi
porovnani skupiny zdravych osob a nemocnych s RCC statisticky vyznamné rozdily
v hladindch pfed cperaci u pacienti I1.(p=0,040) a IV. stadia (p=0,017)}. Pooperaén¥ doflo
k signifikantnimu poklesu hladin IL-8 u vSech skupin pacientit jiZ 7.den po operaci (viz. tab.
t.6a7, grafé 6a,b,c).

Hladiny PDGF v séru remocnych s RCC L-11I stadia byly v¥mamn? zvyiené oproti
skupin¥ zdravych oscb (p=0.017 u -+ stadia, p=0,029 u Hlstadia). U pacienti IV. stadia
byla pfedoperaini hodnota PDGF signifikantn# niz$i oproti kontrolnimu souboru (35,49+3,95,
p=0,032). V priibéhu sledovéni byl zaznamenan u pacientd V. stadia vzestup PDGF, ktery §.
tyden dosdhl statistické vyznamnosti (p=0,003). V piedoperatnich odbérech jsme
zaznamenali signifikantng niZ3f hladiny PDGF v nemocnych IV, stadia (35,49 = 3,96} oproti
stadiv L+, {p<0,001) a HI. (p=0,005). Statisticky vyznamny rozdil mezi pacienty L+IL a IV,
stadii pfetrvdval i 7. den (p=0,046) (viz. tab. & 8 graf & 7 a, b, ¢). U pacientt IV. stadia se
hiadina PDGF signifikantng zvyila 8 tyden po operaci oproti pfedoperadni hodnot& (viz. tab.
€9, graf & 7a, b, ¢).

V hladindch IL-6 jsme nenalezli statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolami a
pacienty s riznymi stadii RCC jak predoperagng, tak pooperafné (viz. tab. & 10, graf & 8 a_ b,
c).

Naméfené hladiny EGF nevykazovaly statisticky vyznamné rozdily mezi nemocnymi a
zdravymi osobami ani pfedoperadng (s vyjimkou pacientt s I-+IL a IiLstadiem choroby, kde
p=0,044 u I+Ii.stadia , resp.p=0,004 u IlL.stadia), ani pooperatng. Po celou dobu sledovani
nebyly zjidtény signifikantni rozdily v hladinach EGF mezi Jjednotlivymi stadii choroby (viz.
tab. & 11, graf & 9 a, b, c).



RovneZ hladiny TIMP-1 a TIMP-2 u pacientdi s pokrodilym RCC (stadium IV.)
nejevily statisticky vyznamny rozdil oproti skuping zdravych osob ani predoperatng, ani po
operaci. Statisticky vyznamné rozdily wiiéi kontroinimu souboru byly shledany v pFipads
hiadin TIMP-1 a TIMP-2 u pacienti sI+IL. a Il.stadiem choroby jak predoperacng, tak
pooperaln® (s vyjimkou TIMP-2 u I+ilstadia prepopedn®, kde mebyl nalezen statisticky
vymmamny rozdil). Pacienti s pokroilym nadorem (stadium IV) vykazovali pred operaci a
8.tyden po operaci signifikanm® niz%i hladiny TIMP-1 a TIMP-2 v porovnéni s nemocnymi
L+IL a HIstadia (viz. tab. & 12 a 13, graf & 10, b,c, 11 8, b, ¢).

Hladiny leptinu u pacienti L+]I. a Ilstadia pooperatn® stoupaly. U pacientd
L+I1.stadia dosahla hladina leptinu statistické vyznamnosti oproti kentrolni skuping 7. den po
operaci (p=0,011) a 8.tyden po operaci (p<0,001). U pacientt IIfstadia byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolnimu souboru a¥ 8.tyden po operaci (p=0,003), Ve
skupin€ pacientl I+ILstadia oproti pacientim [V. stadia byly sérové hiadiny leptinu
signifikantné vy38i jak pfed operaci (p=0,022), tak 7.den operaci (p=0.035) a 8.tyden operaci
(p<0,001). Hiadina leptinu w nemocnych IV. stadia byla signifikanmé ni#3i 8.tyden po operaci
oproti nemecnym I stadia (p<0,001), Hladina leptine se signifikantné zvy3ila u pacienti
1+IL a [l stadia 8.tyden po operaci (viz. tab. & 14 a 15, graf & 12 a, b, c).
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Graf 1 a, b, c: Sérové hladiny angiogeniny pfad operaci, 7 dni a 8 tydnd po aperaci
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Graf 2 a, b, c: Séravé hladiny MCP-1 pred operacl, 7 dnia 8 tydnit po operaci
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: po operaci

Graf 3 a, b, c: $érové hadiny RANTES pfed operaci, 7 drd & B tydn
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Graf 5 a, b, &: Sérove adiny ENA-78 pied operaci, 7 dni a 8 tydnil po operaci

rex

25

VIONOOH JNALYIZY -824YNT

5
0 -
3
9

PRED OPERAGE

VLONQOH (NATIY13Y - 8yNa

-]
w

stadiom

- 1

fontrodn

. DEN PO OPERAC]

skediunr

B

koords

5~

d T
] ]

