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Motto:

Je to velka shovivavost prirody, Ze nds nechdva tak dlouho naZivu.

Michel de Montaigne



1 Uvod

V poslednich nékolika letech se velice ¢asto diskutuje vliv IGF a jejich vazebnych proteint na
vznik a progresi naddort. Jiz zacatkem 80. let minulého stoleti se objevily prace, které
upozoriovaly na moznou spojitost zvySené produkce inzulinu podobnych riistovych faktora
se zvySenym vyskytem nadori.

Od té doby bylo provedeno mnoho experimentli a mnoho studii zabyvajici se vztahem IGF a
nadord. Z urovng séra se postupem ¢asu podafilo postoupit na mapovani vyskytu IGF ve
tkanich, dale se podafilo zjistit, Ze na buné¢né urovna je tcinek zprosttedkovan specifickym
receptorem, ktery je umistén na povrchu buiiky. V neposledni fad¢€ se podaftilo postoupit az na
uroven genovou a zjistit lokaci gent, které koduji IGF, jeho vazebné proteiny a receptor.
Postupem ¢asu se podatilo podrobné zmapovat celou ,,cestu IGF, od jeho syntézy, pies
putovani v séru, vazbu na receptor a jednotlivé slozky bunécné signalni drahy IGF,
receptorem pocinaje a i¢inkem uvnitt buniky konce.

Tyto poznatky ndm umoznily udélat si pfedstavu o fungovani systému IGF a jeho roli v riistu,
diferenciaci a piezivani bunky. Ve svém konecném dusledku vedla tato znalost i k vyvoji
nejnovejsi generace onkologickych 1é€iv.

Pies vyznamné Uspéchy ve vyzkumu fungovani systému IGF, neni misto IGF v naddorové
diagnostice prilis jasné. Prozatim nespornou indikaci pro vysetfovani IGF jsou poruchy rastu,

kde v tidici ose rastu spadé IGF piimo pod regula¢ni vliv ristového hormonu (GH).

Problematika IGF a dalSich riistovych faktort a jejich vztahu k nddortim je velice rozsahla a
néslo proto vénovat se vSiem nadorovym diagndézam. Do své prace jsem proto vybral ty
nadorové diagnozy, se kterymi mame v imunoanalytické laboratofi FN Plzen nejvétsi
zkuSenosti.

Svoji praci jsem rozdélil na ¢ast teoretickou a experimentalni.

V teoretické ¢asti jsem se pokusil vysvétlit ¢tenaifim fungovani osy IGF v organismu a vliv
IGF na nadorovou transformaci bun¢k. Téz jsem se pokusil provést zhodnoceni dosavadnich
literarnich poznatkl o vztahu IGF k jednotlivym nadorovym diagndézam. Dale jsem se
vénoval ostatnim riistovym faktorim, které se objevuji v experimentalni ¢asti a v neposledni
fad¢ téZ naddorovym markertim.

Experimentalni ¢ast jsem rozdélil na dvé ¢asti. V kazdé ¢asti jsem se pokusil podivat na

problematiku IGF a nadorové diagnostiky z trochu jiného tihlu.



V prvni ¢asti se vénuji zhodnoceni velkého souboru pacientd, ktery jsme shromazd’ovali
nékolik let. Rozdéleni tohoto souboru podle diagndz a porovnani nalezenych skutecnosti se
zavery z literatury, které jsem zjistil v teoretické ¢asti.

Ve druhé ¢asti jsem se vénoval souboru zen s nadory prsu. K dispozici jsem mél dvé skupiny
zen. Prvni skupina s malignim nddorem a druhé skupina s benignim nddorem. Porovnal jsem
vysledky panelu ristovych faktorii, IGFBP3 a dvou nadorovych markera u obou téchto skupin
a zhodnotil vyznam jednotlivych analytii pro diferencialni diagnézu mezi malignim a
benignim nadorovym onemocnénim. Déle jsem podrobnéji vyhodnotil skupinu s maligni
nadorovou diagnozou, kterou jsem rozdelil do podskupin podle zdvaznosti nadorového

onemocneéni.



2 Teoreticka c¢ast

2.1 IGF

Inzulinu podobné ristové faktory (IGF, insulin-like growth factors, diive somatomediny) jsou
peptidy, které se podileji na fizeni ristu, metabolismu, pfezivani a diferenciaci bun¢k a jsou
regulovany ristovym hormonem (GH). IGF1 a IGF2 se skladaji z malych peptida, které jsou
z 50% homologni s proinzulinem. Oba typy IGFs jsou syntetizovany v mnoha fetalnich a
dospélych tkanich. IGFs jsou obsazené i v matetském mléce.

IGFs maji své specifické vazebné proteiny (IGFBP, insulin-like growth factor binding
proteins). Az 95 % IGFs cirkuluje v krvi vdzano na specifické vazebné proteiny. Funkci
vazebného proteinu je prodlouzit polocas rozpadu faktori ristu v obéhu na nékolik hodin.
IGF1 je bazicky peptid s nizkou molekulovou hmotnosti 7 649 Da. Je tvoten jednoduchym
fetézcem o 70 aminokyselinach. IGF1 je produkovan ve velkém mnoZstvi v jatrech (pfiblizné
10 mg / den). Tato je pevné fizena ristovym hormonem (GH) (Dupont J., 2002). IGF1 je
produkovan lokalné i v mnoha jinych tkanich napft. ledvin, srdce, plic, tukové tkani a tkanich
riznych Zlaz. IGF1 je produkovan také chondroblasty, fibroblasty a osteoklasty. Na organové
urovni IGFs t¢inkuji autokrinnim i parakrinnim mechanismem, a jsou schopny komunikovat
s ostatnimi mistné produkovanymi ristovymi faktory a steroidnimi hormony (Maor S., 2007).
Utinek v buiikch je zprostiedkovan vlastnim IGF1 receptorem. Nejvyssi koncentrace
nachazime u déti v puberté. V pozdé¢jsich letech jejich hladiny klesaji, pfiblizné o 10 procent
lidi se pohybuji od 150 do 250 pg/l. Syntézu IGF1 zvySuji hormony §titné zlazy a mirné téz
prolaktin. Estrogeny a kortikoidy naopak omezuji produkci IGF1. Sekrece IGF1 nezavisi
jenom na uc¢inku ristového hormonu, ale také na vyzivé. Po dobu hladovéni hladina IGF1
klesa a nereaguje ani na podani GH. Hladina IGF1 je vhodnym ukazatelem realimentace pfi
malnutri¢nich stavech. Snizené hladiny IGF1 jsou pozorovany po odstranéni hypofyzy.

Z diagnostického hlediska je IGF1 pfinosnym vysSetfenim zejména pfi sledovani akromegalii a
deficitu riistového hormonu. Jeho vyhodou je to, Ze na rozdil od sekrece GH, kterd probiha
pulsné, je jeho hladina v séru dlouhodobé konstantni. U akromegalie jsou hladiny zvySené a u
deficitu GH jsou hladiny IGF1 snizené. Dilezitost IGF1 pro rast a vyvoj organismu byl
zkouman na zvifecich modelech narusenim genu pro IGF1 tzv. K.O. (knock out) metodou.

