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Uvod

Maligni nddorovd onemocnéni jsou v dneSni dobé nejen zavaznym
zdravotnickym, ale i celospoleCenskym problémem. Jejich vyskyt v poslednich letech
neustale vzrlstd. Po kardiovaskularnich chorobach jsou druhou nejéastéjsi pricinou
amrti. Z téchto ddvodd se stale vice pozornosti vénuje jejich ¢asné diagnostice. Hledaji
se latky v organismu, které by umoZzniovaly rozpoznat nadoroveé onemocnéni pred jeho
klinickou manifestaci, stanovit jeho rozsah, prognézu a také moznou €asnou recidivu.
Urologické nadory, kromé karcinomu prostaty a nador( varlat, nemaji vhodné markery,
které by umoZiovaly bud jejich primarni diagnostiku nebo by byly vhodné
pro sledovani nemocnych po radikalni IéCbé a zjiSténi Casné a tudiZz chirurgicky
feSitelné recidivy onemocnéni. Proto jsem se rozhodl na zékladé 1) fady literarnich
dajd o pritomnosti karbonické anhydrazy 1X (CA 1X) na membranach bunék nékterych
urologickych nadorl, 2) mého zajmu o onkologickou problematiku a 3) nabidnuté
spolupréace kolegli z Institutu organické chemie a biochemie AV CR vénovat této
problematice a stanovit, zda se CA IX uvoliuje do télnich tekutin a je v nich
stanovitelna. PFi kladném vysledku posoudit moZnost vyuZiti jejiho stanoveni jako

markeru pFislusného nadoru.

1. Literarni avod a prehled dané problematiky.

Jednou z typickych vlastnosti malignich nadorovych bunék je produkce réiznych
biochemickych latek. NejvystiznéjSi a nejCastéji pouzivany nazev pro tyto latky je
nadorovy marker. Méné Casto jsou v literatufe oznacovany jako "s tumorem asociovana
substance", "nadorovy antigen™ a jiné. Do této skupiny fadime latky produkované
malignimi burikami, které 1) se uvoliuji do télesnych tekutin, kde je mozZno
kvantitativné méfit jejich koncentrace, 2) jsou produkované malignimi bunikami, které
viak do télesnych tekutin nepfechazeji a jejich pfitomnost Ize stanovit
imunohistochemickymi metodami pouze v nadorové tkani a 3) vznikaji ve zdravych
tkanich jako jejich odpovéd na pfitomnost nadoru v organismu (1).

Jednotlivé nadorové markery se od sebe lisi jak svoji chemickou strukturou tak i
biologickou funkci. Podle chemického sloZeni jich prevazna cast patfi mezi
glykoproteiny, glykolipidy a polypeptidy.

Podle biologické funkce vétSina z nich patfi mezi onkofetélni latky, které se
uplatiiuji pri vyvoji plodu. Nejcastéji zde plsobi jako diferenciacni antigeny, pritomné
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ve formé glykoproteinovych a glykolipidovych molekul na povrchu membran
diferencujicich se embryonélnich a fetalnich bunék. Nékteré markery funguji jako
hormony, jiné jsou enzymy, katalyzujici riizné biochemické reakce v organismu. Dalsi
se Ucastni na transportu biologicky dilezitych latek, nebo jsou spojené se zvysenou
proliferacni aktivitou bunék. Posledni skupinou nadorovych markerl jsou produkty
rznych tkani se specifickymi funkcemi béhem vyvoje plodu a v obdobi dospélosti,
které nemlzeme zaradit do predchozich skupin. Nékteré z téchto latek funguji napriklad
jako zésobni bilkoviny, jiné patfi mezi proteiny akutni faze a maji ochranné funkce
pfi poSkozovani tkani organismu, dalsi jsou zapojeny do imunitnich reakci (1,2).

Aby se nadorové markery mohly Uspésné vyuzivat v onkologické praxi, mély by

spliovat nasledujici poZadavky:

1) byt produkovany samotnymi nadorovymi tkdnémi,

2) z maligni tk&né se pohotové a v dostatené mife uvolfiovat do télesnych
tekutin,

3) zmeény jejich koncentraci v télesnych tekutinach by mély co nejlépe odrézZet
zmény nadorového ristu a velikost nadorové masy,

4) jejich tvorba zdravymi tkanémi by méla byt co nejmensi nebo Zadna a jejich
koncentrace v télesnych tekutindch u zdravého jedince co nejniz8i nebo
nulové,

5) vykazovat maximalni specificitu, t.j. spravnou negativitu. Specificita udava
pravdépodobnost, s jakou méa pacient bez diagnostikované choroby negativni
vysledek testu. Neméla by byt nizsi nez 90 %. K racionalnimu posouzeni
spravné negativity a faleSné pozitivity v souboru nemocnych u jednotlivého
pacienta by jeji hodnota méla byt nejlépe 95 %.

6) vykazovat dostateCnou senzitivitu, tj. sprdvnou pozitivitu. Udava
pravdépodobnost, Ze pacient s pozitivnim vysledkem testu ma hledanou
chorobu. Neméla by byt pod 80 % pro vysoky zachyt spravné pozitivity
s nizkou faleSnou negativitou.

7) mit dostateny predikéni Cas (,lead time*), coz je Cas, ktery uplyne
od prlikazu zvyseni nadorového markeru do klinické diagndzy.
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Né&dorové markery by mély umoZfovat:
1) screening malignich nadord,
2) diferencialni diagnostiku mezi malignimi a nemalignimi onemocnénimi,
3) stanoveni prognozy,
4) stanoveni klinického stédia,
5) sledovani ucinnosti protinadorové IéCby,
6) Casné zjisténi recidivy nédoru (1,2).

Karbonické anhydrazy (CA) jsou skupinou metaloenzym( obsahujicich zinek,
které najdeme témeér u vSech Zivych organisml (3). Rozdélujeme je do t¥i rozdilnych
CA skupin a, B, vy, které nevykazuji vyznamnou podobnost sekvenci a zfejmé jsou
kompletné odlisného fylogenetického plivodu. V burikach savcll se vyskytuji vyhradné
karbonické anhydrazy skupiny o. Tato skupina zahrnuje 14 ¢lend, z nichz 11 vykazuje
aktivitu karbonické anhydrazy. Podle lokalizace v buiice je mlZeme rozdélit do 4
skupin:

a) cytozolova (CA I, 11, 111, VII, VIII)

b) membréanova (CA IV, IX, XII, XIV)

c) mitochondriélni (CA V)

d) sekrecni (CA VI)

Cytozolové a mitochondrialni CA maji pouze doménu karbonické anhydrazy.
Sekrecni CA ma jeSté kratky C-terminalni fetézec a transmembranové navic
transmembranovou kotvu a kromé CA IV i cytoplasmaticky Usek. CA IX jako jedina
karbonické anhydraza méa N-termindalni proteoglykanovou sekvenci, zprostfedkovavajici
mezibunécénou adhezi. Aktivitu karbonické anhydrazy riizné intenzity vykazuji vsechny
CA kromé CA VIII, X a X1 (Pfiloha 1).

Vysoce heterogenni  distribuce  karbonickych anhydrdz v  rlznych
diferencovanych bufikdch a orgdnech ukazuje na jejich funkéné odliSné ulohy
v procesech jako je udrzovani acidobazické rovnovahy, vyména plyn(, transport iontd,
fixace uhliku, ochrana sliznic, resorpce kosti, regulace pH Zaludecni kyseliny v blizkosti
ZaludeCni stény a jinych télnich tekutin. Ztrata nebo deregulace aktivity nékterych
isoenzym(l se Gcastni na vzniku onemocnéni jako glaukom, osteopetr6za, otoky

pfi srde¢nim a ledvinném selhani, neurologicka a neuromuskularni onemocnéni (4).
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Karbonicka anhydréaza IX (CA IX), dfive nazyvand MN nebo MN/CA9 protein,
je povrchovy bunéény protein, ktery byl objeven neocekavané pfi studiu proteind
obalky hypotetického lidského defektniho retroviru tvorbou fenotypicky smisenych
virion( viru vezikularni stomatitidy. Ty byly vytvoreny v bunééné linii MaTu, odvozené
z tumoru prsu (5). Extrakty z téchto bunék obsahovaly protein o molekulové hmotnosti
58 kDa, ktery imunoprecipitoval s rdiznymi lidskymi i zvifecimi séry. Ke zjisténi jeho
identity byly vytvofeny monoklonalni protilatky, které umoZnily rozlisit dvé
komponenty, MN a MX (6). Membranové vazany MN protein byl detekovan
monoklondlni protiladtkou M75 a na Western blotu se zobrazil jako dva prouzky
0 molekulové hmotnosti 54 a 58 kDa. Druha komponenta komplexu MaTu je pfenosné
agens, provizorné oznaCené jako MX. To bylo identifikovano jako bilkovina
0 hmotnosti 58 kDa, ktera se prekryva se zénou 58 kDa z dvojité zény MN. Rozdil v3ak
tkvi v tom, Ze MX reaguje s protildtkou M67, kdezto MN s protilditkou M75. Mezi nimi
neni Zadna zkfizend reakce. MX navic reaguje sfadou normalnich ZivocisSnych sér
véetné asi 40 % sér lidskych. MX byla pozdéji identifikovana jako defektni varianta
LCMV (virus lymfocytarni choriomeningitidy), kter4 se in vitro Sifi jen pFfimym
kontaktem mezi bufkami. V infikovanych burikach vSak elektronovy mikroskop
neodhalil Zadné viriony. (7, 8)

Sekvenci CA9 genu publikoval Opavsky a spol. v roce 1996 (9). cDNA kdduje
protein skladajici se z 459 aminokyselin. Z toho 414 aminokyselin N-terminalni
extracelularni Casti je 20 aminokyselinovou hydrofobni transmembranovou oblasti
spojeno s C-termindlnim intracelularnim koncem, slozenym z 25 aminokyselin.
Extracelularni ¢ast se sklada ze signalniho peptidu (37 aminokyselin), z oblasti podobné
keratan sulfat vazajici doméné velkého proteoglykanového aggrecanu (59 AK) a
z domény karbonické anhydrdzy (257 AK). Protein MN tvofi homodiméry nebo
homotriméry spojené disulfidovymi vazbami mezi rezidui cystinu (Pfiloha 2).