VAONTOH [NAILY Y ~ 24:¥N3

(13
[

E. TYDEN PO OPERACI

16



4a

4b

4o

Graf 4 3, b, c: Sérové hladiny GRO pfed operaci, 7 dni a 8 tydni: po operadi
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Graf § a, b, ¢: Sérové hladiny [L-6 pred operaci, 7 dni a 8 tdnl pe operaci
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Graf 7 a, b, ¢: Séravé hadiny PDGF pied operadi, 7 dni a 8 tydni po operaci
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Graf 8 a, b, ¢: $érové hladiny IL-6 pfed operaci, 7 dni a 8 tydnd po operaci
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U po operaci

Graf 9 3, b, c: Sérové hladiny EGF pfed operaci, 7 dnf a 8 tydn
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Graf 10a, b, ¢ Sérové hladiny TIMP-1 pFed operaci, 7 dni a 8 tydn{) po operaci
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Graf 11 a, &, ¢ Sérové hladiny TIMP-2 pred operac, 7 dni a 8 tydni po operaci
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§raf 12a.l b, c; Sérova hladiny leptinu pred operaci, 7 dni a 8 tydnid po operaci
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7. DISKUZE

Angiogenin je polypeptid enzymatické povalty, kiery stimulyje endotelové bunky
k produkei prostacykliny {aktivuje fosfolipizu C a fosfolipdzu A;), omezuje produkei
adheznich molekul (ICAM-1, intracellular adhesion molecule-1; VCAM-1, vascular adhesion
molecule-1). Angiogenin mii%e byt uvoliovan nadorovymi buiikami a ma fizky vztah k riistu
nadoru, jeho progresi a agresivnosti. U mnohych soliduich nadorh byla nalezena zvyiena
hiadina angiogenine, nemocnf s vy$3 hladinou angiogeninu méhi hor¥i prognézu. V nikterych
pifpadech dochdzi k poklesu hladiny angiogeninu u nadori po 1éCbE a zvySeni pfi recidivé
(39). Z whoto ditvodu by mohl byt angiogenin uZitetny pfi monitovani 16Zby nadori a detekci
recidivy nédoru. Tyto vysledky viak nejsou jednoznatné. Naptiklad dvé studie tykajici se
karcinomu prsu vykazovaly opadné vysledky pokud jde o prognézu; zvySeni hiadina
angiogeninu byla spojena s dobrou prognézou v Jedné studii (49) a Spatnou prognézou ve
studii druhé (11).

V naSem souboru bylo nalezeno zvyseni angiogeninu oproti kontrolnimu souboru jak
unemocnych s I. a L stadiem RCC (p<0,0013, tak s pokrogilym (stadium IIT) (p<0,001) nebo
metastazujicim fumorem (stadium IV) (p=0,003). Navic zvySeni pretrvavalo Jeité po celych
dal¥ch nasledujicich 8 tydnti po nefrektomii, Porovnani hladin angiogeninu pfed operaci a
tyden po operaci vykazovalo nesignifikantni zvyieni, které je moiné vysvetlit nastupem
hojeni operatni riny, jehoZ soudasti je i novotvorba kapildr. Signifikantni zvySeni
angiogeninu oproti zdravym darclim ale pleirvavalo jest 8 tydnid po odstran#ni nadoru jaku
nemocnych s metastazuficim RCC (p<0,001), tak nemocoych s I a II. stadiem (p<0,001) bez
prokézanych metastiz. Dlouhodobé zvygeni angiogennich faktort je popisovano u hojeni ran
komplikovanych chronickymi infekcemi nebo u nemocnych napf. s diabetes mellitus,
revmatoidni artritidou, astma bronchiale atd. (52, 64). U nadich nemocnych byla hojeni
operalnfch ran nekomplikovana a 2adn§ z naSich pacienti netrpél chronickym zan&tlivym
onemocnnim nebo endokrinopatii v dob# operace.

Pro nédorovou angiogenezi je charakteristicka vyznamnd udast buntk ptirozené
imunity, makrofagh a dendritickych bunk (51). U nemocnych s nadorovym onemocnénim je
CCL2 (MCP-1), ¢len CC chemokinové rodiny, produkovan hlavn® nidorovymi buiikami,
V zavislosti na plitomnosti dalsich chemokind a cytokint urcujicich charakter nadorového
mikroprostfedi reguluje vstup monocytii do nadoris (14).