IGF1 K.O. mysi vykazovaly ve srovnani s normalnimi jednici o 40% sniZenou porodni



hmotnost, velmi vysokou perinatalni tmrtnost, opozdénou osifikaci, malo rozvinuté svalstvo
a plicni tkan, stejné jako neplodnost (Powell-Braxton L., 1993).

IGF2 je neutralni peptid o molekulové hmotnosti 7400 Da, jehoz fetézec je tvoteny 67
aminokyselinami. IGF2 je strukturalné blizky IGF1, ale je mén¢ zavisly na regulaci GH.
Utinek je zprostiedkovan specifickym IGF2 receptorem. IGF2 byl dlouho povaZovéana za
plodovou formu IGF1. Dnes jiz vime, Ze je toto rozdéleni ptekonané, avsak piesto je
nesporné, ze IGF2 hraje velmi diilezitou roli béhem embryogeneze. Normalni hladiny v séru u
zdravych lidi se pohybuji od 400 do 900 pg/l.

Byly provadény studie s cilenym naruSenim genu pro IGF2. IGF2 K.O. mysi mély o 40%
niz8i porodni hmotnost ve srovnani s normalnimi jedinci (DeChiara TM., 1990). Tyto mysi
se vyvinuly v normalni jedince s trpasli¢im vzristem.

Stru¢nou charakteristiku IGF ukazuje tabulka 1.

Tabl: IGF
Riistovy faktor Molekulova Pocet AK Fyziologicka funkce
hmotnost
Rizeni riistu, metabolismu, prezivani a
IGF1 7 464 Da 79 | diferenciace bunck -~
v postnatdalnim vyvoji
Rizeni ristu, metabolismu, pieZivani
IGF2 7400 Da g7 | diferenciace bunck
v prenatdlnim vyvoji
2.2 IGFBP

IGF1 a IGF2 maji své specifické vazebné proteiny (IGFBP, insulin-like growth factor binding
proteins).

IGFBPs se nachazeji v riiznych télnich tekutindch, jako je krevni sérum, plodové voda a
mozkomisni mok. IGFBPs jsou syntetizovany v jatrech anebo jsou syntetizovany i riznymi
typy nadorovych bunék. IGFBPs mohou byt regulovany, mimo jiné i tim, ze IGF1 a IGF2
podporuji ptimo proteolytickou degradaci nékterych IGFBPs (IGFBP4) do fragment, které
nevazou IGFs, a tim IGFs vlastné zvySuji svoji vlastni dostupnost v biologickych tekutinach.
IGFBPs zvysuji polocas IGFs v séru a inhibuji nebo podporuji piisobeni IGFs vazbou na
receptory cilovych bunék. Navic tyto vazebné proteiny funguji jako zasobarna IGFs v
mezibunééném prostoru. Nékteré IGFBPs brani in vitro ristu bunék. Buitkky malobunééného

karcinomu plic produkuji vazebné proteiny pro IGFs, které se li§i od téch nalezenych v jatrech



a placenté. To podporuje teorii, ze by mohly fungovat jako prostfednici v autokrinni nebo
parakrinni IGFs regulaci ristu téchto nadorovych bunék.

V soucasné dobé¢ je zndmo nejméné Sest riznych IGFBPs, které se lisi v jejich vazebné
ucinnosti.

Vseobecné vzita je fada IGFBP1 az IGFBP6, pficemz dominantni vazebny protein v séru je
IGFBP3.

IGFBP1 se nachazi ptevazné v placenté a plodové vode. ZvySené hladiny se nachazeji u
novorozencl. Nizsi hladiny pak u ostatni populace. IGFBP1 ma stejnou afinitu k IGF1 i
IGF2. IGFBP2 se nachazi pfedev§im v mozkomi$nim moku a mé vysokou vazebnou afinitu

k IGF2. IGFBP3 je hlavni sérovy IGF vézajici protein. IGFBP3 vykazuje podobnou afinitu k
IGF1 a IGF2. IGFBP3 inhibuje sekreci FSH (folikuly stimulujici hormon). Vyrazné snizené
hladiny IGFBP3 jsou pozorovany u pacientl s nedostatkem ristového hormonu zatimco
vyrazné zvySené hladiny jsou pozorovany u pacientil s vysokymi hladinami riistového
hormonu (napt. akromegalie). IGFBP4 je ptevladajici vazebna bilkovina IGFs v lidskych
osteoblastech. Je totozna s bilkovinou zndmou jako inhibitor ristu bunék rakoviny tlustého
stieva (colon cancer cell growth inhibitor). IGFBP4 je cilem ptisobeni IGFBP4 specifické
proteazy, indukované IGFs. Tato posttranslaéni tiprava IGFBP4 zvySuje tkdfiovou dostupnost
IGF1 a IGF2. IGFBPS se vyskytuje nejvice v ledvinach, ale také napt. v osteoblastech.
IGFBPS5 vykazuje pomérné€ nizké afinity k IGF1 a IGF2. To zvySuje mitogeneze v pfitomnosti
IGF1 nebo IGF2 a ale také v nepfitomnosti exogennich nebo endogennich IGFs, diky
snadnému uvolilovani z vazby na IGFBPS5 a nasledné interakci s receptorem. IGFBP6 se
vyskytuje v mozkomisnim moku a ma vysokou vazebnou afinitu k IGF2.

V literatufe mizeme déle najit i IGFBP7 a IGFBPS.

Nézev IGFBP7 navrhlv roce 1996 Oh a jeho tym jako oznaceni pro bilkovinu mac25
popsanou jiz v roce 1993 Murphym. V roce 1996 u ni byla totiz zjiSténa schopnost vazat IGF1
a IGF2. V porovnani s IGFBP3 je vSak afinita IGFBP7 k IGF1 a IGF2 100x niz8i. Vysoka
exprese IGFBP7 (mac25) byla zjisténa ve starnoucich epitelidlnich bunkach mlécné zlazy. Na
druhou stranu IGFBP7 téméf chybi v estrogen receptor pozitivni tkani karcinomu prsu. Autofi
oznacuji IGFBP7 jako nadorovy supresor.

Oznaceni IGFBP8 bylo navrzeno v roce 1997 pro lidsky tkanovy pojivovy riistovy faktor
CTGF (connective tissue growth factor) po zjiSténi, Ze tento faktor ma zachovany IGFBP
motiv a s nizkou afinitou vaze IGFs. IGFBP8 byl nalezen v lidské kostni tkéni. Tento protein
mé mnohem vys$$i afinitu k IGF2 neZ k IGF1 a potencuje proliferaéni vliv IGF2 na kostni

buiky.