Protoze CA doména MN proteinu je vyznamné identickd s extracelularnimi
karbonickymi anhydrazami a protoze v té dobé byla devatou isoformou identifikovanou
ve skupiné a-CA, byl MN protein pfejmenovan na karbonickou anhydrazu 1X (10).
PFislusnost do o-CA rodiny podporuje také struktura oblasti CA9 genu kddujici CA
doménu, ktera je obdobna jinym savéim genlim karbonické anhydrazy. Exony kédujici
dal$i domény a oblasti CA IX byly ziskany zifejmé presunem exonll. Zvlasté PG oblast
je pro CA IX jedine€na a nevyskytuje se u dalSich karbonickych anhydraz a-CA rodiny.
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Normalné se CA IX vyskytuje ve vétSim mnozstvi pouze ve sliznici Zaludku a
Zlucniku (11). Mala mnozstvi CA IX lze prokazat ve sliznici stfeva a to v oblasti krypt,
kde jsou buriky s vysokou proliferacni kapacitou (12). Smérem distalnim od Zaludku jeji
mnoZzstvi ubyva. Minimalni hladiny lze dale zjistit v epiteliich pankreatického duktu,
muZskych gonad a epitelialnich bunikach vystylajicich téIni dutiny (13, 14, 15).

PFitomnost CA IX byla zjisténa ve vysokém procentu (témér 100 %) u nékterych
typd lidskych karcinom( jako je karcinom hrdla délozniho, karcinom jicnu a karcinom
ledviny (12, 13, 14, 15, 16, 17). V nizsim procentu pripad( (40 — 60 %) byla stanovena i
u karcinoml hlavy, krku, plic, prsu a kolorektalniho karcinomu. VZzdy se jedna
o0 ektopickou expresi, kdy antigen je pfitomen v nadorech vychazejicich z CA IX
negativnich tkani. Nevyskytuje se ve tkani zdravé ledviny, u nenadorovych onemocnéni
ledviny ani u benignich nador(, chromofébni varianty karcinomu ledviny a karcinomu
z jasnych bunék extrarendlniho plivodu (18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25). Naopak
u nadord, vychézejicich z CA IX pozitivnich tkani (Zaludek, Zlu¢nik) se exprese CA I1X
proteinu ztraci nebo je snizena (26, 27). DalSi studie ukazaly, Ze sekvence genu
v nadorovych burikach je identick& se sekvenci genu v normalni tkani (11). To dava
pfedpoklad, Ze by karbonickd anhydraza 1X mohla byt slibnym nadorovym
biomarkerem.

Mechanismy, které vedou k ektopické expresi CA IX, nejsou zcela znamy.
Experimentélné Ize expresi CA IX vyvolat vysokou denzitou bunék, ktera aktivuje
promotor CA9 (28). Ten Fidi pét regulacnich oblasti, obsahujicich nékolik cis-
aktivacni protein 1 (AP-1) a ,specificity protein® (SP). Jsou to transkrip¢ni faktory,
jejichz synergie je nutna k zakladni transkripéni aktivaci CA9 genu (30). Nejdllezitéjsi
regulacni ¢ast CA9 promotoru je uloZena na kddujicim (pozitivnim) DNA fetézci mezi
SP-1 vazebnym mistem a zaCatkem transkripce na pozici -10/-3 a sestava ze sekvence
nukleotidd 5°-TACGTGCA-3" odpovidajici na HRE (,,hypoxia response element*) (31).
HRE je rozpoznan HIF-1 (hypoxia inducible factor-1) transkripénim faktorem, ktery
vznikd za hypoxie ze zakladni beta podjednotky a alfa-podjednotky, regulované
kyslikem. PFi normélni tenzi kysliku HIF-1a je modifikovan prolinovou hydroxylazou
na dvé prolinova rezidua v centralni na kysliku zavislé degradacni doméné a nasledné
degradovan pVHL tumor supresorovym proteinem (32). Navic je jeho transkripCni
aktivita blokovana faktorem inhibujicim HIF, ktera je zplsobena hydroxylaci rezidui
argininu v C-terminélni transaktivani doméné (33). Pokud je buiika vystavena hypoxii
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nebo dokonce anoxii, HIF-1a unika hydroxylaci, akumuluje se a po dimerizaci s HIF-13
se stava transkripcné aktivni. Pfitomnosti funkéniho HRE se CA9 stava transkripénim
cilem HIF-1 a tak se fadi mezi skupinu genl Fizenych hypoxii (34). HRE se uplatiiuje
také v transkripci genu CA9, ktera je spusténa vysokou denzitou bunék. Zde potrebuje
ale kooperaci s vedle leZzicim SP-1 vazebnym mistem.

ProtoZe hladina HIF-1 alfa je kontrolovana proteinem pVVHL, dochazi pfi expresi
standardniho typu VHL transgenu k supresi transkripce CA9 m-RNA v normooxickych
bunkach. Naopak delece nebo inaktivujici mutace vede k uvolnéni transkripce CA9
(35). Ztrata funkéniho proteinu pVHL je spojena s vétSinou karcinomi ledviny
z jasnych bunék a vysvétluje Castou pritomnost CA IX proteinu na jejich membranach.
Samotna ztrata funkéniho proteinu pVHL ale k transkripci CA9 genu nestaci. Navic je
nutnd hypometylace v promotorové oblasti genu CA9, zvlasté CpG dinukleotid(l
Vv pozici -74 a -6 vzhledem k zaCatku transkripce (36). Stav metylace CpG v oblasti -74
ovliviiuje zifejmé expresi CA I1X u jinych karcinomd nez RCC (37). Lze pfedpokladat,
Ze exprese CA IX je regulovana také na vysSich stupnich biosyntetické drahy podobné
jako u jinych gend indukovanych hypoxii.

In vivo exprese CA IX jasné odrazi lokalizaci hypoxickych oblasti. Protein je
detekovan v perinekrotickych oblastech rliznych solidnich nadord, véetné karcinomu
prsu, kiiZe, ovaria, hrdla délozniho, hlavy a krku, plic a moového méchyre (38, 39, 41,
42, 43). Méfenim u karcinomll hlavy a krku se zjistilo, Ze exprese CA IX zacina
ve vzdalenosti 40-140 pm (medidn 80 pm) od kapilary a pokraCuje smérem k nekréze
(44). Podobné prostorové rozloZzeni CA IX k mikrocirkulaci Ize nalézt i u karcinomu
mocoveho méchyre a plic (45, 46). Srovname-li CA 1X expresi s distribuci HIF-1a a
chemického markeru hypoxie EF5, exprese CA IX zaCina dale nez HIF-1a a dfive nez
EF5. To znamen4, Ze indukce CA IX vyZaduje nizsi hladinu kysliku nez HIF-1alfa a Ze
se vyskytuje v perinekrotické oblasti, ktera je vétSi neZz zéna oznaCena EF5 (47). Déle
prokéazali, ze CA IX exprimujici burky, izolované z nadorovych xenograftl jsou
Zivotaschopné, klonovatelné a rezistentni k letdlnimu efektu ionizujiciho zafeni. To
ukazuje, Ze ¢ast nadorovych bunék exprimujicich CA IX je stfedné zavisla na oxygenaci
a predstavuje potencialni zdroj metastaz. Pfedchozi nalezy intranadorové distribuce CA
IX ukazuji, Ze hypoxie neni jedinym spoustécim faktorem jeji exprese.
Imunohistochemické studie ukazuji, Ze exprese CA IX je i u nadord, které nevykazuji
znamky hypoxie (pfitomnost nekr6z, exprese HIF-1a, VEGF atd.) a naopak. Koexprese



DisertaCni préace Exprese CA IX antigenu u urogenitalnich nadord, zejména se zamérenim

na karcinom ledviny a urotelialni tumory dolnich mocovych cest

CA IX s c-ErbB2, EGFR a MUC-1 ukazuje na moznou Ucast v regulaci onkogennich
mechanismi. To vyZaduje jesté dalsi zkoumani (40, 25).

V normalni Zalude¢ni sliznici CA IX slouZzi jako diferenciacni antigen (48).
Predpoklada se, Ze anhydrazova Cast funguje jako regulator pH a ucastni se
na transmembranovém transportu iontl. Niz$i extracelularni pH podporuje invazivni
rist nadorovych bunék, zvysena koncentrace Ca”* kationtl v cytoplazmé aktivuje
bunécné tyrosin-specifické proteinkinazy. Proteoglykanova doména CA IX funguje jako
adhezivni molekula, kterd se UucCastni diferenciace sliznice zaZivaciho traktu,
zprostfedkuje spojeni bunék mezi sebou a s neadhezivnimi solidnimi tkanémi.
Predpoklada se, Ze i zprostfedkuje komunikaci mezi bunikami. PFi ektopické expresi
mize ale vést k prenosu falesnych signald. To ziejmé hraje dilezZitou Glohu i
v karcinogenezi. Jeho 100 % ektopickad exprese u tii lidskych karcinomi a nizsi ale
vyznamna i u nékterych dalSich podporuje tuto domnénku. Jednou z dalSich moZnych
roli je inhibice apoptézy v nadorové bufice (49). Na zékladé fady pozorovani se
pfedpoklada, Zze CA9 je protoonkogenem.

CA IX protein lze prokédzat bézné imunohistochemickym barvenim
v histologickém preparatu na bunééné membréné a na toto téma bylo publikovano
doposud asi 1509 praci. Pomoci reverzni transkriptni polymerazové fetézové reakce
(RT-PCR) lze v krevnim vzorku zjistit mRNA kddujici CA 1X protein v uvolnénych
cirkulujicich burikach. Specificita vySetfeni byla 100 %, senzitivita metody je obrovska
— staCi k odhaleni jediné nadorové buriky v 1 ml krve, avSak zachytnost je nizka, pouze
25 — 49 %. Nevyhodou této metody je, Ze stanovuje CA9-mRNA v nddorovych buikéch
pfi jejich diseminaci (50). Tim Ize i vysvétlit nizkou zachytnost této metody.