Zatimeo produkce VEGF, angiogeninu, bFGF a PDGF se za hypoxickych podminek
zvySuje, v pripads MCP-1 je tomu naopak (8, 14, 40). Signifikantng niz hladiny MCP-1 u
nadich nemocnych s pokro&ilym RCC mohou byt zplsobeny lokalni hypoxii nadorové tkind,
kterd je Casto vystupfiovina a? k centrdlni nekréze tumorn. V imunohistochemickych
stanovenich objemnych nadord i bez centralni nekrézy Jsou TAMs popisovany pouze na
rozhran{ zdravé a naddorové tkéng v centru nadoru TAMs chybi (51). K hypoxii tkéni
plispivd i sekundarni anemie. Nedostadujici cévni zésobeni nadoru a sekunddrmi anemic u
nemocnych s pokrolilym: metastazujicim RCC  je pravdépedobng hlawai piiginon
signifikanmiho sniZeni sérové hiadiny MCP-1 u pacientd IV stadia. U nemocnych s chorobou
ve stadiu Hli a III pfetrvavalo oproti kontrolam zvyeni sérovych hladin MCP-1 jesté 7. den
(p<0,001) a 8. tyden (p<0,001) po odstranini primimiho tumoru. Naopak 8. tyden po
nefrektomii u nemocnych s 1V. stadiem RCC sérova hladina MCP-1 poklesla, atkoliv byly
pfitomny vzdélené metastazy a hodnoty angiogeninu pietrvavaly zvyiené. Zda se, Ze ve Fazi
pokrocilé choroby nizk4 hladipa MCP-1 potvrzuje nedostatetné zapojeni bungk monocyto-
makrofdgové fady. Stimulace a spravna funkee dendritickych buntk a monocyto-makrofigh
le nezbymd pro tdinnou protinadorovon cytotoxickon odpovéd’. Stav imunologické
neodpovidavosti viéi nadorovym antigeniim pHi porude nespecificke bundné imunity nejson
schopny prolomit ani v onkologické praxi pouZivané imunomodula&ni postupy (28).
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Do rodiny CC chemokini je fazen i CCL5S (RANTES) asociovany s T lymfocytarni
aktivaci a odpové&di. CCLS je podobné jako CCL2 (MCP-1) chemoatraktant pro monocyty a
polymorfonukleamni fagocyty. Piedpokladalo se, Ze zvy$ena produkce RANTES u nemocnych
s tumory vyplyva pravé z amplifikace protinadorové imunitni odpov&di zprostfedkované TIL.
Produkce CCL5 dal3imi normalnimi i nadorovymi bufikami byla popsina nésledné (57).
Studie sledujici genovou expresi RANTES wvnormilni a nadorové tkani prokazaly
signifikantn® vy38i hladinu v naddorové tkani (23, 46). U nadoru prsu exprese CCL2 (MCP-1)
a CCL5 (RANTES) koreluje se zanétlivou infiltract nadoru TAMs. Z klinickych pozorovéami
je znamo, Ze tento bunétny fenotyp u nadoru prsu je asociovan s agresivndjSim ristem
nadoru, ¢astéj$im zakladanim vzdalenych metastaz a hor$i prognozou choroby (32). Kondo a
kol. popsali, Ze u vitSiny pacientlt s RCC vykazujicich zvy3ené hladiny RANTES spolu s IP-
10, I-TAC, MIG, MIP-18, nedodlo po chirurgické 16¥b& k exacerbaci choroby (24). Z téchto
pozarovéni je patmé, e CCL5 neni urdujicim faktorem charaktéru zinZtové reakee. Koreluje
sjeji intenzitou a odraZi dynamiku procesu, U nalich nemocnych byly oproti kentrolnimu
souboru sérové hladiny RANTES zvyfeny u nemocnych s RCC viech stadii. Sérové hodnoty
CCLS5 zistaly po celé osmitydenni obdobi sledovinf nezmnény. Mstastazujici nddory jsou
spojeny s riznd zavarnou sekundami imunodeficienci. Z nalezn niz$ich hodnot u nemocnych
1V. stadia oproti nemocnym [.- 1I1. stadia se je moiné domnivat, Ze podil zin&tové reakce na
celkové hlading CCLS je vyznamny.

Chemokiny je regulovin vstup monocyti a lymfocyti do néddoru. Existuje Fada
experimentélnich i klinickych pozorovani, kterd doklddaji sloZitost t¥chto regulaci. Piikladem
jsou chemokiny €XC rodiny. Rozdilny tdinek CXC chemoking je dan sekvenci tfi
aminokyselin  Glu-Leu-Arg (ELR) na N konci (N terminus) (35). ELR+ CXC chemokiny
(i.e. CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS, CXCLS, CXCL7, CXCL8) vykazuji proangiogenni
vlastnosti, zatimco ELR- CXC chemokiny (i.e. CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11) blokuji
novotvorbu Kapilar (53). U nemocnych s metastazujicim RCC byly nalezeny vy38i sérové
hladiny CXCLI1, CXCL3, CXCL5, CXCLS8 v porovnini se zdravymi darci (35). Suyama a
kol. nalezli u v&iny pacientll s RCC zvySenou expresi angiogennich cytokind IL-8, ENA-78
a Gro-o (56).

V nadi studii jsme nalezli zvy¥eni pan-GRO (CXCL1-3) a ENA-T8 (CXCL3) jak u
nemocnych snddorem ohrani¥enym na ledvinu (stadium I a II), tak s pokroCiym a
metastazujicim RCC (stadivm II1 a IV). Navic pfed operaci nemocni II1. stadia méli oproti
nemocnym I+1I. stadia signifikantn® vy¥3 hodnoty GRO {p = 0,041) i ENA-78 (p = 0,009)
Chemokiny CXC1-3 piitahuji monocyty a mapomahaji jejich vstupu do nadorové tkang.
Monocyty se diferencuji v makrofigy — TAMs a v dendritické butiky (mocyte-derive
dendritic cells){moDCs). Tyto builky jsou nejudinn&jSimi antigen prezentujicimi bufikami a
produkuji prozan&tlivé cytokiny TNFa, IL-1. Krom# foho indukuji prostfednictvim
chemokini CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS5, CXCL7, CXCL8 chemotaxi
polymorfonukiedmnich leukocyt (PMNL) (69). Touto stimulaci dochézi na membréné PMNL
k zesileni exprese adhezivnich molekul a jejich ligand na cévnim endotelu (50). PMNL
uvoliiuji velké mnoistvi enzymé 3t@pfcich mezibund¥nou hmotu (48). Zilezi na dal¥ich
faktorech nadorového mikroprostfedi, zda plevaZi protinddorova imunitni odpovdd’ neho
angiogenni efekt. Pouhou pfitomnost dendritickych bungk (DCs) ve stromatu nadoru nelze
povaZovat za projev afinné protinddorové odpovédi. DCs mohou pfimo produkovat
proangiogenni faktory a reguluji dal$i sloXky pfirozené i ziskané imunitni odpovid:
zapojujici se do angiogeneze.