Stru¢nou charakteristiku IGFBP ukazuje tabulka 2.
Tab2: IGFBP

vazebny protein | mol. hm. (kDa) | vazebna afinita Vyskyt
IGFBP1 34 IGF1, IGF2 placenta, plodova voda
IGFBP2 27 IGF2 mozkomiSni mok
IGFBP3 53 IGF1, IGF2 Sérum
IGFBP4 26 IGF1, IGF2 Osteoblasty

IGF1, IGF2 .

IGFBPS 23 nizka afinita ledviny, osteoblasty
IGFBP6 22.8 IGF2 mozkomiSni mok

IGFBP7 (mac25), vaze IGF1 a IGF2, ndadorovy supresor
IGFBPS8 (CTGF) tkanovy pojivovy riistovy faktor, vaze IGF2, proliferace kostnich bunék

2.3 Receptory pro IGF

Utinek IGF1 a IGF2 na buiiku se odehrava prosttednictvim receptorti. IGF1 se také vaze s
receptorem pro inzulin (IR) a naopak. Heterologni ligand ma vSak k receptoru 100x nizsi
afinitu. IGF2 mé schopnost vazat se s vysokou afinitou na své receptory, ale téz na receptory
pro inzulin a receptory pro IGF1 (IGF1R). Déle se IGFs mohou véazat na hybridni receptory
tvofené z poloviny IR a z poloviny IGF1R podjednotkou (Nakae J., 2001).

Receptory IGFs patii do skupiny receptorovych protein tyrosin kinadz (PTK), které fosforyluji
své substratové bilkoviny na tyrosinovych zbytcich. Patii sem receptory pro vétSinu
peptidickych riistovych faktori, které se uplatiiuji v regulaci riistu a diferenciace bun¢k.

IGF1 receptor (IGF1R, CD221) je transmembranovy glykoprotein o molekulové hmotnosti
350 kDa. Sklada se ze dvou o podjednotek a dvou P podjednotek. Zatimco a fetézce jsou
lokalizovany extracelularné a vazi IGFs, B fetézce prochazeji membranou do buiiky. IGF1R je
ze 60 % homologni s receptorem pro inzulin. Po vazbé ligandu na receptor dojde

k autofosforylaci tyrozinu na § subjednotce. N&které prace naznacuji, Ze IGF1 a IGF2 pisobi
na bunku prostfednictvim IGF1R (Riedemann J., 2006). Po navdzani ligandu na vnégj$i strané
membrany dojde ke konformaénim zménam receptoru, které vedou k aktivaci kindzové
domény. Tato dale katalyzuje fosforylaci klicovych aminokyselinovych zbytki receptoru

samotného a nasledné dochdzi k fosforylaci jeho cilovych proteind, které prenasi signal dal do
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bunky. IGF1R je Zivotné duleZzity pro pieziti bun€k, coz doklad4a IGF1R K.O. (knock out)
fenotyp u mysi. NaruSeni IGF1R genu vyustilo ve vice nez 50% sniZeni hmotnosti K.O. zvitat
oproti normalni populaci. Tato zvifata zemtela v bezprosttednim poporodnim obdobi na
respiracni selhdni. U téchto zvitat byly téz zjistény generalizované vyvojové abnormality,
hypoplazie, abnormalni koZni formace, opozdény vyvoj kosti a abnormalni morfologie
centralniho nervového systému.

Hlavnim cilovym proteinem pro inzulinové a IGF1 receptory je IRS1 (inzulin receptorovy
substrat 1). Naruseni genu kodujiciho IRS1 vedlo u mysi k 50% sniZeni intrauterinniho ristu,
porucham glukézové tolerance a sniZzeni vychytavani glukozy. Pti neexistenci IRS1 piebira
funkci cilového substratu alternativni substrat IRS2. Tento protein se imunologicky lisi od
IRSI.

IGF2 receptor (IGF2R, CD222) je monomerni protein o molekulové hmotnosti 250 kDa.
Jedna se o vazebny protein s vysokou afinitou pro IGF2 a velmi nizkou afinitu k IGF1 a
nulovou afinitou k inzulinu. Cytoplazmaticka doména receptoru nema vlastni
tyrosinkindzovou aktivitu a nema schopnost pfenaset signal. Dostupné ditkazy nasvédcuji
tomu, Ze IGF2R neni zapojen do vnitrobunécné signalizace. IGF2 receptor cilené vaze IGF2 a
tim sniZuje biologickou dostupnost vysoce mitogenniho IGF2. N¢které z i¢inkli IGF2 jsou
zprostfedkovany pfedevsim isoformnim inzulinovym receptorem IR-A. IGF2R je shodny

s kation nezavislym mano6za-6-fosfat (M6P) receptorem. Je to vlastné multifunkéni proteinovy
receptor, ktery vaze IGF2 na povrchu bun¢k a man6zou-6-fosfatem (M6P) oznacené proteiny
v Golgiho aparatu uvnitf buiky. IGF2/M6PR jsou zmutované nebo Uplné chybi v buiikach
n¢kolika druhii rakoviny, coz vede k nazoru, ze IGF2/M6PR ma roli nddorového supresoru
(Renahan AG., 2004).

Inzulinovy receptor existuje ve dvou isoformach IR-A a IR-B. IR-A je vyjadien pfedevsim v
centralnim nervovém systému, krvetvornych bunkach, plodové tkani a riznych nadorovych
bunikach. IR-B je vyjadien piedev§im v tukové tkani, jatrech a svalech.

Hybridni receptory vazajici IGFs jsou slozeny z jedné poloviny z IR a z druhé poloviny

z IGF1IR. Vzhledem k isoformam IR mohou tedy existovat IR-A/IGF1R a IR-B/IGF1R.
Nékterym bilkovinam véazajicim se s IGFs chybi funkce receptoru a byly nalezeny v séru.
Tyto proteiny moduluji ¢innost IGFs. N¢které z nich také maji stimulaéni ristové Gcinky in
vitro, jiné rast inhibuji.

Rozpustné receptory a vazebné proteiny byly nalezeny i na IL1, IL2, IL4, IL6, IL7, TNF-a a
IFN-y. Tyto proteiny pravdépodobné funguji jako reguldtory cytokind tim, Ze zabrani vazbé

na receptor nebo vystupuji jako transportni proteiny.
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Stru¢nou charakteristiku receptorti pro IGF ukazuje tabulka 3.

Tab3: Receptory pro IGFs

receptor struktura vazebna afinita prenos signalu
dimer
IGFIR 20, 2B podjednotky IGF1, IGF2 ANO
IGF2R monomer IGF2 NE
IR dimer
(IR-A, IR-B) 20, 2B podjednotky IGF1, IGF2 ANO
IR/IGF1R dimer
(IR-A/IGFIR, IR-B/IGFIR)| 24, 2B podjednotky IGF1, IGF2 ANO

2.4 Signalni drahy IGF

Po uspéSném navazani na receptor pokracuje pienos signalu uvniti buiiky po signalni dréze,
coz je vlastné kaskada enzymu a jejich substrati (Schémal).