Vzhledem k publikované vysoké expresi CA X na membrénich bunék
karcinomu ledviny a expresi u urotelidlnich karcinom( vyvodnych mocovy cest jsme se
zamérili v nasi praci na tyto dva nadory (45). Oba jsou v naSi populaci Casté, dokonce
v incidenci karcinomu ledviny zaujala Ceska republika nelichotivé prvni misto na svété.
Ani u jednoho nadoru doposud neexistuje skutecny diagnosticky marker, ktery by
umoznoval jeho jednoduché a neinvazivni stanoveni v ¢asném stadiu a tak umoznil
jejich radikalni l1éCbu nebo se dal pouZzit pfi sledovani nemocnych po radikalni 1é¢bé

k odhaleni ¢asné recidivy onemocnéni.
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1.1. Karcinom ledviny

Karcinom ledviny (RCC) tvofi priblizné 2-3 % vsech solidnich nadorl dospélé
populace. Jedna se o heterogenni skupinu karcinomd s jedine¢nym morfologickym
obrazem vychézejicich z epitelu renalnich tubull. Kazdy rok se diagnostikuje kolem
30000 néador v USA a 20000 v Evropské unii. Nador se vyskytuje nejcastéji mezi
patou az sedmou dek&dou Zivota. Muzi jsou postiZeni pfiblizné dvakrat Castéji neZ Zeny.
Vétsina karcinom( je sporadickych, pouze asi 4 % jich je familiarnich. U jedné tretiny
nemocnych je v dobé diagnoézy zjisténa generalizace onemocnéni a u vice nez poloviny
nemocnych s lokalizovanym nadorem onemocnéni progreduje v dalSim pribéhu.
Karcinom ledviny je nejletalnéjSim urologickym zhoubnym nadorem. Zemre na néj vice
nez 40 % nemocnych. V roce 2000 bylo v Ceské republice hlaseno celkem 2289 novych
karcinom( ledviny (1346 u muzl a 943 u Zen). To znamenalo hrubou incidenci
22,3/100 000 obyvatel (26,9 pro muze a 17,9 pro Zeny). V tom samém roce 2000
zemielo na tento nador 1185 nemocnych (728 muzli a 457 Zen). Mortalita byla
11,5/100000 obyvatel (14,6/100 000 muz{ a 8,7/100 000 Zen) (51). V roce 2008 byla
incidence jiz 27,14/100 000 a mortalita jen 11,13/100 000 obyvatel, to znamena nizsi
nez v roce 2000 (Priloha 3). Od roku 1980 do roku 2008 se incidence zvysila vice nez
3,5 krét, mortalita stoupala mirngji.

Tyto rozevirajici se nlzky jsou ddsledkem jednak pokroku v Uspé$nosti
komplexnich lécebnych postupd, jednak ve zvySeni zachytu CasnéjSich, radikalng
feSitelnych stadii onemocnéni. To bylo umoZnéno rozvojem zobrazovacich metod,
zejména ultrasonografie, vypocetni tomografie a magnetické rezonance v pribéhu
osmdesatych let. Jejich postupné zavedeni do bézné klinické praxe zvysilo zachytnost
incidentélnich tumord u asymptomatickych nemocnych (52, 53, 54, 55, 56, 57). Rada
odbornych praci potvrzuje nové fakt, Ze incidentalni nadory jsou vyznamné nizSiho
stadia, gradeu a je niZSi procento lokalnich recidiv i vzniku vzdalenych metastaz oproti
nadordim symptomatickym. Také pétileté nadorové specifické prezivani nemocnych
s incidentalnim RCC oproti symptomatickému (85,3 % versus 62,5 %) je statisticky
vyznamneé lepsi (58, 59, 60, 61, 62). Proto se pro dalsi zlepseni vysledki 1é¢by diskutuje
provadéni systematického screeningu pomoci ultrasonografického vysetfeni ledvin
v populaci. N&zory na jeho provadéni jsou rozporuplné a jeho oponenti argumentuji
jeho vysokou cenou k zachytnosti novych nador(l u onemocnéni s tak nizkou prevalenci

v populaci. Nejvétsi studie byly provedeny v Japonsku, kde bylo pfi preventivnich
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prohlidkach vysetfeno sonograficky 200000 a 60604 respondentl s nalezem 192
(0,096%) respektive 14 (0,023%) karcinoml ledviny (63, 64). Proto je screening
doporucen pouze u populace s vysokym rizikem. Jde o nemocné v kone¢ném stadiu
renalniho selhani, nemocné s von Hippel-Lindauovym onemocnénim a jejich pfibuzné,
pfibuzné nemocnych s dalSimi familiarnimi karcinomy ledviny a tuberdzni sklerézou.

Jednim z moznych FeSeni aktivniho screeningu RCC by bylo nalezeni vhodného
biomarkeru, ktery by bylo moZzné stanovovat v krvi nebo moci nemocnych a ktery by
vykazoval dostateCnou senzitivitu i specificitu.

Jako biomarker miizeme povazovat chemickou substanci, ktera je produkovana
bud’ samotnym n&dorem nebo jinymi tkanémi jako reakce na pFitomnost maligniho
bujeni v organismu. U zdravého jedince se nevyskytuji nebo se vyskytuji v podstatné
niZsi koncentraci neZ v pripadé pfitomnosti nadoru. Idealni nadorovy marker by mél byt
maximalné senzitivni (pocet pozitivnich nalezl/celkovy pocet vysetfovanych - nizka
faleSna negativita), maximalné specificky (spravné negativni vySetfeni/poCet zdravych
vySetfenych nemocnych - nizka faleSna pozitivita), jeho koncentrace by méla korelovat
s hmotnosti nddoru a mit dostatecny predik¢ni €as (pfedstih markeru pred klinickym
priikazem).

V soucasné dobé zkoumané markery zahrnuji DNA parametry, markery bunécné
proliferace, angiogeneze, apoptdzy, rlstové faktory, tumor-supresorové geny, adhezni
molekuly, cytogenetické abnormality a fadu dalSich. TéméF vSechny hodnoti do urcité
miry biologické chovani nadoru a predpoklada se jejich uplatnéni jako prognostickych
indikator(i. Skutecny diagnosticky marker pro screening karcinomu ledviny nebo
sledovani nemocnych po radikalni 1éCbé zatim neexistuje. V literatufe Ize nalézt zpravy
0 téchto moZnych markerech, stanovitelnych v periferni krvi: vaskularni endotelidlni
faktor, sérovy amyloid a, insulinu podobny ristovy faktor-1 a karbonicka anhydraza IX.
Pro diagnostiku uplatnitelny se zda pouze CA IX protein, ostatni spiSe hodnoti
biologické chovani tumoru.

McKiernan stanovoval CA IX mRNA pomoci reverzni transkripni
polymerazové fetézové reakce (RT-PCR) v predoperacnim krevnim vzorku nemocnych
s lokalizovanym RCC a u zdravych kontrol. Nalezl CA IX mRNA u 86 % nemocnych
s RCC. U nemocnych s benignimi lézemi byly hladiny CA IX mRNA nulové a
ve zdravé kontrolni skupiné je nalezl v 1,8 % probandi (65). Dalsim sledovanim stejné

skupiny 41 nemocnych s RCC se ukézalo, Ze ve skupiné nemocnych s negativnim CA
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IX pred operaci bylo pétileté preziti bez progrese 88 % proti 40 % ve skupiné CA IX
pozitivni (66).

1.2. Urotelialni nddory mocovych cest

Urotelialni karcinomy (UC) vyvodnych mocovych cest vychazeji z pfechodniho
epitelu, ktery vystyld mocové cesty od ledvinné papily aZ po ¢ast moCové trubice. Tyto
nadory se nejcastéji vyskytuji v mofovém méchyri, kde predstavuji az 98 % vSech
zhoubnych nadord. V oblasti ledvinné panvicky a mo¢ovodu jsou mnohem vzacngjsi.
Ze vsech malignich nador( ledvin je pouze 6-7 % nador(l z urotelu. Tvofi pouze 4 %
vsech urotelialnich tumord. Pomér nadord méchyrovych ku nadordim ledvinné panvicky
a mocovodu je 51:3:1 (67).

Urotelialni karcinomy mocového méchyre jsou druhym nejéastéjSim nddorem
urogenitalniho traktu. Casté&ji jsou postizeni muZi neZ Zeny 2,7:1 a jejich zéachyt je
nejvyssi v 6. dekadé Zivota. Incidence tohoto nadoru se stejné jako u RCC v Ceské
republice zvySuje. V roce 1980 byla incidence 9,01/100 000 obyvatel a mortalita
5,26/100 000, v roce 2008 byla incidence jiz 24,52/100 000 obyvatel a mortalita jen
8,31/100 000 obyvatel (Pfiloha 4).

V dobé diagnozy je jich zhruba 85 % lokalizovanych na mocovy méchyr a 15 %
jiz s generalizaci do lymfatickych uzlin nebo do jinych vzdalenych organt. V 90 % se
jedna o karcinomy z pfechodniho epitelu, v 6-7 % o epidermoidni karcinom a pouze
v1-2 % o adenokarcinom. Onemocnéni je diagnostikovdno a dale monitorovano
uretrocystoskopii, cytologii a zobrazovacimi metodami hornich mocovych cest (IVU,
CT). Cystoskopie, kterd je povazovana za ,zlaty“ standard, mlZe ale prehlédnout
oblasti karcinomu in situ. Navic se jedna o vySetfeni invazivni pro nemocného a i
financné nakladné. Cytologické vysetfeni vzorku moCe ma stfedni senzitivitu pouze
35 % a stredni specificitu 94 % (68). Uplatiiuje se zejména v diagnostice ,,high-grade*
nadord a karcinomu in situ. Nizka senzitivita u low-grade tumor( snizuje jeji klinicky
vyznam. Limity cytologie a invazivita uretrocystoskopie vedou ke hledani méné
invazivnich diagnostickych metod. V poslednich letech se nejvice studuji a jsou
publikovany prace o fluorescencni in situ hybridizaci (FISH), mikrosatelitové analyze
(MSA), imunocytologické diagnostice nadoru pridruzenych antigent (ImmunoCyt),
stanoveni telomerdzové aktivity, stanoveni komplementovému faktoru H- pfibuzného

proteinu (BTA-TRAK, BTA-stat), stanoveni kyseliny hyaluronové a hyaluronidazy
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v moCi (HA-HA-4za), stanoveni proteinu nukledrni matrix 22 (NMP22), stanoveni
proteinu nuklearni matrix BLCA-4, cytokeratinl (CYFRA 21-1) a survivinu. Ideélni
marker by mél opét mit vysokou senzitivitu a specificitu, snadnou reprodukovatelnost a
nizkou cenu. VSechny vyse uvedené markery jsou lepsi nez cytologie v senzitivité ale
mirné horsi ve specificité (Pfiloha 5).