Pooperatni zvyieni chemokinit pan-GRO a ENA-78, souvisejici pravdépodobng
s reparaénimi pochody, bylo nesignifikantni ve vzorcich odebranych 7. den po odstranni
nadoru. Tato piedstava je v souladu spracemi Wu F.P. (2003) a Riese (2000) (65, 45).
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Operalni vykony v bii¥ni duting byly bezprosttedns po laparotomii provézeny vzestupem [L-
1, IL-6, IL-8, G-CFS a MPC-1 v peritonesini duting bez nebo S nevyznamnou systémovou
odpovédi. U t&chto nemocnych byla zénétovs pooperaéni reakce kompartmentalizovina
snejvy¥3{ koncentraci cytokini a chemokindi v mists tkafiového poikozeni (52). Tato
pozorovani vysvEtluji naje nédlezy sérovych hladin GRO, ENA-78 a IL-8 v pooperanim
obdobi, které se ji% nezvySovaly ani vpribshu hojeni rozsihlych operaZnich ran.
Prekvapiv&j¥im nalezem viak bylo pretrvavajici zvydeni jak ELR'chemokimi, tak dalSich
angiogennich faktordl, a to i ve skuping nemocnych s RCC 1. a I stadia jedt 8. tyden po
nefrektomi, enukleaci tumoru nebo resekei polu ledviny. Wetzler prokazal na my3im modelu
diabetu mellitu Ltypu dlouhodob pretrvavajici pfitomnost neutrofild a monocyni
v jizvé korelujici s produkei CC a CXC chemoking (64). U nagich nemocnych se diabetes ani
jing endokrinopatie nevyskytovaly.

Pfetrvavajici zvySeni chemokintt v séru je té2 popisovéne v prib&hu hojeni popalenin,
zviaste v pfipadech infekenich komplikaci (2). Nikdo 2 naSich nemocnych netrpél na
chronické infekeni onemocnni. Dlouhodobé zvyseni zén&tovych cytokind, chemokind a
stresovych hormomtl pozoroval Kimura u nemocnych s orgénovou dysfunkei po parcialnich
resekoich jater (21). ZvySeni prozinétovych cytokint u pacientd s kolorektalnim karcinomerm
bez mietastdz pozorovala Kaminska je¥t¥ 6 tydnit po operaci (18). Vliv operadni zit&¥e a
predikoe pooperagnich komplikaci jsou stale predmétem zjmu experimentatnich i kinickych
studif.

IL-8 byl pfedoperatng signifikantng zvy$en u nemocnych stadia II[ a [V RCC; zvvieni
u stadia [+I1 bylo nesignifikantni, stejn® jako rozdily v sérovych hladinch mezi Jjednotlivymi
stadii. IL-8 je vyznamnym chemoatraktantem neutrofild. Zajimavym pozorovanim byl
pooperaéni pokles CXCL® (IL-8) jak u nemocnych stadia I+ a Il RCC s radikalmim
chirurgickym vykonem, tak u nemocnych IV. stadia RCC, u kterych bylo provedeno
odstran&ni nebo pouze zmen&eni primarniho loZiska. MoZnym vysvétlenim naich néleza je
pravdepodobnost, %¢ metastaticka loZiska maji odlidnou angiogermi aktivitu ne¥ priméarni
tumor (41). Tuto predstavu potvezuji i klinicka pozorovani, kdy po odstranéni primarniho
RCC bylo pozorovano zpomaleni riistu nebo dokonce regrese metastiz. Vzhledem k poklesu
IL-8 v séru jiz 7. den po operaci je moné CXCLS povaZovat za faktor spojeny s nadorem,
ktery vypovida o velikosti a mo¥na i ristové aktivité RCC.

Na novetvorb& cév se prostfednictvim solubilnich faktord podileji 1 krevni desticky,
PDGF je syntetizovan nejen trombocyty, ale i dalsimi buiikami, naptiklad endotelialnimi
buitkami & mikrofagy (9, 31). PDGF vykazuje chemoatraktivni efekt Vi neutrofitim a
monocytliim. Tim se zapojuje do reguladni sité modulujici funkci makrofagh. PDGF je
dileZitym faktorem pfi formovani lumen novotvofenych cév (10, 29, 42, 54),

Klatte a kol. pozorovali u skupiny 33 pacient kratce po operaci sniZenou hladinu
PDGF v perifern{ krvi, v rendlni vendzni krvi odebrané peroperatng byla hladina vy&si (22),
Nali nemoeni se [V. stadiem RCC m&l predoperatn® signifikantng nizsi sérové hladiny
PDGF v porovnani s nemocnymi se stadiem 1+11 (p=<0,001} a I1I (p=0,005) RCC. Porovnanim
hodnot kentrolniho soubore s memocnymi s RCC IV. stadia byly pfedoperatn® zjiSt&ny
statisticky niZ8 hodnoty PDGF (p=0,032). V porovndni s kontrolnim sonborem doglo 8, tyden
po operaénim vykonu u nemocaych IV, stadia k signifikantnimu vzestupu PDGF (p=0,003).