Po aktivaci IGFIR dochazi prostfednictvim adaptorového proteinu inzulin receptorovy
substrat (IRS1) k aktivaci dvou hlavnich kaskad. Prvni je signalni drédha PI3K/PKB
(fosfatidylinositol-3-kin4za/ proteinkinaza B) a druha kaskada je signalni drdha ERK
(extracellular signal regulated kinases), ktera patfi mezi nékolik MAP kindzovych drah
(MAPK mitogen activated protein kinases).

Signalni dradha PI3K/PKB je mimotadné¢ dllezita intracelularni signalni draha, ktera je
zapojena do fady normdlnich bunéénych procest podilejicich se na proliferaci, metabolismu,
rastu a preziti bunék. Abnormality této drahy, zpisobené izoformami a mutacemi rznych
regula¢nich komponent, vedou k nékterym formam nadorovych onemocnéni. Ustiedni
komponentou této drahy je heterodimer PI3K tvoteny regula¢ni podjednotkou p85 a
katalytickou podjednotkou p110, které nachazime b&ézné pozménéné mutacemi u nadorovych
onemocnéni. Aktivace PI3K vede ke zruseni inhibi¢niho ucinku regulaéni podjednotky p85 s
naslednou aktivaci katalytické podjednotky p110, kterd obratem pfeménuje membranovy
fosfatidylinositol-3,5-bifosfat (PIP2) na trifosfatovou formu (PIP3). PIP3 nésledn¢ indukuje
fosforylaci PKB prosttednictvim proteinu PDK 1. Komplex PI3K je za normélnich okolnosti
negativné regulovan specifickou fosfatdzou PTEN. PTEN pusobi jako negativni regulator

PI3K drahy tim, Ze hydrolyzuje PIP3 na PIP2.
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Schéma 1: Mechanismus u¢inku IGFs
Biologicky ucinek IGFs je zprostiedkovan IGF1 receptorem (IGF1R). IGF1 a IGF2 se

vazi na extracelularni doménu IGF1R. Tyrosin kinasové receptory po aktivaci autofosforylu;ji
na cytoplasmatické doméné a pies aktivaci adaptorového proteinu inzulin receptorového
substratu (IRS1/2) se aktivuji dvé hlavni signalni kaskady. Signalni drdha PI3K
(fosfatidylinositol-3-kinaza)/PKB (proteinkindza B) a signdlni drdha ERK (extracellular
signal regulated kinases), ktera je jednou z n€kolika MAP kinazovych drah (MAPK mitogen

activated protein kinases).
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V disledku ztraty funkce PTEN mutaci nebo epigenetickou modifikaci se ale mohou
vyskytnout alterace vedouci k hyperaktivaci PI3K. Ztrata funkce PTEN podporuje akumulaci
PIP3, ktera vede k deregulaci pfenosu signalu ptes kaskddu PI3K/PKB.

dé&jh (proteosyntéza, prezivani, proliferace, gluk6zovy metabolismus apod.) (Monti S., 2007).
Aktivace deregulované signalni drahy PI3K/PKB poskytuje buiice signaly pro neomezeny
rust a preziti.

Druhé signdlni draha je kaskada ERK (extracellular signal regulated kinases). Po aktivaci
IRSI se signal pendsi pies GTPasu Ras a kindzy Raf a MEK, které kone¢n¢ vedou k aktivaci
MAP kinéazy, konkrétné ERK. ERK patii mezi prvni prozkoumané MAP kinazy sav¢ich
buné¢k. Skupina enzymil nazyvanych MAP kindzy reguluje expresi genu a ptipadné
proliferaci a diferenciaci buiiky.

Slozitost IGFs signalizace doklada fenotyp mysi s chybéjicim genem pro IGF1R. Naptiklad
chybéni tohoto genu v buiikach prostaty vedlo k aktivaci ERK drahy a zptsobilo bunééné
proliferace a hyperplazie. Toto zjisténi dokazuje, ze MAP kindzové drahy jsou aktivovany
dal$imi IGF1R nezavislymi mechanismy. Déle pfitomnost IGF1R signalni drahy usnadnila
rast nadorl s poruchou ¢innosti enzymu p53 (enzym regulujici apoptdzu) (Sutherland BW.,

2008).

2.5 IGF a jeho vliv na nadorovou transformaci
bunék

Z mechanismu uc¢inku IGF1 a IGF2 na buiky se usuzuje, ze vysoké sérové hladiny IGFs
zvySuji riziko vzniku nédort a svym dal$im plisobenim zvySuji proliferaci a riziko maligniho
zvratu. Naproti tomu vysoké hladiny sérovych vazebnych proteinti IGFBPs, zejména
dominantniho sérového vazebného proteinu IGFBP3, by mély riziko snizovat a riist bun¢k
omezovat.

Nezavisle na hladinach IGFs je mozné prohlésit, Ze nadorova transformace bunék je
moznd v piipad¢ piitomnosti funkénich IGF1R. Klicovou tlohu IGF1R v onkogenni
transformaci dokladaji vysledky pokusi, které ukazuji, Ze fibroblasty ziskané z mySich
embryi, ve kterych byla naruSena homologni rekombinace (buniky R-), nemohou byt zménény
plsobenim nékterym z fady zndmych onkogent. Znovuzavedeni funkéniho IGFIR ¢ini

buniky opét vnimavé k transformacéni ¢innosti onkogenti. Nicméné existuji nékteré vyjimky,
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které dokladaji transformaci bun€k R- prostfednictvim cest nezavislych na IGFIR (Liu X.,
2011).
Zakladni podminky pfenosu signalu shrnuje Tabulka 4:

Tab4: Zakladni predpoklady pro prenos signalu

» pritomnost funkénich receptori

* neporusSena tyrosin kinazova (TK) doména

* fosforylace TK domény

Exogenni overexprese IGF1R ve fibroblastech vede ke vzniku vysoce transformovaného
fenotypu, ktery zptisobuje tvorbu nadorti u nahych mysi. Na druhou stranu, zablokovani
IGF1R signalni drahy pomoci IGFIR protilatek vede ke zna¢nému snizeni progrese
melanomu, karcinomu prsu, karcinomu tlustého stieva, neuroblastomu a jinych nddorovych
bungk.

Zajimaveé je, ze schopnost onkogenil zplisobit transformaci, zavisi na jejich schopnosti
fosforylace IGF1R. Neporusena tyrosin kindzova doména je zasadni podminkou toho, aby
IGF1R vykonaval své silné antiapoptotické a transformac¢ni ¢innosti (Peterson JE., 1996).
Spolu s nartstajicimi znalostmi o fungovani systému IGFs se zacaly provéfovat teorie o
odpovédnosti IGFs za vznik nékterych malignich onemocnéni. Zpo¢atku malé prospektivni
epidemiologické studie neprokézaly spojeni mezi zvySenymi hladinami IGF1 a nadory.
Nicmén¢ nékteré v posledni dobé provedené rozsahlé studie prokazaly, ze vysoké cirkulujici
koncentrace IGF1 a nizké hladiny IGFBP3 jsou spojeny se zvySenym rizikem rakoviny.
Negativni korelace mezi irovni IGFBP3 a rizikem rakoviny je v souladu s ochrannou roli
IGFBP3 (j. vysoké koncentrace IGFBP3 vedou ke snizeni hodnot volného IGF1).