Pro klinickou praxi je dostupny NMP22Bladder Check assay, ktery je snadno

proveditelny, senzitivitu ma mirné lepsi néZ cytologie, specificita se pohybuje mezi 40-
87 %, je citlivy i u low-grade tumor( a neni ovliviiovan BCG terapii. Nevyhodou je, Ze
neni jasné definovana hodnota vysledku, kdy doporu€it provedeni cystoskopie.
Dalsi dostupny test je BTA-TRAK a BTA-stat. Oba testy vykazuji niZsi senzitivitu i
specificitu nez cytologie a jejich vysledky jsou ovliviiovany benignimi urologickymi
onemocnénimi (uroinfekce, hematurie). Poslednim v praxi dostupnym je UBC Rapid
test (UBC — Urinary Bladder Cancer Antigen). Timto testem se detekuji v moci
cytokeratiny 8 a 18, které jsou markerem karcinomu epitelialnich bunék. Specificita
testu je 90 % a senzitivita 70-80 %, pozitivni prediktivni hodnota 86 % a negativni
prediktivni hodnota 81 % (69).

Ostatni testy jsou naroCné na provedeni a draz8i. Z nich nejslibnéjsi se zda
mikrosatelitova analyza, kterd vykazuje dobrou senzitivitu (72-97 %) i specificitu (80-
100 %) a je schopné detekovat tumory nizkého gradeu a T kategorie. Provedeni testu je
ale nérocné. Dalsi perspektivni jsou stanoveni kyseliny hyaluronové a hyaluroniddzy a
survivinu. Vykazuji dobrou specificitu i senzitivitu, jsou schopny detekovat tumory
nizkého gradeu. Jsou ale nutné dalSi studie (Pfiloha €. 5). Zatim neexistuje jediny
marker, vhodny pro sledovani nemocnych s urotelidlnimi tumory, ktery by snizil Cetnost

nutnych uretrocystoskopii v rdmci dispenzarizace (70).
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2. Cile préace

V naSi préci jsme si stanovili tyto cile:

1)

2)
3)
4)

5)

6)
7)
8)
9)

Zjistit, zda dochazi k uvolfiovani CA 1X do média béhem Kkultivace
nadorovych bunécnych experimentéalnich kultur, které maji na své bunécné
membrané CA IX protein.

LiSi se solubilni forma CA IX od formy membranové?

Jaké je koncentrace CA IX v kultivatnim médiu experimentalnich kultur?
Uvolruji také kratkodobé prezivajici kultury lidskych nadord CA IX
do kultivacniho média a pokud ano, jaké jsou koncentrace?

Je solubilni CA 1X (s-CA IX) stanovitelnd v séru nebo moc¢i nemocnych
s urologickymi tumory exprimujicimi CA 1X?

Pokusit se stanovit clearance s-CA IX po chirurgickém odstranéni nadoru.
Ma vliv na koncetraci s-CA IX velikost nadoru nebo jeho grade?

Je detekovatelnd s-CA IX v krvi nebo séru zdravych dobrovolnik(?

Je s-CA IX vhodnym markerem pro mozné stanoveni zkoumanych nadord?
Pro naSe experimenty jsme si vybrali nemocné s adenokarcinomem ledviny a
poté s urotelidlnimi tumory, kde z literarnich Gdaji je exprese CA IX

proteinu ve velkém mnoZstvi a u vysokého poctu nadord.
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3. Soubor a metody

3.1. Soubor
V naSi prospektivni studii probihajici v letech 2004 — 2008 jsme vytvofili dvé

skupiny pacientll: 1) nemocni s karcinomem ledviny, 2) nemocni s urotelialnimi tumory
mocového méchyre nebo kalichopanvickového systému.

V prvni skupiné bylo testovano 44 pacientli s adenokarcinomem ledviny (RCC),
15 pacientl s nonRCC tumory, Ctyfi pacienti s nenadorovym urologickym
onemocnénim a 42 zdravych slouZilo jako kontrolni skupina (Pfiloha 6).

U nemocnych s RCC jsme odebirali krev a eventudlné mo¢ pred vykonem a
znovu krev paty den po operaci. Vzorky byly co nejrychleji transportovany
do laboratofe a zmrazeny pfi teploté -80° Celsia. U nékterych nemocnych jsme odebrali
po nefrektomii Cast vitalni nddorové tk&né pro kratkodobé prezivajici bunééné kultury.

Do druhé skupiny bylo zafazeno 31 pacientd s endoskopickym podezienim na
urotelidlni karcinom mocového méchyre (UC), v jednom prFipadé ledvinné panvicky a
16 kontrol (Pfiloha 7).

V této skupiné jsme odebirali krev a moC pouze pred operatnim vykonem.
Nédorova tkan se mikroskopicky vySetfovala jednak po barveni hematoxylinem a
eosinem a jednak v indikovanych pfipadech imunohistochemicky na membranovou
formu CA IX proteinu. Velikost nadoru se stanovila zobrazovacimi metodami
(ultrazvuk, CT, NMR), zoperacniho preparatu nebo endoskopicky porovnanim
s velikosti resek¢ni klicky endoresektoru. Tato studie byla schvélena etickou komisi

Fakultni nemocnice v Motole.

3.2. Metody

3.2.1. Bunécné experimentalni a naddorove bunécné kultury

Jako standardni nadorovou linii, kterd se snadno kultivuje a mnoZi in vitro a
obsahuje CA IX protein o0 molekulové hmotnosti 54 a 58 kDa ve velkém mnoZstvi, jsme
pouZili bunéCnou linii HT29 (DSMZ ACC299), odvozenou z bunék kolorektalniho
karcinomu. Buriky byly kultivovdny v Dulbeccem modifikovaném Eaglové roztoku
(DMEM) obohaceném 10 % fetalnim telecim sérem (FCS, Gibco).

Primarni kultury z bunék lidskych karcinom( se péstuji in vitro obtizné. Proto

jsme pouZili kratkodobé kultury, které jen prezivaji, ale bunky se trvaleji nemnoZi.
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Né&dorové bunky ziskané z excizi nddorové tkané byly proplachnuty fyziologickym
roztokem s fosfatovym pufrem (PBS, pH 7,2), suspendovany v DMEM s 10 % FCS
(cca 50-100 mg Cerstvé vahy nadorové tkané do 5 ml média) a inkubovany v 5 cm
Petriho miskach pfi teploté 37,1° Celsia v inkubatoru v atmosféfe s 5 % CO,. Pufr
k lyze bunék obsahoval PBS s1 % lgepal CA-630 (Sigma), 0,25 % deoxycholat a
inhibitory protedz (ImM fenylmetylsulfonylfluorid a 200 trypsin inhibi¢nich jednotek
Trasylolu/ml).

3.2.2. Imunologické reagencie a metody

Ke stanoveni koncentrace CA IX proteinu v extraktech a kultivatnich médiich
z experimentélnich bunécnych linii a kradtkodobé preZivajicich RCC bunénych kultur
jsme pouzili monoklonalni protilatku M75 (mAb M75), vyvinutou Pastorekovou a kol.
(6). Jeji isotyp je 1gG 2b. Epitop MAb M75 je lokalizovan v PG doméné a jeho
sekvence aminokyselin je PGEEDLP (49).

V télnich tekutinach jsou koncentrace CA IX velmi nizké, proto bylo nutné
pouzit dvé protilatky, jednu ke koncentraci antigenu a druhou k vizualizaci
potencovanou chemiluminiscenci. Ke koncentraci jsme pouZili mAb V-10, jejiz isotyp
je 1gG 2a a jeji epitop je lokalizovany v CA doméné CA IX proteinu. K vizualizaci
slouZila vySe zminénd mAb M75. Imunoglobuliny IgG byly purifikovany z kultiva¢niho
media hybridomovych bunék afinitivni chromatografii (49).

Ke koncentraci imunokomplext tvofenych mAb s CA IX antigenem z média
nadorovych bunék nebo bunéného extraktu jsme pouZili Protein A-Sepharosu (Sigma).
Komplexy mAb-CA X z lidského séra nebo moce byly adsorbovany na agarosu
s navdzanou protilatkou k mySimu IgG. Imunoperoxiddzovy konjugat mAb M75-Px byl
pfipraven za pouZziti kitu pro znaCeni peroxidazou (Roche Diagnostics, GmBH,
Mannheim, Némecko). Imunoprecipitace s-CA 1X z lidského séra nebo moce se
provadéla nésledovné: k 0,75 ml séra nebo 10 ml moCe vyCefenych centrifugaci byly
pridany 2 pg mAb IgG V-10 a ponechany reagovat 60 minut pfi pokojové teploté. Poté
bylo do kazdého vzorku pfidano 50 pl 50 % pFedepranych anti-mysich IgG agardzovych
perliek a suspenze byla déna do rotatoru na 4 hodiny nebo pfes noc pfi teploté 4° C.
Nésledné jsme agar6zovd zrna s navdzanym mySim IgG a imunitnimi komplexy
centrifugovali pfi 1200 otaCkach/minutu dvé minuty. Pelety jsme resuspendovali v 1 ml
PBS s 0,05 % Tweenem 20 (PBS-T, Sigma), znovu centrifugovali a zahfali na 100° C
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na 5 minut v 60 pl Laemmliho pufru s pfidavkem 2,5 % merkaptoethanolu a 1,5-2 %
FCS.

3.2.3. ELISA

ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), nékdy také oznafovana
jako EIA (Enzyme Immunoassay) je jednou z nejpouzivangjSich imunologickych metod
slouzicich  k detekci protildtek nebo antigenu. Metoda funguje na bazi
imunoenzymatické reakce a vyuzivd dvou zéakladnich vlastnosti imunoglobuling.
Za prvé je to jejich schopnost vazat se na povrch umélych hmot (napf. polystyrenu) a
za druhé pak schopnost vazat enzymy na Fc fragmenty imunoglobulinovych molekul.
Pro prikaz antigen(i existuji rizné modifikace ELISA testu: Pfima ELISA a prima
sendvicova ELISA (71).