Tento jev miZe mit Fadu pfi¢in. Pooperatni vzestup miZe byt vyvolan operalni zat&
a s ni spojencu stimulaci imunitniho systému. Jinou pfifinou miiZze byt paraneoplasticka
koagulopatie spojend s¢ zvy¥enou tvorbou cévnich uzévéri, pfi které dochdzi k aktivaci a
zapojenf krevnich destidek. Popsané nalezy sniZenych hodnot PDGF u nemocnych IV. stadia
RCC oproti nemocnym sI+H. a IIl. stadiem Ize povaZovat za daldi doklad poruchy
mechanizmil nespecifické bunéZné imunity, kdy pti nadorové progresi je alterovéna funkee
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monocyto-makrofagovych bunsk, zatimeo produkee jingch angiogennich faktord, napf.
angiogeninu, a tim i angiogeneze zistavaji zachovany, Makrofagy, které se tak v poltatedni
fazi rozvoje nadoru podileji nezadoucim zplsobem na novotvorb¥ cév, nejsou u pokrocilych
stadii tumoru schopny nejen zajistit cytotoxickou protinddorovou odpovéd, ale snifuje se i
jejich role pFi neovaskularizaci, V této fizi onemocnéni Jje rist nidorovych cév pod
regulanim viivem jinych proangiogennich signatd (7).

TNFe a [L-1 jsou G&innymi induktory interleukinu-6. Hlavnimi producenty IL~6 jsou
makrofagy a T lymfocyty, IL-6 mize byt produkovin dile kterymikoliv normalnimi i
nadorovymi buiikami vietn& bungk gastrointestindlntho traktu. IL-6 Je typicky pleiotropnt
cytokin. V pfipad¥ karcinomu Zaludku piisobi jako ristovy faktor, u jinych nadorii IL-6
inhibuje rhist (58). Uplatiiuje se i jako protizinétlivy faktor pii tkafiovém podkozeni, kdy
zvySuje produkei solubilni TNFRs a IL-Ira, na které se vate TNFa z [L-1. IL-6 spoledn&
s TNFe a IL-1 prohlubuje pfimym plsobenim nadorovou kachexii (30). V Klinickych studiich
byla popsina zvyZena hladina IL-6 u pacienttt s riznymi tumory (44). U rendlniho karcinomu
Je 1L-6 ptikladem autokrinni regulace; na bufiky rendlnikio karcinomu pitsobi jako mitogen a
soufasné vykazuje imunosupresivni efekt (1, 6, 34, 60). Guida a kol. sledovali basalni
cytokinovy profil u pacienti s metastazujicim renalnim karcinomem. V jejich souboru
pacienti s vy53i basalni hladinou cytokindl (IL-6 a I1.-8) méli horgi prognézu pieZiti (12). Pri
tkdfiovém poskozeni je IL-6 detekovatelny v cirkulaci do 60 minut od jeho za¥itku a dosahuje
maximaknich hodnot mezi 4. aZ 6. hodinou. Podobng jako CRP nebo sérovy amyloid je fazen
mezi reaktanty akutni zdnétlivé faze. Jeho hodnota v séru zavis{ vice na rozsahu tkatiového
poskozeni neZ na délce jeho trvini. U naich nemocnych jsme neprokdzali sigmifikantof
zvyZeni IL-6 oproti kontrolnfmy souboru ani rozdily mezi jednotlivymi stadii. Nizka trovedi
aktivatnich signdld provazejici nadorovy rist, délka jejich trvani a kompartmentalizace
procesu jsou pravdépodobng zodpovédny za chybéni systemové odpovedi. U pacientis jsme
nezaznamenali ani zvy¥eni IL-6 v séru v Zase, protoZe 2. odbér byl proveden az 7. den po
operaci a pooperaéni pribh byl bez komplikaci (66).

EGF a TGF-u se vaZou na EGFR. Oba mohou stimulovat rist linif bungk rendlnino
karcinomu, blokujici protitatky proti EGFR mohou inhibovat riistovon stimulaci, Bylo v¥ak
ZjiSi€no, Ze rzné linie bundk RCC a endotelidini butiky asociované s témito nadory maji
riznou expresi EGF, TGF-u a EGFR (3).

Nekteré price ukazujf, %e zvyfen exprese EGFR u renalniho karcinomu, nebo jeho
aberantni fiunkce mohou wvést kezvySeni nadorové proliferace, invazivnimu ristu,
neoangiogenezi a tim nepfznivé ovliviiuji prognézu onemocnéni (47, 55, 62, 63, 67, 68).