Nékteré studie vSak i ptes svoji rozsdhlost nepfinesly jasné potvrzeni vztahu IGFs, jejich
vazebnych proteinii a nadort.

Téz jako vyznamna se ukdzala autokrinni ¢i parakrinni role IGFs. ZvySeni mistni produkce
IGF1 nebo IGF2 nebo jejich kombinace byly zjistény u rdznych nddorovych onemocnéni a
vétSinou pozitivng korelovaly s progresi nadorii (Samani AA., 2007). Co se tyce exprese
IGFIR je jejich prognosticky vyznam pro riziko nadorovych onemocnéni prozatim nejasny
v dusledku rozpornych vysledkii nékterych studii (Schnarr B., 2000). Tyto rozpory mohou byt
zpusobeny rozdilnymi metodikami vcetné techniky konzervace tkani, velikosti vzorkt a
zpiisobem analyzy dat.

Jin4 situace nastava, hodnotime-li vztah IGF1R k nadorovym metastazam. IGF1R
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signalizace hraje dulezitou roli v klic¢ovych fazich metastatického procesu jako je bunééna
adheze, migrace, angiogeneze a podpora riistu vzdalenych metastaz. Dalsi in vivo studie
ukdzaly, Ze funkéni poruchy IGFIR pfispivaji jednak k potlaceni riistu primarniho nadoru a
pfedevsim vyrazné napomahaji poklesu nadorovych metastaz. Buiiky karcinomu tlustého
stieva bez pfitomného funk¢niho IGFIR na jejich cytoplasmatickych membranach
nevytvorily jaterni metastazy po piimém vstiikovani do jater, coZ naznacuje, Zze IGF1R miize
regulovat vznik nddorovych metastdz nezavisle na ristu nadoru.

Rizikové faktory nadorové transformace v souvislosti s produkci a mechanismem ucinku

IGFs shrnuje Tabulka 5:

TabS5: Rizikové faktory nadorové transformace

Extracelularni rizikové faktory

* lokalni extrahepatalni produkce IGFs

* autokrinni a parakrinni funkce IGFs

» zvySena sérova hladina IGFs

Intraceluldrni rizikové faktory

* mutace v signalni draze

* genové mutace

2.6 IGF a vybrané nadorové diagnézy

2.6.1 Nadory kolorekta

Cela fada studii se vénuje vztahu cirkulujiciho IGF a kolorektalniho adenomu.

Studie provadéné na dostate¢né velkych souborech pacientil v§ak nedochaze;ji

k jednoznacnym vysledktim.

Pomérné rozsahld multietnicka studie (Le Marchand L., 2010) méfila plazmatické hladiny C-
peptidu jako markeru sekrece inzulinu a sérové hladiny IGFs a jejich vazebnych proteind u
554 nemocnych pacienti s adenomem a 786 kontrol s normalni endoskopii. Vysoké
plazmatické hladiny C-peptidu a nizké hladiny IGFBP1 byly statisticky vyznamné spojeny s
rizikem kolorektalniho adenomu. Tato studie naznacuje, Ze hyperinzulinémie pusobi jako

etiologicky faktor v kolorektalni karcinogenezi.
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Zajimave vysledky ptineslo sledovani hladin IGF1 v zavislosti na opakovaném vyskytu
kolorektalniho adenomu. Sérové hladiny IGF1 byly méfeny pii prvnim zachytu adenomu u
299 muzt. IGF1 hladiny byly vyznamné pozitivné asociovany s pfitomnosti adenomd.

V kontrastu s timto zjiSténim byly koncentrace IGF1 neptimo spojené s opakovanym nalezem
kolorektalniho adenomu. Autofi vyslovuji teorii, Ze jakmile je odstranén adenom, vyssi
koncentrace IGF1 snizuji pravdépodobnost vzniku novych 1ézi v kone¢niku (Jacobs CI.,
2008). Jini autofi prokazaly u primarniho adenomu zvySeni rizika u vysokého IGF1, sniZzeni
rizika u vysokého IGFBP3. U opakovaného vyskytu adenomu vsak zjistili autofi nejdelsi
intervaly opakovaného vyskytu u vysokych hladin IGFBP3 i IGF1 (Flood A., 2008).

Autofi studie zabyvajici se hodnocenim vztahu rizika vzniku adenomti a sérovych hladin
IGFBP3 a rizika vzniku adenomil a tkaiiové expese IGFBP3 mRNA nezjistili zadny
vyznamny vztah mezi sérovymi hladinami IGFBP3 a rizikem adenomu, ale nalezli negativni
korelaci mezi nizsi tkdniovou expresi IGFBP3 mRNA a rizikem adenomt (Keku TO., 2008).
Studie zabyvajici se expresi IGFIR jako zakladniho prvku pro fungovani signalni drahy IGFs
pfinesly zajimava zjisténi. Starsi studie uvadi zvyseni IGFIR exprese béhem progrese

z kolorektalniho adenom ptes adenokarcinom a metastazy. IGF1R exprese korelovala se
stadiem onemocnéni. Nov¢jsi studie na toto téma uvadi, Ze IGFIR je vyjadien ve vysoké mife
v Casnych stadiich nddorové aberace. U pokrocilych nadort s nizkou diferenciaci byly
nalezeny nizké exrese IGFIR (Allison AS., 2007). Dalsi autofi nenasli zddnou korelaci mezi
expresi IGF1R a dlouhodobou prognoézou ve studii 86 metastdz kolorektalniho karcinomu
(Shiono S., 2006).

U pacientl s diagnostikovanym kolorektalnim karcinomem plati samoziejmé stejné teoretické
pfedpoklady ohledné rizika pti vzniku a nasledné pfi riistu jako u adenomu.

U pacientti s kolorektalnim karcinomem, bylo zji§téno, Ze vyssi sérové hladiny IGFBP3 se
nachdzeji u pacientii s del$Sim prezitim (Haydon AM., 2006). Jini autofi poukazuji na spojitost
vy$si plazmatické hladiny IGFBP1 a vyS§i miry pteZziti, zatimco hladiny IGF1 a IGFBP3
nem¢ély zadny vztah k délce preziti pacientli (Wolpin BM, 2009).

Samostatnou kapitolou jsou pacienti s akromegalii. ZvySend produkce riistového hormonu
(GH) u téchto pacienti zplisobuje téZ zvySeni plazmatickych hladin IGF1. U pacientl

s akromegalii se vyskytuji ve zvySené mife adenomatozni polypy tlustého stieva. Pacienti

s akromegalii maji dvojnasobné zvysené riziko vzniku karcinomu tlustého stieva (Renehan

AG., 2008), ovsem bezprostiedni souvislost se zvySenim hladin IGF se neprokazala.
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U pacientt lé¢enych GH se vzhledem na mechanismus piisobeni IGF uvazovalo o mozném
zvyseném riziku nadort stievni sliznice (Jenkins PJ., 2006). ZvySeni rizika pro vznik nadorti

tlustého stfeva u pacientt lécenych GH se vSak neprokézalo.