Sendvic¢ byl sloZeny z téchto vrstev: 1) dno mikrotitracni desti¢ky nebo prouzki
bylo pokryto monoklonalni protilatkou 1gG V-10 (capture antibody), 5pug/ml v 50 mM
karbonatovém pufru o pH 9,6, ktery byl adsorbovan 3 hodiny pfi pokojové teploté, 2)
roztok testovaného antigenu v PBS s0,05% Tween 20 byl adsorbovan pfes noc
pfi teploté 4° C, 3) M75-Px konjugat (detector antibody) 1:5000 v PBS s 0,05 % Tween
20 se nechal 2 hodiny vazat pfi pokojove teploté. Po krocich 1-3 byly desticky vymyty
PBS — Tween. 4) Nakonec byla pfidana smés ortofenylen diaminu (OPD, Sigma)
1mg/ml ve 100mM fosfat/citratovém pufru o pH 5,0, 1 ul 30 % H,0, (Sigma). Reakce
probihala 30 minut v temnu pfi pokojové teploté. Reakce byla ukoncena pfidanim dvou
kapek 2N H,SO4 na jamku. Pouzili jsme prouzky MaxiSorp nebo desticky (NUNC,
Denmark). Po ukonceni reakce jsme méfili absorbanci pomoci fotometru pfi vinové
délce 485 nm.

3.2.4. Western blot

Western blot (téZ oznaCovany jako imunoblot) je analyticka technika vhodna
k detekci specifického proteinu ve smési s dalSimi proteiny, napfiklad ve vzorku
homogenatu tkané ¢i jiného biologického vzorku. Separace proteinl podle jejich
velikosti (denaturujici SDS-PAGE) nebo jejich celkové trojrozmérné struktury (nativni
elektroforéza) se dosahuje gelovou elektroforézou. Néasledné jsou proteiny preneseny
("pFeblotovany™) z gelu na povrch membrany (nejcastéji nitrocelulosové ¢i PVDF),
na jejimz povrchu jsou detekovany specifickymi protilatkami. Proti béznym
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sérologickym metodam jako je ELISA, je western blot sice ¢asové narocnéjsi a drazsi,
ale vykazuje vétsi specificnost. Metoda dostala své jméno western blot jako slovni
hficka na podobnou metodu Southern blot, pouzivanou k detekci DNA vyvinutou dfive
Edwinem Southernem.

Prvni Cast se sklada z klasické SDS-PAGE elektroforézy, kdy je antigen nanesen
do polyakrylamidového gelu a separovan v elektrickém poli podle své molekulové
hmotnosti. Jednotlivé proteiny vytvéreji v gelu prouzky. Gel z elektroforézy se nasledné
pfiloZzi na PVDF ¢i nitrocelul6zovou membranu a pomoci blotovaciho zafizeni dojde
plsobenim elektrického proudu k pFenosu proteind z gelu na povrch membrany.
Na membrané vznikne jakoby ,kopie“ proteind separovanych na gelu. Pristroj je
realizovan jako soustava anody a katody. Zaporné nabité proteiny obalené SDS jsou
elektrickym proudem preneseny z gelu smérem k anodé. Aby povrch membrany
nevazal i pfidané protilatky, je nutné jej zablokovat. Blokovani téchto nespecifickych
mist se nejCastéji provadi umisténim membrany do zfedéného roztoku néjakého
proteinu - napf. 3 - 5 % BSA i netu¢né suché mléko v TBS, s pfidavkem slabého
detergentu jako je Tween 20 (0,05 %). Proteiny BSA ¢i mlécného kaseinu z roztoku se
navazi na vSechna mista, kam se dosud nenavazaly proteiny pfi pfenosu. Po pFidani
protilatky se uz molekuly imunoglobulind nemohou nespecificky navazat na prazdny
povrch membrany, ale vazi se pouze specificky na svij epitop na preblotovanych
antigenech. Blokovani vyrazné sniZuje Sum pozadi a odstrafiuje faleSné pozitivity.

Pro zviditelnéni daného proteinu je nutné pouZzit specifickou protilatku proti
tomuto proteinu. Existuji dva zakladni principy detekce. Jednokrokova detekce vyuziva
primarni protilatku, kterd je konjugovéna s reportérovym enzymem. Dvoukrokova
detekce kombinuje primarni protilatku a sekundarni protilatku konjugovanou
s reportérovym enzymem. U dvoukrokové detekce je po blokovani membréna
pfenesena do zfedéného roztoku primarni protilatky (o koncentraci typicky 0,5-5 pg/ml)
v pufrovaném roztoku (napf. TBS Ci PBS) BSA ¢i mlécného kaseinu. Inkubace
s primarni protilatkou probihd za mirného michani, po dobu od 1 hod az pfes noc
za laboratorni teploty Ci pfi 4 °C. Po oplachnuti membrany pufrovanym roztokem
detergentu (napf. PBS+ 0,05% Tween 20) je membrana prenesena do roztoku
sekundarni protilatky. Komeréné dodavané protilatky jsou proti celé Skale primarnich
protilatek nejCastéji mysiho ¢i kraliciho plvodu, coZ jsou skoro vzdy primarni
protilatky. Tyto sekundarni protilatky jsou konjugovany s néjakym reportérovym
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enzymem umozfiujicim vizualizaci, napfiklad kfenovou peroxidazou c¢i alkalickou
fosfatazou.

PFi jednokrokové detekci je reportérovym enzymem znaena pfimo primarni
protilatka. Vizualizace je dosazeno dvéma zplsoby. Kolorimetrie vyuZiva reakce
reportérového enzymu (napf. peroxidazy) s chromogennim substratem. Enzym
pfeménuje rozpustny (a bezbarvy) substrat na nerozpustny a barevny (napf. modry)
produkt. MnoZstvi proteinu je poté semikvantitativné stanoveno densitometrii ("jak moc
barevna je dand skvrna"). U chemiluminiscence reportérovy enzym (peroxidaza)
pfeménuje chemiluminiscencni substrat na nestabilni produkt, ktery se stabilizuje
vyzafenim kvanta svétla. Intensita svétla je poté Gmérné mnoZstvi peroxidazy, které je
pfimo Umérné mnoZzstvi daného proteinu. Uvolhované svétlo je pak zachyceno na
svétlocitlivém filmu nebo novéji pouzitim CCD-kamer. Pro kvantifikaci je opét mozné
pouZit densitometrii (71).

Natrium dodecyl sulfat-polyakrylamidova gelova elektroforéza a western
blotting byly provedeny jak bylo uvedeno dfive (49). CA IX antigen byl na blotech
zobrazen pomoci M75-Px konjugatu s naslednou potencovanou chemiluminiscenci
(ECL) a expozici na Rtg film Medix XG (FOMA, Ceska republika) s maximalni
citlivosti na Zluto-zelené svétlo.

Kazdou membrénu s navazanymi proteiny vyvolavame napfed v roztoku
monoklonalni protilatky M75 konjugované s peroxidazou, ktera oznaci antigen CA IX.
Nasleduje lazen obsahujici luminol, H,O, a kyselinu kumarovou. Peroxidaza navazana
na protilatku katalyzuje oxidaci luminolu peroxidem vodiku, ¢imZ vznikaji z&blesky
svétla. Ty se exponuji na citlivy film. Pro kazdy blot uzivime nejméné dvé expozice: 5
minut pro materialy od pacientd s vys$s$i hladinou antigenu a 30 minut pro materialy
od zdravych individui. Ty pokladame za “negativni”, a¢ obsahuji také CA IX, ale jen
0.2 - 5 pg/ml. Kazdy blot obsahuje také standardni koncentrace CA IX jako kalibraci.
V tomto pripadé to byla CA IX vyrobena metodami genového inZzenyrstvi, purifikovana
afinitni chromatografii a koncentrace zasobniho preparatu byla stanovena chemicky.

3.2.5. Histologicke vysSetreni
Chirurgicky odstranéné nddorové tkané byly co nejdiive po odbéru fixovany
v 10 % formalinu, zality do parafinu a barveny standardné hematoxylinem-eosinem pro

mikroskopické vysSetreni.
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3.2.6. Immunohistochemie (IHC)

Tkéanove fezy o tloustce 4 um byly deparafinovany xylenem a rehydratovany
snizujicimi se koncentracemi roztoku alkoholu ve vodé. Po standardni blokadé
endogenni peroxidazové aktivity po 20 minut pfi pokojové teploté, byly tk&nové fezy
inkubovany pres noc pfi 4 °C s anti-CA IX protiladtkou M75 (tkanova tekutina
z hybridomu v fedéni 1:50) (7). Komplexy antigen-protilatka se zobrazily pomoci
univerzalniho imunoperoxidadzového polymerniho detekéniho kitu N-Histofine, Simple
Stain MAXPO multi (Nichirei Biosciences, Tokyo, Japan) s 3,3 diaminobenzidinem
(Fluka Chemie, Buchs, Switzerland) jako chromogenem.

Pouze membranové barveni bylo brano jako pozitivni vysledek.
Imunohistochemické barveni CA IX bylo hodnoceno pod malym zvétSenim
semikvantitativné do 4 kategorii procentem CA IX pozitivnich nddorovych bunék.
Skore 0 znamena 0 %, skore 1 < 10 %, skdre 2 10-50 % a skore 3 > 50 % CA IX protein
pozitivnich bunék. Distribuce a rozsah CA IX pozitivity byl hodnocen se zamérenim

na perinekrotické oblasti nadoru.

3.2.7. Statistické hodnoceni

Pro statisticky vypocet byl pouZzit program StatView (SAS Institute, Cary, NC,
USA). Rozdily mezi studijnimi skupinami byly porovnany pomoci neparametrického
Mann-Whitney testu a chi-kvadréat testu. Hranice signifikance byla p<0,05.
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4. Vysledky

4.1. RCC soubor

V souboru karcinomu ledviny byly vySetfovany vzorky od 63 nemocnych.
Soubor byl déle rozdélen na podskupinu nemocnych s histologicky prok&zanym
karcinomem ledviny (n=44). Nemocni s histologicky odliSnym nadorem neZ karcinom
(n=15) byli zafazeni spolu s nemocnymi s nenddorovymi onemocnénimi (n=4)
do podskupiny kontrolni. Jako dalsi kontroly jsme jeSté zafadili séra, ziskana
od zdravych darcd krve (n=42).

V podskupiné nemocnych s prokdzanym RCC velikost tumoru byla 20 az 170
mm (primér 65 mm), dale jsme z histologického néalezu stanovili pT kategorii a grade
(Pfiloha 8, PFiloha 9). Retroperitonedlni lymfaticke uzliny byly postizeny u 4
nemocnych (1x N1, 3x N2) a vzdalené metastazy u 5 nemocnych z nichZ pouze u dvou
byly postiZzeny takeé retroperitonealni lymfatické uzliny.