Moch a kol. zjistili | %e pacienti s EGFR-negativnim tumorem mé&lf leps progndzd nez
pacienti s EGFR-pozitivnim RCC, ale rozdil mevykazoval statistickou vyznamnost (38).
V nafem souboru jsme sledovali vztah mezi sérovou hladinou EGF a riznymi stadii RCC.
Nalezli jsme pouze pfedoperaéni zvyseni EGF u nemocnych s L+IL a HL stadiem RCC a
kontrolnim souborem. Dalsi signifikatni rozdily v sérové hlading EGF mezi nemocnymi a
zdravymi jedinci a nemocnymi s riznymi stadii renalniho karcinomu jsme v pribghu
sledovani nezazmamenali.

Nami pouzita metoda detekce solubilnich faktorii nam umoznila stanovit t&% hladiny
tkafiovych inhibitort metaloproteinaz (TIMP) -1 a TIMP-2. Matrix metaloproteinzy
(MMPs) degraduji komponenty extracelutdni matrix a podmifiuji remodelaci tkani a
nadorovou infiltraci. TIMP 1, 2, 3 a 4 jsou inhibory enzymi nalezicich do MMP rodiny a za
fyziologické sitnace se nachiizeji ve vyvazeném vztahu, U nadorovych onemocnéni chrani
integritu stromatu a bréni nadorové migraci. Neni mmoho studii, které by sledovaly expresi
MMP a TIMP na buiikach sv&tlobungéného RCC, a navic vysledky v publikovanych pracech
jsou nejednotné (4, 36). :
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Hagemann a kol. uvetejnili zjistsni, Ze deregulovana exprese MMPs a TIMPs u RCC
se li%i vzavislosti na histologickém typu, gradingu, velikosti nadoru a cytogenetickych
charakteristikach. Vzorky nadorové thang analyzovali pomoc! metody RT-PCR (reverze
transcriptase-polymerase chain reaction). Vyslovili hypotézu, Ze exprese MMP a TIMP hraje
dileZitou roli v histomorfologickych ~vlastnostech subtyps RCC a rozdilech jelich
biologického chovéni (12). Kawata a kol. stedovali mimo jiné expresi TIMP-2 a MMP-9 u
120 pacientit s RCC imonuhistochemicky na vzorcich nadorové tkané a potvrdili jejich
prognosticky vyznam (19). Miyata a kol. vySettovali imunohistochemicky expresi MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 a2 TIMP-2 na vzorcich RRC od 91 pacientli. Nadory s pozitivni expresi
MMP-2, MMP-9 a TIMP-1 vykazovaly v&si proliferaci. Exprese TIMP-1 korelovala se
stadiem pT a predikovala délku prezitf (37). Kugler a kol. zjistili metodou RT-PCR u 17
nemocnych s RCC rizny pomeér transkripce MMP:TIMP 1 normélni tkang, lokalizovaného
tumory a metastatického onemocn&ni (25). Naproti tomu Lein a kol. nalezli zvydeni sérové
hladiny MMP9 w RCC, ale nezjistili korelaci mezi typem nadoru, mitotickou aktivitou a
stadiem choroby (27). Kallakury a kol zjistili korelaci mezi zvyZenou expresi TIMP-1 a
TIMP-2 na vzorcich nadorové thand (imunchistochemicky) a hordi prognézou u pacienti
s RCC, véetn kratsiho intervalu pfeziti (17), Nami pouZita celulézovi membrana proteinove
arraye Angiogenesis I neumo#iiuje stanoveni matrix metaloproteinaz.

Membranovy typ 1 MMP (MT1-MMP) je povaZovan za kliovy enzym v procesu
nadorové angiogeneze a metastazovani, MT1-MMP je prirozenym aktivatorem pro-MMP2
zvyZend produkované u nadori. Aktivace pro-MMP2 MT1-MMP umoZiiuje vznik komplexu
MT1-MMP/TIMP2/pro-MMP2 tia povrchu bunik a za pfitomnosti volnych TIMP2 nasledng
hydrolyzn MMP2. Kromé toho komplex MT1-MMP/TIME2 blokuje autokatalytickow zménu
MT1-MMP, coZz vede k zesilenf exprese aktivni formy MT1-MMP. Tento pfiklad interakci
svEdéi o mozném dualnim efektu ndkterych TIMP (59). Dosud nejsou pfesné popsany
viechny reguladni vztahy, a proto neni vylouden ani pfimy vliv TIMPs na bungény rist. V
nadem souboru nemocni I + II a I stadia m&li oproti zdravym kontrolam signifikantna
vy33i hladiny TIMP1 a TIMP2, které se neménily v pritbéhu léeby. Hladiny TIMP 1 a TIMP 2
v séru nemocnych se [V, stadiem RCC a kontrolntho souboru se nelidily. Interpretace nalezt
téchto dvou izolovanych proteind neni vzhledem k nelplnym znalostem a komplikovanym
regulainim vztahiim meo¥nd. Plesto experimehtdlni pokusy s terapeutickym ovlivaEnim
biologickych aktivit enzymd se jevi jako nadijnd (58).