2.6.2 Nadory prsu

Néadory prsu patii k tém nadortim u kterych je fungovani IGF systému nejvice prostudovano.
Pokud porovname celou signalni soustavu IGFs u pacientek s karcinomem prsu a u zdravych
zen, tak vidime, Ze mnoho soucasti osy IGFs vykazuje zmény a to jak v krevnim ob&éhu
pacientek s rakovinou, tak i v nadorové tkani samotné.

V poslednich letech bylo provedeno mnoZstvi studii s velkymi po€ty nemocnych i1 zdravych
zen nebo se n€ktefi autofi zaméfili na souhrnné hodnoceni vysledk z vice studii. Zavéry vSak
jsou do jisté miry kontroverzni.

Nékteti autofi nachazeji pozitivni korelaci mezi zvySenymi hladinami IGF1 a IGFBP3 a
rizikem karcinomu prsu u zen pred menopauzou (Renehan AG., 2004, Sugumar A., 2004).
Kohortova studie provedena v Australii, kterd zahrnovala 423 ptipadl rakoviny prsu a 1901
kontrol, ukdzala, Ze zvySend hladina IGF1 a IGFBP3 byla pozitivné spojena s rizikem
rakoviny prsu u pacientek starSich nez 50 let, ale ne u mladsich zen (Baglietto L., 2007).
Evropska studie The European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC),
které analyzovala data od 1081 pacientek s rakovinou prsu a 2098 zdravych Zen, dosla k
zavéru, ze vysoké hladiny IGF1 nebo IGFBP3 jsou spojeny se 40% zvySenim rizika rakoviny
prsu u zen starSich nez 50 let, ale ne u mladsich zen (Rinaldi S., 2006).

Kohortova studie osob v riznych oblastech Japonska ukézala nevyznamnou roli IGF1 v riziku
karcinomu prsu. Vyss$i hladiny IGFBP3 snizovaly riziko u Zen pfed menopauzou, u zZen po
menopauze se zadny vztah k diagndze prokéazat nepodatilo (Sakauchi F., 2009).

Cinsti autofi provedly hodnoceni dat z vice neZ stovky studii. Na zakladé tohoto zhodnoceni
dosly k zavéru, Ze zvySené sérové hladiny IGF1 pozitivné koreluji se zvySenym rizikem
karcinomu prsu (Chen B., 2009).

Americka studie populace Zen do 45let zkoumala zavislost hladin IGF1, IGFBP1, IGFBP3,
GH a rizika rakoviny prsu, ale zadné statisticky vyznamné zavislosti nalezeny nebyly
(Schernhammer ES., 2006).

Kromé epidemiologickych dat se experimentalni diikazy téZ dotykaji role IGF systému v

etiologii rakoviny prsu. Aktivace IGFIR chrédni buiiky rakoviny prsu pted apoptézou. Gen
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IGF1R je vysoce vyjadfeny v bunikach karcinomu prsu. Pfesny biologicky vyznam vsak neni
uplné jasny. Nizsi vyskyt IGFIR nachazime v benignich 1ézich a normalni prsni tkéni, v
porovnani s maligni tkani. Nicmén¢ ve vysokych koncentracich byl nalezen IGFIR v tkénich
dobfe a stiedné diferencovanych karcinomu prsu, ale v mnohem nizSich koncentracich u
Spatné diferencovanych karcinomu. Nektefi autoti se domnivaji, ze vysoké hladiny IGFIR
zhorsuji prognoézu, zatimco jini povazuji vysokou troven IGF1R za ptiznivy prognosticky
ukazatel.

Hladiny IGFIR byly signifikantné vyS$$i u nadorti s genetickou mutaci supresorového genu
BRCAT1 (breast cancer 1) ve srovnani s nddory bez této mutace (Maor S., 2006, 2007).
Hladiny n€kterych komponent signalni kaskady IGF, vcetné IGF1R, byly ¢astéji zvysené v
normalni a nddorové tkani u Zen se silnou rodinnou anamnézou rakoviny prsu nez u Zen bez
této anamnézy.

Zajimavym zji$ténim je, ze v buiikach ziskanych z biopsii nddort prsu je mozné vysledovat
expresi urcitych gent jako vysledek ptisobeni signalni kaskady IGF1. Exprese IGF1
indukovanych genli vyznamné koreluje s agresivitou nddoru. Nadorové butiky bylo mozno
rozdélit do dvou skupin. Ve skupiné s vyssi expresi IGF indukovanych geni bylo preziti
vyznamn¢ krats$i nez ve skupiné s expresi nizsi (Rajski M., 2010). Tato zji§téni podporuji
teorii, kterou vyslovuji n¢ktefi autofi i v souvislosti s nddory kolorekta.

ER (estrogen receptor) pozitivni klony bunék mély zvysSenou trovein IGF1R, klony ER
negativni m¢ly Grroven snizenou.

Vysoké hladiny IGFIR vedly k recidivé karcinomu prsu po radioterapii a mohou téZ pfispivat
k rozvoji resistence na 1écbu Herceptinem (trastuzumab - monoklondlni protilatka proti HER2
receptoru) (Werner H., 2010).

Zablokovani IGF1R vede ke snizeni proliferace nadorovych bunék karcinomu prsu.

2.6.3 Endometrialni karcinom

U endometrialniho karcinomu byla provedena fada studii, pfi kterych byly méfeny cirkulujici
hladiny IGF1, IGF2, IGFBP1 a IGFBP3. Vysledky jsou protichiidné.

Starsi studie popisuje vyssi hladiny IGF1 a nizsi koncentrace IGFBP1 u Zen s karcinomem
endometria po menopauze. Mensi studie s 84 pacientkami s karcinomem a 84 kontrolami
dosla k zavéru, Ze riziko karcinomu endometria bylo pozitivné spojeno s hladinami IGF2 v
séru a nepiimo spojeno s koncentraci IGF1 (Petridou E., 2003). Dalsi studie popisuje

pozitivni korelaci IGF2 a negativni IGFBP3 (Oh A., 2004).
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Ve studii s pomérné velkym souborem 288 pacientek s karcinomem endometria a souborem
392 kontrolnich Zen nebyla nalezena Z4dna korelace mezi rizikem rakoviny a koncentracemi
IGF1, IGFBP1 a IGFBP3 (Weiderpass E., 2003).

V nékterych studiich byl dokonce nalezen inverzni vztah IGF1 a rizika karcinomu
endometria, to znamena, Ze pacientky s nejvys$Simi hladinami IGF1 mély riziko nejnizsi a
opacné (Gunter MJ., 2008). Déle ve studii s 405 pacientkami s rakovinou endometria a 297
kontrolnimi zdravymi zenami byl karcinom endometria nepfimo spojen s koncentraci IGF2 a
IGFBP3 v séru (Lacey JV., 2004).