Z tkané zdravé ledviny, angiomyolipomu a Sesti preparatl karcinomu ledviny
ziskané po nefrektomii jsme odebrali vzorky k pfipravé extraktu, ve kterém jsme
stanovili pFitomnost a koncentraci CA 1X proteinu. Na western blotu se CA 1X protein
zobrazuje jako dvojity prouzek o molekulové hmotnosti 58 a 54 kDa. Ve vSech Sesti
extraktech z RCC nadorové tkané byl pritomen CA IX protein ve vysoké koncentraci
0,5-2 mg/g celkového proteinu. V extraktu tkané zdravé ledviny a angiomyolipomu CA
IX nebyl pFitomen (Pfiloha 10).

Cast vitalni tkangé nadoru jsme také kultivovali in vitro a v téchto kratkodobych
tkanovych kulturach jsme poté prokazali uvoliovani extracelularni ¢asti CA 1X proteinu
do kultivatniho média jako solubilni formy CA IX proteinu (s-CA IX). Solubilni CA IX
je kratSi o transmembranovou a intracytoplazmatickou ¢ast a ma molekulovou hmotnost
54 a 50 kDa. Koncentrace s-CA IX v rlistovém médiu z nadorovych explantatl se
pohybuje v rozmezi 20- 50ng/ml.(Pfiloha 11)

V séru pozitivni s-CA IX protein jsme zjistili pouze v podskuping s histologicky
prokazanym karcinomem ledviny (Pfiloha 12). Z 35 vySetfovanych vzorki jich bylo 26
(74,3 %) pozitivnich. Ve druhé podskupiné non-RCC tumorll a jinych nenadorovych
urologickych onemocnéni byly vSechny vzorky na s-CA IX protein negativni.

V moci je vysetfeni usnadnéno tim, Ze od pacientl miizeme ziskat vétsi odbéry

nez v pripadé krve a dale tim Ze mo¢ obsahuje mnohem méné bilkovin nez sérum.
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Vysoky obsah bilkovin v koncentrovaném preparatu znemozriuje analyzu s-CA 1IX.
V podskupiné s pritomnym RCC byl s-CA IX protein prokdzan v moci u 19 (63,3 %)
z 30 vzork(l. V kontrolni skuping, zahrnujici 30 vzorkl (25 zdravych kontrol, 3 non-
RCC tumory, 2 jina urologicka onemocnéni), byly vSechny vzorky s-CA 1X negativni.

U péti nemocnych s RCC jsme stanovili koncentraci s-CA X pred a paty den
po operacnim vykonu (Pfiloha 13). Ve tfech pfipadech je vidét vyznamny pokles
hladiny s-CA IX po vykonu, u jednoho nemocného pouze mirny (druhy vzorek odebran
z technickych ddvodd jiz prvni den po operaci). U jednoho nemocného (€. 68) je naopak
pozorovatelna vyssi hladina s-CA IX. Zde byla provedena pouze operaCni revize a
pro operacné nefesitelny nalez nador nebyl odstranén. To dokazuje, Ze zdrojem s-CA 1X
jsou jasné bunky RCC.

V pfiloze €. 14 jsou uvedeny prehledné Gdaje koncentrace CA 1X proteinu
v jednotlivych biologickych materidlech, jak jsme je stanovili béhem naSi prace.
Vysledky v bunécnych extraktech a kultivatnim mediu byly stanoveny metodou
ELISA. V séru a moCi, pro nizkou koncentraci s-CA 1X, bylo nutno pouZzit
densitometrické hodnoceni filmd exponovanych ,Western bloty“ a porovnani se
standardnimi koncentracemi s-CA 1X.

Statistickym hodnocenim jsme neprokézali Zadny statisticky vyznamny rozdil
ve vyskytu parametrl pT, G, N, M a velikosti nadoru mezi CA IX pozitivnimi a CA 1X
negativnimi skupinami a dale mezi CA IX pozitivni skupinou v séru a CA 1X pozitivni
skupinou v moci.

Senzititivita, specificita, pozitivni prediktivni hodnota a negativni prediktivni
hodnota pro CA 1X v séru, mocCi a obé skupiny dohromady je uvedena v pfiloze 15.

4.2. Soubor urotelidlniho karcinomu mocovych cest
Ve druhé skupiné nemocnych s urotelidlnimi tumory dolnich a hornich
mocovych cest bylo hodnoceno 32 nemocnych s podezienim nebo prokdzanym
urotelialnim karcinomem. U sedmi byla provedena radikalni cystektomie, u jednoho
nefroureterektomie a u ostatnich transuretralni resekce tumoru mocového méchyre.
Karcinom vychazejici z urotelu byl histologicky prokdzan u 23 (71,9 %)
nemocnych, u jednoho z nich se jednalo o karcinom spinocelularni. Zastoupeni pT

kategorii a gradeu je uvedeno v nasledujicich grafech (pfiloha 16, pfiloha 17).
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V této skupiné byla s-CA IX v moci pozitivni u 16 (69,6 %) nemocnych a jeho
koncentrace se ve Vétsiné pFipadd pohybovaly mezi 5-40 pg/ml (Pfiloha 18). Sérové
koncentrace s-CAIX byly u vech superficialnich tumor( negativni.

Negativni nalez s-CA IX byl u 7 (30,4 %) pacient( s mikroskopicky prokazanym
urotelidlnim karcinomem. V tabulce 4 je soubor UC pozitivnich nemocnych rozdélen
do skupin podle vysledkd mikroskopického, imunohistochemického vysetieni a
Western blotu (Pfiloha 19).

U 10 nemocnych, i pfes endoskopicky pozitivni nélez, UC ve vzorku ziskaném
transuretralni resekci nebyl mikroskopicky prokazan. U 7 znich byl s-CA IX
pozitivni.U dvou z nich se pfi dalSim sledovani prokézala recidiva UC, u dvou byl
preparat drobny a termicky znehodnoceny a u jednoho byla zjisténa metaplasie urotelu.

Imunohistochemické barveni prokdzalo CA IX protein zejména v povrchovych
vrstvach nadoru u 13 nemocnych. Nekrozu jsme nalezli pouze u tfi UC a jednoho SCC.
Jeden z téchto UC nadord s nekrézou byl kompletné CA 1X negativni, ostatni byly
stfedné aZ vyrazné pozitivni. Ani v jednom pfipadé jsme nepozorovali vyssi intenzitu
barveni v perinekrotické oblasti (PFiloha 20, 21)

Statistickym hodnocenim jsme nezjistili Zadny vyznamny rozdil mezi
skupinami WB+ a WB 0 v hodnoté G (Mann-Whitney test, p=0.983) a velikosti tumoru
(Chi-square test, p=0.259).

Senzititivita, specificita, pozitivni prediktivni hodnota a negativni prediktivni

hodnota pro CA 1X v séru, mocCi a obé skupiny dohromady je uvedena v pfiloze €. 22.
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5. Diskuze

Zda se, ze CA 1X protein hraje dllezitou ulohu v patogenezi mnoha karcinomd
u lidi. K jeho expresi na membrané nadorovych bunék dochazi v ddsledku hypoxie
(inaktivace VHL genu a ,upregulace“ dalSich proteini jako HIF,VEGF atd.). Tento
membranovy protein lze pomérné snadno detekovat na povrchu nddorovych bunék
v preparatu pomoci IHC barveni specifickou monoklonalni protilatkou mAb M75.
V literatufe je uvadéna pritomnost CA I1X témér u 100 % karcinom( ledviny (18, 19) a
dale u urotelidlnich nador( vyvodnych cest mocovych (45). Predpokladali jsme, Ze by
mohlo dochézet k uvolfiovani tohoto antigenu do okolnich télnich tekutin. K ovéfeni
tohoto pfedpokladu jsme pouzili standardni nadorové bunécné linie obsahujici velké
mnozstvi CA IX proteinu na svych bunéfnych cytoplazmatickych membranédch. Na
zaCatku naSi prace jsme méli ke stanoveni CA IX proteinu k dispozici pouze jednu
znamou monoklonalni protilatku M75, jejiz epitop je lokalizovany v PG doméné. Tou
jsme spolehlivé prokazali pritomnost vysokych koncentraci CA X v bunécnych
extraktech, ktera se zobrazovala metodou western blot jako dva prouzky o molekulové
hmotnosti 58 a 54 kDa. Také v kultivacnim médiu experimentalnich bunécnych linii a
také kratkodobé prezivajicich RCC bunécnych kultur je s-CA IX v pomérné vysokych
koncentracich. VVznika zfejmé odStépenim extracelularni ¢asti molekuly do kultivacniho
média a tk&novych tekutin vlivem membrénovych protedz. Proto je tato solubilni forma
mensi a zobrazuje se jako dva pruhy o molekulové hmotnosti 54 a 50 kDa. Tato velikost
odpovida proteoglykanové a karboanhydrazové doméné (9).

Problém nastal pfi stanovovani s-CA 1X v télnich tekutinach, kde jsou jeho
koncentrace velmi nizké (1000x niz8i nez v mediu z nadorovych kultur). V tomto
pfipadé se kromé specifickych zon CA IX zobrazovaly i zkFiZzené reagujici molekuly
0 molekulové hmotnosti 92 a 125 kDa, které znemoznovaly hodnoceni (Pfiloha 23).

PFiCinou tohoto jevu bylo to, Ze jsme museli pouZivat jedinou dostupnou
protilatku, specifickou proti jedinému epitopu, jak ke koncentraci antigenu ze vzorku
krve nebo moce tak i k vizualizaci. K odstranéni tohoto nezadouciho jevu bylo nutné
ziskat nejméné dalsi jednu specifickou, nejlépe monoklonalni protilatku, namifenou
proti jinému epitopu proteinu CA 1X nez je mAb M75. K vyvoji novych mysich
protilatek byla dlleZita znalost sekvence genu Car9, ktery je homologem lidského CA9
genu. Ta ukazala, Ze N-terminalni, proteoglykanové domény (PG) CA IX proteinu jsou

v s

odlisné u lidi a mySi. Naopak doména karbonické anhydrazy (CA) je vyvojové
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konzervativni. Proto mys rozezna lidskou PG doménu jako cizi a produkuje proti ni
protilatky. Naopak nerozeznd CA doménu. Tento problém byl pfekonan vytvofenim
mysSi bez genu Car9 technikou “knock-out”(48). Pro ni je jakykoliv CA IX protein cizi,
lidsky jako mysi, a produkuje proto protilatky proti rliznym antigennim mistim CA IX.
Pomoci této mysi bez Car genu bylo mozné vytvofit fadu monoklonalnich protilatek,
z nichZ fada je specificka proti antigennim sekvencim, lokalizovanym v CA doméné
(72). V praci jsme pak pouZzili takto vytvofenou mAb V-10 ke koncentraci CA 1X
antigenu a M75 s navdzanou peroxidazou k vizualizaci. Tim se podafilo odstranit
nezadouci, zkFiZzené reagujici molekuly, znemozZnujici hodnoceni (PFiloha 24).