Leptin, zadipocytd odvozeny cytokin, ktery je tizce spjat s obezitow, ma vliv na
karcinogenezi, vykazuje mitogenni aktivity, chrani nadorové buitky pted apoptdzou a
stimuluje néddorovou angiogenezi (61). Hiadina sérového leptinu pozitivng koreluje s BMI
(body mass index). Proto?e obezita je jednim z rizikovych faktortl renalniho karcinomu,
sledovali Horiguchi a kol. vztah mezi leptinem a rozvojem rendlniho karcinomu (15). Ve své
praci (u 57 pacienti) zjistili, Ze sérova hladina leptinu byla signifikantng vy3%i u pacientd
s prokazanou vendzn{ invazi. Nemocni s RCC bez uzlinovych a vzdilenych metastiz s vyssi
sérovou hladinou leptinu méli kratsi interval preziti do progrese nes pacienti s niz$i hladinon
leptinu. Horiguchi a kol stedovali efekt leptinu rovn## na buiikach mysiho renalniho
karcinomu. Zjistili, %e leptin podporuje invazivitu mySich rendlnich karcinomovyech bungk

(16).

Produkee sérového leptinu adipocyty prudee klesd bEhem hladovéni. Dosud neni
Jasné, zda leptin spolu s dal§imi cytokiny hraje regulaéni Toli v akumni fizi zantu vedoucimu
ke hladovéni a malnutrici, nebo zda Jje zndmkou tukového a hmotmostniho vibytku spojeného
s nadorovym onemocnénim. Zda se, Ze deregulace hladiny leptinu u pacientii s nadorovym
onemocnnim nesouvisi s nadorovou anorexii (44}, Sérové hodnoty leptinu u zdravych
kontrol i nemocnych s RCC vykazovaly velké individuslni rozpétf a smérodatné odchylky
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v hodnocenych skupinich doszhovaly az 50% primérnych hodnot. Predoperaéni hodnoty
leptinu se u nemocnych sRCC L a% TV. stadia nelifily od zdravych kontrol. V obdobi
pooperatni rekonvalescence se u nemocnych s RCC L+11. a Ill. stadia zvySovaly a dosahly
statistické vyznamnosti 8. tyden u stadia L+I}, a 7. den a 8. tyden u stadia III. Nemocni
s metastazujicim RCC méli oproti nemocnym s 1+ [L stadiem  signifikantm® niz3i hodnoty
feptinu jak v pledoperadnich, tak poopera¥nich odb&rech. Nemocni IV, stadia mali vahovy
ubytek. U nemocnych Iil. stadia RCC pievafovaly predopera®ng katabolické procesy.
Odstranéni nadoru vedle k jejich zastaveni a navozeni anabolickych regulaci. Tento vyvoj se
odrazil 1 v signifikantnim zvy$eni leptine mezi nemocnymi s RCC L+L. a III. stadia 8. tyden
Po operaci.

8. 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 s riznymi stadii RCC. V pribthu osmi tydnd 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 pacientii s miznymi stadii RCC. Zvolena metoda umoziuje
s dostatetnou citlivosti monitorovat dynamiku zmén sérovych hladin tichto parametri,
Viceparametrova analyza je jedinym mo¥nym pHstupem, umoZfiujicim detailni analyzu
chemokinovjch a cytokinovych interakei regulaini sité angiogeneze. Zablokovani Jjedné
signdlni cesty nesta&i inhibovat nidorovou angiogenezi. Dosavadni klinické zkufenosti s
bevacizumabem ukézaly, Ze ani inhibice VEGF, povaZovaného za hlavni angiogenni faktor,
nezabrani nadorové progresi. Novon nadéjnon mo¥nosti se jevi kombinace inhibice vice
faktorti, napfiklad anti VEGF a anti PDGF (5, 20, 26, 33, 43). Proto je nezbytné pokratovat
ve vyvoji dalfich multiparametrovych testi.

Prokazali jsme zvySené pfedoperalni sérové hodnoty angiogeninu, PDGF, ENA-78,
pan GRO u nemocnych viech stadif RCC oproti hodnotim naméfenym u zdravych osob,
Angiogenni faktory MCP-1, TIMP1, TIMP2 a RANTES byly u nemocnych IV. stadia
signifikantn€ niz8i oproti nemocnym 1+IL a HI. stadia a statisticka vyznamnost s vyjimkou
MCP-1 nebyla u téchto faktoril zji¥tEna vodbErech 7. den po operaci. Interleukin 6
nevykazoval u nemocnych s RCC statistické odchylky od kentrotniho souboru a v pribhu
sledovani nebyly Zjidt¢ny signifikanini zmény.

Zajimavym parametrem se zda 1L-8. Jeho sérova hodnota pfed operaci ve skuping
nemocnych s RCC L+ IL stadia (pouze 2 nemocni z 15 méli stadium IL) nebyla oproti
kontrolni skupiné zvyiena. Ve skupinich nemocnych s RCC 111, a IV. stadia byly hodnoty
IL-8 oproti kontrolim signifikantng zvyeny. Ve viech tiech sledovanych skaupinach (1411, 11T,
1V) doslo po odstranéni primérniho nadoru k signifikantnimu snizeni, u nemocnych stadia [, +
11. 8. tyden po operaci, u nemocnych HL a IV. stadia jiz dokonce 7. den po operaci. Zda se,
Ze 1L-8 nejlépe odriZel pfitomnost a pokro&ilost renalniho karcinomau.