Nové popsany vazebny protein pro IGFs IGFBP7 (protein mac25) byl téZ zkoumén ve vztahu
k endometridlnimu karcinomu, ale zddné zavislost nalezena nebyla (Kutsukake M., 2008).

V souladu s ustfedni roli IGF1R v karcinomu endometria byly nalezeny vyznamné zvysené
exprese IGF1R (McCampbell AS., 2006) a IGFIR mRNA v biopsiich endometrialnich

karcinomu.

2.6.4 Ovarialni karcinom

Studie zabyvajici se vztahem sérovych hladin IGFs, IGFBPs a rizikem rakoviny vaje¢nikil
pfinaseji rozporné vysledky.

Cast autord uvadi, ze zvysené hladiny IGF1 zvysuji riziko ovaridlniho karcinomu (Lukanova
A., 2002, Peeters PH., 2007), zatimco vyssi hladiny IGFBP3 toto riziko mirné snizuji.
Urcitym predélem se zda byt veék cca 55 let. Hodnoceni hladin IGF1 u Zen starSich nez 55 let
nepfineslo zadné zmény rizika v zavislosti na hladinach IGF1 a IGFBP3. Na druhou stranu, v
nékolika retrospektivnich studiich byly koncentrace IGF1 v séru u Zen s malignim nddorem
vajecnikl niz8i nez u kontrolni skupiny.

Pti experimentech in vitro na klonech nadorovych bunéénych linii karcinomu vaje¢nikii byla
prokazana autokrinni produkce IGF1 a IGF2 a tvorba IGFIR. Vznikla tim tzv. autokrinni
rastova smycka.

RNA analyzy odhalily ptitomnost IGF1 a IGFIR mRNA ve 100% cerstvé izolovanych
nadorovych vzorkt. Studie mapujici tlohu IGF2 zjistila vyrazng vys$si IGF2 mRNA ve 109
vzorcich nadorové tkané€ vajecnikll ve srovnani s osmi vzorky normalni tkané. Kromé toho
byla vysoka IGF2 genové exprese spojena s pokrocilym stadiem onemocnéni a kratSim
ptezitim.Zablokovani IGF1R vede ke snizeni proliferace bun¢k karcinomu ovarii (Gotlieb

WH., 2006).
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2.6.5 Karcinom déloZniho ¢ipku

U karcinomu délozniho ¢ipku byly nalezeny zvySené hladiny IGF2 a normalni hladiny IGF1.
Zvysené hladiny IGF2 mtZe blokovat IGFBPS. Autofi téZ popisuji zvySenou expresi mRNA
po stimulaci linii nddorovych bunék epidermalnim riistovym faktorem (EGF). Na zéklad¢
téchto vysledkl autofi vyslovili teorii zkiizeného plisobeni systéml IGF a EGF. Autokrinni
produkce IGF2 muze zprosttedkovat mitogenni Gi€inek EFG v buiikdch rakoviny délozniho
¢ipku. V nasledné studii (Steller MA., 1996) zjistili autofi zvySenou expresi IGFIR v
primarnich kulturach nadorovych bunék délozniho ¢ipku ve srovnani s normalnimi buitkami
délozniho ¢ipku.

Vyznamnou roli autokrinni produkce IGF2 v patogenezi karcinomu délozniho ¢ipku potvrzuje
studie bioptickych vzorki nddorové a normalni tkdné. Ve tkéni karcinomu délozniho ¢ipku
byly nalezeny vyznamn¢ zvysené hladiny oproti norméalni tkani. Autofi také nalezli vyznamny
vztah mezi IGF2 hladinami u nadori a metastaz v panevnich lymfatickych uzlinach. Zajimavé
je, Zze mald loziska malignich bun¢k v lymfatickych uzlinach byla odhalena na zakladé
zvySeného nalezu IGF2. Déle byly sérové hladiny IGF2 a IGFBP3 hodnoceny u zdravych
zen, u pacientek s intra epitelialni neoplazii (CIN) délozniho hrdla a karcinomem délozniho
hrdla. Koncentrace IGF2 byly zvySeny u Zen s CIN a karcinomem délozniho ¢ipku, v
porovnani s normalnimi hladinami u zdravych Zen a u uspésné 1écenych pacientek s
rakovinou délozniho ¢ipku a CIN. Koncentrace IGFBP3 vykazovaly vyrazny pokles v
pokrocilém stadiu onemocnéni. TéZ byla nalezena pozitivni korelace mezi vaskularnim
endotelidlnim rastovym faktorem C (VEGF-C) a IGF2 a negativni korelace mezi IGFBP3 a
VEGF-C (Mathur SP., 2005).

2.6.6 Karcinom prostaty

Mnozstvi idaji naznacuje, Ze signalni systém IGFs hraje dtileZitou roli pfi vzniku a progresi
karcinomu prostaty, i kdyz zavéry fady studii nejsou Uiplné€ jednotné.

Vyssi hladiny IGF1 v ob€hu zvysuji riziko karcinomu prostaty (Monti S., 2007, Chen B.,
2009), zatimco vyssi koncentrace IGFBP3 riziko snizuji (Chen B., 2009). Dalsi studie
ukdzala, ze cirkulujici hladiny IGF1 a IGFBP3 byly signifikantné vyssi u pacientil s

karcinomem prostaty oproti zdravym muzim (Shi R., 2001).
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Zajimavym zji$ténim je, ze poméer IGF1/PSA mél lepsi vypovédni hodnotu ohledné predikce
rizika karcinomu prostaty nez samotné méfeni hladin PSA nebo IGF1 (Djavan B.,1999).
Dale je nutné uvést, ze hladiny IGF1 a IGFBP3 byly prediktory pokroc¢ilé faze karcinomu
prostaty, ale nikoliv ¢asné faze (Rowlands MA., 2009).
Na druhou stranu nékteré studie nenasly korelaci mezi koncentraci IGF1, IGFBP3 v séru a
rizikem rakoviny. Dokonce i studie na rozsahlém souboru pacientt (727 ptipadi rakoviny
prostaty a 887 zdravych kontrol) dospéla k zavéru, Ze neexistuje jasnd souvislost mezi
hladinou IGF1, IGFBP3 a karcinomem prostaty (Weiss S., 2008).

Studie zaméfené na mechanismus vzniku karcinomu prostaty poukazuji na vyznamnou roli
autokrinni produkce IGF1. Karcinom prostaty vyvolany vysokymi davkami testosteronu u
potkani byl podporovéan zvySenou autokrinni produkci IGF1. Exprese transgenti IGF1 u mysi
vedla k aktivaci IGFIR a spontdnni tvorbé tumort prostaty . Studie 54 bioptickych vzorkt
prostaty nalezla vyraznou upregulaci IGF1R na Grovni proteinii i mRNAV primarnim
karcinomu prostaty v porovnani s benignim tumorem prostaty. TéZ byla nalezena zvySena
exprese IRS1 (inzulin receptorového substratu) v malignich biopsiich. Ve 12 sparovanych
biopsiich primarniho karcinomu prostaty a nasledné kostni metastazy byla zjiStovana exprese
IGF1R, IRS1 a PTEN. Ve 4 ptipadech byla troven exprese IGF1R a IRS1 niZ§i u metastaz
nez v primarnich nadord. Ve 3 téchto metastazach nebyla prokézana ptitomnost PTEN. Tento
nalez byl pomérné neobvykly, protoze v 8 z 12 ptipadi byla zjisténa exprese IGF1R a IRS1 v
primarni i metastatické biopsii.