Ackoliv in vitro nadorové buriky nebo fragmenty nador( produkuji pomérng
vysokou koncentraci CA 1X, v celém organismu pacientl i s velikymi nadory je tohoto
antigenu velice mélo. Jeho koncentrace je pfiblizné 100x niZsi nez jakou zname u jinych
lidskych marker(l, jako PSA nebo CEA. Musime proto predpokladat, Ze existuji
mechanismy, které rychle odstrafiuji s-CA IX protein z lidského organizmu. Jednim
z nich je vyluovéani s-CA IX v nezménéné formé moci. Koncentrace s-CA IX proteinu
u RCC pacientdl v moci priblizné odpovidaji koncentracim v krvi (Pfiloha 14). Pozitivita
s-CA IX v moCi je o néco nizsi. VySetfeni moci by bylo vyhodnéjsi pro moZnost vétsiho
objemu materialu, mensi invazivnosti a pfitomnosti mensiho mnozstvi protein(l. Druha
mozZnost je, Ze se Cast s-CA IX proteinu degraduje v krvi na mensi fragmenty o 20-30
kDa, pro jejichZ stanoveni nemame v soucasnosti vhodnou metodu. Velkym problémem
v této Casti vyzkumu byly velmi nizké koncentrace s-CA IX proteinu v séru i moci,
v fadu nékolika pikogramd, které jsou na hranici citlivosti sou¢asnych metod. Proto
viechny vysledky jsou stanoveny ze vzorkd krve (Iml) a moce (10 ml)
po imunoprecipitaci pomoci western blotu v kombinaci s potencovanou
chemiluminiscenci. Vyhodou této metody je dostate¢na citlivost, naopak nevyhodou je,
Ze je pouze metodou semikvantitativni a velmi pracnou, nevhodnou pro hodnoceni

vétsiho poctu vzorkad.

Velice nizka koncentrace CA 1X v télnich tekutinach pacientll s nadory (hlavngé
RCC), pfedstavuje v nasi laboratofi zasadni technickou potiz (73). Tento problém se
fesi i v jinych ustavech majicich mnohem vétsi zkuSenosti s diagnostikou nadorovych
marker(l. Hlavni snahou je vypracovat test ELISA pro diagnostiku s-CA IX. Jejich

vysledky vypadaji znacné slibné, nebo dokonce presvédCivé, ale vyZadovaly by si
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soustavnou kritickou porovnavaci studii navzajem, jakoZ i s naSim detekCnim systémem
(74, 75).

Necekané svétlo do této problematiky pfinasi skupina Li Y. a spol, 2009. Ti,
pouZivajice diagnostické reagencie od dvou firem (R&D Systems a Novus Biologicals)
a naSi protilatku M75 zjistili, Ze s antigenem CA IX plné specificky reaguje jen mAb
M75, zatimco krali¢i polyklonélni protilaitka NB100 kromé antigenu CA 1X déva jesté
zkfizenou reakci s jinymi, dosud neidentifikovanymi buné&nymi antigeny. Je zvlastni,
Ze tyto antigeny rovnéZz vykazuji dvojitou zonu p 54/58. Navic zjistili novy, cenny
technicky poznatek, Ze desferoxamin (DFO) indukuje v nddorovych burikach shodné
biochemické pochody jako hypoxie. Tim se lze v dalSich studiich vyhnout nakladnym
inkubatortim s regulovatelnou koncentraci O, (76)

Protoze se nezdafilo vhodnou metodou kvantifikovat s-CA 1X protein
unemocnych s RCC, soustfedili jsme se v dalSich experimentech na urotelialni
karcinomy moCového méchyre a vyvodnych mocovych cest. Predpokladali jsme Ze,
vyhodou pro stanovovani s-CA IX proteinu u téchto nador( je, Ze jsou pfimo omyvéany
moci a Ze nejvice nadorovych bunék, exprimujicich CA IX protein je lokalizovanych
na povrchu nadoru. Pravdépodobnost ztraty s-CA 1X je tim minimalni a jsme jej
schopni detekovat v moci i u malych nador(i (45). Predpoklada se, Ze exprese CA 1X
v nadorovych burkach je duisledkem fokalni hypoxie, kterd indukuje ektopickou
syntézu CA IX (77, 78, 42, 79). U UC je situace ponékud odlisna. Pfi IHC se CA IX
protein Casto barvil difizné v povrchovych vrstvach nddorovych papilarnich struktur.
To Ize vysvétlit jednak nizkou tenzi kysliku v oblasti relativné vzdalené od vaskularniho
zasobeni ve stromatu n&doru a dale také v moci. Kompletni IHC negativita jednoho UC
s fokalni nekr6zou miize byt disledkem jiné biologické povahy nadoru s neschopnosti
exprese CA IX. Z vysledkd Ize predpokladat, Ze u nemocnych s RCC s-CA IX cirkuluje
v Kkrvi. ProtoZe je bunéCny adhezivni protein (49, 80), je vdzan v tkanich, které
exprimuji pfedpokladany CA IX specificky receptor. Navdzany CA IX protein je poté
v burikach rozlozen. Mensi st je vyloucena do moci. U nemocnych, kde jsme stanovili
vysoké koncentrace s-CA IX, Ize pfedpokladat, Ze vétSina receptor( byla obsazena s-
CA IX proteinem a nové tvoreny zlstaval volné v krvi a byl i ve vysoké koncentraci
vylu€ovan moci. Naopak u UC je s-CA IX téméf vyhradné uvolfiovan do moce. Jeho
priniku do krve brani u superficialnich tumor( bazalni membrana, oddélujici nadorové

bunky od cév. To vysvétluje nepfitomnost s-CA IX v krvi.
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Zhodnocenim dosazenych vysledki jsme zjistili, Ze:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Dochazi kuvoliovani s-CA IX do média béhem kultivace CA IX
pozitivnich nadorovych bunécnych experimentélnich kultur.

Solubilni forma CA IX je menSi o intracytoplasmaticky uUsek a
transmembrénovou oblast. Na Western blotu se zobrazuje jako dva prouzky
0 molekulové hmotnosti 54 a 50 kDa proti CA IX, ktera ma molekulovou
hmotnost 58 a 54 kDa.

Koncentrace s-CA 1X v kultivatnim médiu experimentalnich kultur se
pohybuji mezi 20-50 ng/ml.

Kratkodobé preZivajici kultury lidskych RCC uvolfiuji CA IX jako s-CA IX
do kultivatniho média ve stejné koncentraci jako stabilni linie nadorovych
bunék.

Solubilni CA IX (s-CA IX) je stanovitelna v RCC souboru v séru u 74,3 % a
v mocCi u 63,3 %. V UC skupiné v mocCi byla zjisténa s-CA 1X u 69,6 %
pacientd avSak v séru jsou u této skupiny koncentrace s-CA IX
u superficialnich nador( negativni.

Po chirurgickém odstranéni nadoru ledviny dochazi k rychlému poklesu
koncentrace s-CA IX v séru s polo¢asem 1-2 dny.

U RCC ani u UC velikost nddoru a grade statisticky vyznamné neovliviiuje
koncetraci s-CA IX v séru a mocCi. BohuZel z vySe citovanych technickych
dlvodd je hodnoceni zatizeno chybou malych soubort.

s-CA IX neni detekovatelna v krvi nebo séru zdravych dobrovolnika.

K vhodnosti s-CA 1X jako markeru RCC a UC se nelze z této prace vyjadrit.
K nalezeni odpovédi je nutné modifikovat vhodnou kvantitativni rutinni
metodu ke stanoveni s-CA IX a statisticky vyhodnotit vétsi soubory

nemocnych.
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Souhrn

Prace se zabyva studiem karbonické anhydrazy IX, ktera je pfitomna
na membranach bunék nékterych urologickych nadord, jako moZného nadorového
markeru.

Cilem studie bylo predevsim: 1) vysetfit uvolfiovani solubilni formy karbonické
anhydrazy 1X z bunék stabilnich nadorovych linii a z kratkodobych kultur lidskych
nadord do kultivaniho média, 2) stanovit koncentrace s-CA IX v télnich tekutinach
unemocnych sRCC a UC, 3) zhodnotit vliv velikosti nadoru nebo gradeu
na koncentrace s-CA IX a 4) pokusit se zhodnotit mozZnost vyuZiti stanoveni s-CA 1X
jako mozného markeru téchto nador(.

Vytvorili jsme dvé skupiny: 1. nemocni s RCC, 2. nemocni s UC vyvodnych
mocovych cest. V obou skupinach byly kromé pacientl s prislusnymi nadory testovany
kontrolni skupiny zdravych dobrovolnik(i a nemocnych s nenadorovymi onemocnénimi
urogenitalniho traktu a non-RCC nadory. U v8ech nemocnych byla hodnocena velikost
nadoru rtg zobrazovacimi metodami (sono, CT, NMR), endoskopicky nebo zmérenim
tumoru pfi patologickém vysetieni preparatu. K prikazu CA IX antigenu ve vzorcich
nadord jsme pouzili imunohistochemické barveni pomoci monoklonaini protilatky MAb
M75. V extraktech z nadori a télnich tekutindch jsme koncentraci CA 1X a s-CA IX
stanovovali metodou western blot nebo ELISA.

Vysledky: V 1. skupiné jsme v séru zjistili s-CA IX pouze v podskupiné
s prokdzanym RCC. Z35 vzorkl jich bylo 26 (74,3%) pozitivnich. V moci
v podskupingé s RCC byl s-CA IX protein prokazan u 19 (63,3%) z 30 vzork(.
V kontrolni skupiné byly viechny vzorky s-CA 1X negativni.

Ve 2. skupiné byl UC histologicky prok&zan u 23 nemocnych. Pozitivni nalez s-
CA IX vmoci byl u 16 z nich (69,6%). FaleSné negativni nalez s-CA IX byl u 7
(30,4%) nemocnych. Sérove koncentrace s-CA IX byly u viech UC pozitivnich
negativni. V kontrolni skupiné byly vSechny vzorky az na jeden negativni. Vliv

velikosti nddoru nebo jeho gradeu na koncentrace s-CA X jsme neprokazali.