Jingm klinicky zajimavym parametrem u nemoenych sRCC byl leptin. Feho
pfedoperaini hodnoty nebyly oproti hodnotim kontrolniho souboru signifikantné zvyieny.
Signifikantni rozdil pfedoperatnich hodnot mezi skupinou nemocnych 1. + II. stadia a IV.
stadia odraZel akiudlni metabolické pochody (vahovy dbytek u nemocnych s pokro&ilou
chorobou). Po odstranéni primamiho tumoru dodle u nemocnych [+II. stadia a {II. stadia
vobdobi rekonvalescence k vzestupu sérovych hladin leptinu, u nemocnych IV, stadia
choroby doslo po odstrangni tumoru 8. tyden po operaci k prohloubeni poklesu,

Teprve detailni poznani mikroprostiedi, které rozhoduje o charakteru vysledné
imunitni odpovédi, nam poméZe udinng zasahovat do interakei bunik imunitniho systému a
ovlivnit vysledky légby nadorovych onemocnéni.
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9. SOUHRN

Angiogeneze piedstavuje zdkladni krok v nadorové proliferact, expanzi a metastazovani.
Renalni karcinom (RCC) nalezi mezi vysoce vaskularizované nadory. Dysbalance mezi angiogennimi
a antiangiogennimi faktory a angiogenni ,switch hraji vyznamnou roli v patogenezi renalniho
karcinomu. Anpiogeneze je regulovana fadeu angiogennich a antiangiogennich faktort. Vyznamnym
stimulem k sekreci mnoha angiogennich faktorfi je hypoxie. U fady nadord je hustoiz cévniho
zasobeni znémkou nepfiznivé prognézy onemocnsni a koreluje se zvy3enou agresivitou nadorového
riistu a rizikem zakladani vzddlenych metastaz,

Pedkladana prace vyhodnocuje na souboru 32 pacientil (a kontrolnim souboru [4 zdravych
dobrovolnikit} sérové hladiny angiogeninu, MCP-1, RANTES, GRO, ENA-78, 1.-8, PDGF, IL-6,
EGF, TIMP-1, TRMP-2 a leptinu v den operace, tjden po operaci 2 8 tydnd po odstranéni tumoru,
stanovenych metodou protein-array analyzy. Pacienti byli rozdéteni do 3 skupin dle stadia choroby
(IHIL I a 1V), skupiny statisticky porovnavany se skupinou zdravych dobrovelnikii, navzijem a
v ase,

Prokazali jsme zvySené predoperaéni sérové hodnoty angiogeninu, ENA-78 a
panGRO u nemocnjch viech stadii RCC oproti hodnotdm naméfenym u zdravych osob. Angiogenni
faktory PDGF, MCP-1, TIMP1, TIMP2 a RANTES a EGF byly zvy3eny u nemocnych 1+11 a 1L,
stadia RCC. Sérové hladiny PDGF, RANTES, TIMP-1 a TIMP-2 u nemocnych V. stadia byly
signifikantné niZsi oproti nemocnym L+I1 a IIL stadia. Interleukin 6 nevykazoval u nemocnych s RCC
statisticky vyznamné odchylky od kontrolntho souboru 2 vpribéhu sledovini nebyly zjistény
signifikantni zmény jeho hladin.

Zajimavymi parametry, které jevily statisticky signifikantng vyznamné znény v pribéhu
sledovani a korelovaly s odstrangnim priméarniho tumoru, byly IL-8 a feptin.

Metoda protein-array analyzy umoZfiuje stanovit n&kolik parametrii b&hem jedné analyzy. Zds
s¢, Ze sérove hiadiny nZkterych angiogennich faktori mohou odraZet stadium choroby.

10. SUMMARY

Angiogenesis represents an essential step in tumour proliferation, expansion, and metastasis.
Renal cell carcinoma (RCC) is known to be a well-vascularized tumour. The angiogenic response,
also known as the ,angiogenic switch®, is initiated when the balance between the positive and the
negative regulators of angiogenesis is distupted in favor of the proangiogenic factors. Angiogenesis is
regulated by numerous angiogenic and anti-angiogenic factors. Hypoxia is a crucial stimulus for
angiogenesis. For many cancers, the extent of vascularisation is a negative prognostic indicator
associated with agpressive cancer proliferation and increased risk of development of distant
metastasis.

We identified serum levels of angiogenin, MCP-1, RANTES, GRO, ENA-78, IL-8, PDGF,
IL-6, EGF, TIMP-1, TIMP-2 and leptin in serum of 32 patients with RCC, and 14 healthy volunteers
by means of protein aray analysis. The patients were divided into three groups according to their
disease stages (I+IL, III, and IV). We discovered significant differences between the donors and
patients with RCC. The pre-operative levels of angiogenin, ENA-78 and panGRO were higher in
patients of all stages of RCC. The other angiogenic factors such as PDRGF, MCP-1, TIMP1, TiMP2,
RANTES and EGF were significantly lower in patients with stage 1V (with distant metastases)
compared to patients with RCC stages [-III (without distant metastases),

iL-6 did not show ahy significant differences during the follow-up while IL-8 and leptin
showed significant changes in serum levels during the study and correlated with tumour removal,

Multiplex protein array is 2 method which enables us to determine more than one parameter in
one analysis. It seems that the serum levels of some angiogenic factors in patients with RCC can
reflect the advanced stage of the disease,
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