Zhodnocenim dosazenych vysledki jsme zjistili, Ze:
1)  Dochazi k uvolfiovani s-CA 1X do média béhem kultivace CA IX pozitivnich
nadorovych bunécnych experimentalnich kultur. Tato solubilni forma CA 1X
je mensi o intracytoplasmaticky Usek a transmembranovou oblast. Na Western
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blotu se zobrazuje jako dva prouzky o molekulové hmotnosti 54 a 50 kDa
proti CA IX, kterd ma molekulovou hmotnost 58 a 54 kDa.

Koncentrace s-CA 1X v kultivatnim médiu experimentalnich kultur se
pohybuji mezi 20-50 ng/ml.

Kratkodobé pFeZivajici kultury lidskych RCC uvoliuji CA IX jako s-CA IX
do kultivatniho média ve stejné koncentraci jako experimentalni kultury.
Solubilni CA IX je stanovitelnd v RCC souboru v séru u 74,3 %, v moci
u63,3% pacientd a v UC skupiné v moci u 69,6 % pacientll. V séru jsou
u této skupiny koncentrace s-CA IX negativni.

Po chirurgickém odstranéni naddoru ledviny dochazi k rychlému poklesu
koncentrace s-CA IX v séru s polo¢asem 1-2 dny.

U RCC velikost nddoru a grade statisticky vyznamné neovliviiuje koncetraci s-
CA IX v tkénovych tekutindich. U UC mnohem mensi nadory (ve srovnani
s RCC) produkuji do moce prokazatelné mnozstvi s-CA 1X, nebot’ antigen se
neztraci v krevnim obéhu ani pfi filtraci ledvinami. Velikost a grade opét
vyznamné neovliviiuji koncentraci s-CA IX v mocCi. BohuZel zvyse
citovanych technickych diivodl je hodnoceni zatizenou chybou malych
soubor.

s-CA IX neni detekovatelna v krvi nebo séru zdravych dobrovolnika.

K vhodnosti s-CA X jako markeru RCC a UC se nelze z této préace vyjadrit.
K nalezeni odpovédi je nutné modifikovat vhodnou kvantitativni rutinni
metodu ke stanoveni s-CA 11X a statisticky vyhodnotit vétsi soubory

nemocnych.
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Prilohy
Priloha €. 1: Rozdéleni karbonickych anhydraz dle lokalizace a CA aktivity
(obrazek)

Aktivita CA

CAlV CAVI vysoka [l
stfedni .
nizka [ |

X

nulova

CAXIV

. . cytoplasma

Priloha €. 2: Struktura CA IX. SP - signélni peptid, PG - proteoglykanova doména,

CA - doména karbonické anhydrdzy, TM - transmembranova oblast, IC -

intracelularni segment. (obrazek)

SP PG CA TMIC
1-37  53-111 135-391 415-459

156,174 226,228,239 336,409
Cys His Cys
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PFiloha ¢. 3: RCC (C64) —incidence a mortalita. Zdroj UZIS, Praha 2008. (graf)
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v

PFiloha ¢. 4: Urotelidlni karcinom mocového méchyfe (C67) - incidence a
mortalita. Zdroj UZIS, Praha 2008.(graf)
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Pt¥iloha ¢. 5: Prehled UC markerd, senzitivita, specificita, vyhody, nevyhody.

(tabulka)

Senzitivita | Specificita
Marker Vyhody Nevyhody
(%) (%)
L Drahd,naro¢na
FISH 69-87 89-9% | BCG neovliviiuje )
provedenim
MSA 1997 80-100 Detekce i low-grade | Drah4, narocna
tumori provedenim
Vysoka variabilita
ImmunoCyt 38,5-100 73-84,2
hodnoceni
Ovlivnéna zanétem,
Telomeraza 70-100 60-70 | Senzitivita .
vekem
Ovlivnéna benig.
BTA-TRAK 24-89 52-93 genitourin.
onemocnénimi
Ovlivnéna benig.
BTA-stat 57-79 48-95 On bench test genitourin.
onemocnénimi
Detekce i low-grade R .
HA, HA-Eza 83-94 77-934 . Nutné dalsi studie
tumoru
Neovlivnéna BCG, Neiasné definové
) ejasné definovana
NMP22 49,565 40-87.3 | detekce i low-grade o
s normalni hodnota
tumoru
Senzitivita, R .
BLCA-4 89-96,4 95-100 o Nutné dalsi studie
specificita
Ovlivnéna benig.
genitourin.
CYFRA 21-1 43-79,3 68-84
onemocnénimi,
i.ves.terapii
. Senzitivita, R .
Survivin 64-94 93-100 o Nutné dalsi studie
specificita
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P¥iloha ¢. 6: Zastoupeni proband( v souboru RCC. (graf)

O RCC
44 E Non-RCC tumory
O Nenadorova urologicka

onemocnéni
O Zdravé kontroly

P¥iloha ¢. 7: Zastoupeni probandd v souboru UC. (graf)

O UC ves.urin.
B UC pelvis renalis
0O Zdravé kontroly
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PFiloha €. 8: Zastoupeni pT kategorii v podskupiné RCC. (graf)

14+

12+

10+

Pocet

pTla pTlb pT2 pT3a pT3b

PFiloha €. 9: Zastoupeni G kategorii v podskupiné RCC. (graf)

20+
18+
16+
144
124
Pocet 10

Gl G2 G3 G4
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PFiloha ¢. 10: Western blot, stanoveni CA IX v bunétném extraktu a kultivanim
médiu RCC a kontrolnich tkani. HT29: M = médium, C = bunélny extrakt. K1, K2
= kontroly, €. 27 = angiomyolipom, ostatni RCC. (obrazek)

HT29 Tumory a kontroly Media

kDa M C M 293127 K149 50 59 K2 38 38 50 59

58| - : -—— o
54 | - amgp --e '-‘TT
50 | - B .--

PFiloha €. 11: CA IX protein z kultivacniho média kratkodobych kultur RCC (dvé
rizné protilatky). HT 29 — bunééna linie ca coli, M — médium, C — bunécny
extrakt, 1-6 — médium z kratkodobych RCC kultur. (obrazek)

HT29 Kratkodobé kultury RCC
M C M 1 2 3 4 8 6
kDa
58 -

-
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PFiloha €. 12: CA IX protein v séru RCC nemocnych. (obrazek)

Kalibrace
CA1X (pg)
68 100102 103104 112 113117 118121 122 50 100 200

kDa
54 .- ' - - - e
50 - - - — el

Priloha ¢. 13: s-CA IX v séru nemocnych pred a po nefrektomii (B=pfed, A=po
nefrektomii). (obrézek)

s-CA IX
(p9)

200 10050 36 68 104 117 121
B ABABADBAIBA

kDa
54 | w—- | gialiell A
50| we e g -
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P¥iloha ¢. 14: Koncentrace CA 1X a s-CA IX v rliznych materialech. (tabulka)

Materiél Koncentrace CA IX as-CA IX
HT29 bunécny extrakt 4 mgg™ celkové bilkoviny
Cerstvy extrakt RCC 0,5-2mgg™ celkové bilkoviny
Extrakt norméalni ledviny nedetekovatelny

HT29 TC medium 20 - 50 ngml™*

RCC TC media 20 - 50 ngml™

Séra RCC pacient( 20 pg - 3,6 ngml™*

Kontrolni séra 5-25 pgml™

Mot RCC pacient(i 20 pg - 3 ngml™

Kontrolni mo¢ 0-2pgml™

Priloha €. 15: Senzitivita, specificita, pozitivni prediktivni hodnota (PPV) a
negativni prediktivni hodnota (NPV) pro CA IX v souboru RCC. (tabulka)

CA IX sérum CA IX mog CA IX sérum+moc
Senzitivita 60% 44% 7%
Specificita 100% 100% 100%
PPV 100% 100% 100%
NPV 18% 14% 28%
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PFiloha €. 16: Zastoupeni pT kategorii v podskupiné UC. (graf)

pTX pTa pT.

1 pT2a pT2b pT3a pT3b pT4

Pocet

o r N W b 00 O N

PFiloha €. 17: Zastoupeni G kategorii v podskupiné UC. (graf)
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PFiloha ¢. 18: Koncentrace s-CA IX v mocCi v souboru nemocnych s histologicky

prokadzanym UC a zdravych kontrol. (graf)

@ UC + m Kontroly
| |

16+

14+

12-

10+

Pocet 8-

i ] o

T

<1 1-49 5-99 10-19,9 20-39,9 >40 <1 10-19,9
s-CA IX (pg/ml)

Pfiloha ¢. 19: Porovnani vysledkll mikroskopického vysetfeni (barveni
hematoxylinem-eosinem), imunohistochemického vysetfeni CA IX (IHC) a western
blot (WB). (tabulka)

Skupina Metoda PocCet
Histologie | IHC WB
1 + + + 13*
2 + + - 4
3 + - + 2
4 + - - 3
5 + ND + 1
Celkem 23

*12-TCCal-SCC
ND - neprovedeno pro maly vzorek
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PFiloha ¢ 20: UC mocCoveho méchyfre, grade 2 (zvétSseni 200x), barveni

hematoxylin-eosin. (obréazek)

Priloha €. 21: UC moCového méchyfre, grade 2 (zvétSeni 200x), imunohistochemické
barveni na CAIX, barvi se hlavné v povrchovych ¢astech papilarnich nddorovych
struktur (skore 2). (obrézek)
B *g 3 50 ) 2 f
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Priloha €. 22: Senzitivita, specificita, PPV a NPV pro s-CA IX v souboru UC.
(tabulka)

s-CA IX moC
Senzitivita 69%
Specificita 22%
PPV 69%
NPV 22%

Priloha €. 23: CA IX protein ze sera RCC nemocnych a zdravych kontrol (jedna

protilatka). (obrézek)

Kalibrace (pg) RCC Kontroly

250 100 50 34 39 50 10 11 12

097 . : - ‘ LT
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P¥iloha €. 24: CA IX protein koncentrovany ze séra RCC nemocnych (dvé rizné
protilatky). (obrézek)

Kalibrace

s-CA |X koncentrované z lidskych sér s-CA IX

(pg/ml)

SO T™ N Mo @N®OIET NOT N~ 0 DSS

Sen00 0 82 rro s e e 2w
kDa

54 — . e

S0 - = - - - ——
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