Studie zaméfend na hledani IGF1R ve zmrazenych tkanovych fezech prostaty nalezla
zvySeny vyskyt IGF1R v normalni prostatické tkani, ve tkdni karcinomu prostaty a metastéz,

ale nenalezla témét zddné IGF1R ve tkani benignich tumort prostaty (Ryan CJ., 2007).

2.6.7 Karcinom zaludku

U pacientil s karcinomem Zaludku byly hodnoceny sérové hladiny v Case zjisténi diagndzy.
Hladiny IGF1 byly sniZené, hladiny IGF2 lehce zvySené a hladiny IGFBP3 nevykazovaly
zadny rozdil ve srovnani s kontrolni skupinou (Yi HK., 2001). V nové¢;jsi studii 210 ptipada
rakoviny Zaludku neptineslo hodnoceni sérovych hladin IGF1, IGF2, a IGFBP3 zjisténi
zadnych vyznamnych zéavislosti co se tyce rizika karcinomu zaludku (Yatsuya H., 2005).

V Japonsku byl zjistén jeden piipad vysoké sérové hladiny IGF2 u pacienta trpiciho

karcinomem Zaludku s jaternimi metastazami.
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Pti hodnoceni role IGFs signalni cesty v souvislosti s karcinomem zaludku bylo zjiSténo, ze
IGFs signalizace podporuje riist a preziti bunék karcinomu zaludku. Xenotransplantat
lidskych buné¢k karcinomu zaludku do peritonea mysi byl sledovéan po aplikaci
rekombinantniho adenoviru, ktery zptisobi expresi oklesténého IGF 1R, ktery nepfenasi signal
do buiiky. Zablokovanim signalni drahy IGFs doSlo u mysi k vyraznému zvyseni apoptozy
indukované radioterapii a chemoterapii. ZvySena exprese IGF1R ve tkanich karcinomu

zaludku je negativnim prognostickym faktorem (Matsubara J., 2008).

2.6.8 Nadory jater

Témét vSechny hepatocelularni karcinomy se objevuji v souvislosti s chronickym poSkozenim
jater, zanétem a zvySenym délenim hepatocyti. Nasledujici regeneracni procesy a fibroza
vedou k cirhdze jater, pfi niZ se zvySuje frekvence mutaci v hepatocytech a ptipadné vznika
maligni bujeni. U pacientl s hepatoceluldrnim karcinomem (HCC) byl v anamnéze nalezen
zvySeny vyskyt hepatitidy B a C (HBV a HCV). V ptipadech HCC vyvolané HBV i HCV
byla prokazéana zvysend exprese IGF2. U HCV pozitivni cirhdzy jater, byla HCV replikace
vyznamné spojena s expresi IGF2.

V buné¢nych liniich lidskych hepatomovych buné€k byla prokazana vysoka koncentrace IGF2
v dtsledku autokrinni produkce.

Studie souboru 53 pacientli s metastazujicim HCC odhalila vyrazné nizsi sérové koncentrace
IGF1 v porovnani s kontrolami.

Ve studii bioptickych vzorkl pacientii s HCC byla snizena exprese IGFBP1, IGFBP3, a
IGFBP4. V dalsi studii 11 pacientl s hepatoblastomem byla, s vyjimkou dvou piipada,
snizena exprese IGFBP1 v naddorové tkani oproti normalni jaterni tkani stejného jedince (Gray
SG., 2000). V této studii bylo dale zjisténo snizeni IGFBP2 v hepatoblastomové tkani. Autofi
formulovali teorii, Ze z divodu snizené exprese IGFBPs je zvySena nabidka biologicky
aktivnich IGFs a tyto pak potencuji prolifera¢ni ucinky. V lidské linii hepatomovych bunék
byla mitogenni aktivita exogenné pfidanych IGFs sniZena ptitomnosti IGFBP1 — IGFBP4.
Nejvyssi inhibi¢ni ucinek byl pficitan IGFBP3. Ptidavek rekombinantniho lidského IGFBP3
inhiboval riist lidskych hepatomovych bunégk.

Co se tyce role receptorii riistovych faktord, tak jeden z produktti viru HBV, protein HBx,
aktivuje transkripci a miiZze zplisobit zvySeni exprese genit IGFIR. Role supresorového

IGF2/M6PR je v genezi HCC nejasnd. Nékteré americké studie prokazuji naruSeni vazebné
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funkce IGF2/M6PR v bunikach HCC v disledku genetickych mutaci. Jinym studiim se vSak
genetické zmény genu pro IGF2/M6PR odhalit nepodafilo.

Na zvifecich modelech byla zkoumana role IGFs signdlni drahy u HCC. Byly zaznamenany
zvySené hladiny IGF2 u HCC s metastatickym potencidlem u mysi. Inhibice IGF2 resp. jeho
receptoru IGF1R, zhorSuje migraci a invazivnost mySich bunék HCC. Kromé toho, inhibice
IGF1R také naruSuje schopnost bunék HCC metastazovat do plic.Tyto nalezy naznacuji, ze

IGF1R signalizace hraje diilezitou roli v $ifeni nadoru (Chen B., 2009).

2.6.9 Karcinom pankreatu

Ve ¢tyfech americkych prospektivnich kohortnich studiich bylo zhodnoceno 144 ptipadi
rakoviny slinivky bfiSni. Byly hodnoceny sérové hladiny IGF1, IGFBP1, IGFBP3 a C-peptidu
jako ukazetele produkce inzulinu. Nizké sérové hladiny IGFBP1 byly vyznamné spojeny se
zvySenym rizikem rakoviny slinivky (Wolpin BM., 2007). Ve finské studii hodnotili autofi
vztah IGF1 a IGFBP3 k rakovin¢ pankreatu u muza kuidki (Stolzenberg-Solomon 2004).
Bylo hodnoceno 93 ptipadll adenokarcinomil u finskych muza - kutaki ve véku 50-69 let.
Sérové hladiny IGF1 a IGFBP3 byly srovnavany s hladinami u 400 ndhodné¢ vybranych
kontrol. Sérové koncentrace IGF1 a IGFBP3 ani molarni pomér IGF1/IGFBP3 nebyl
vyznamné¢ spojen s adenokarcinomem pankreatu.

Pti studiu IGF1R a jeho signdlni drahy ve vztahu k rakoviné slinivky byly do tkanovych
kultur buné€k karcinomu pankreatu pfidany specifické inhibitory IGF1R a PI3K. Doslo tim
k zablokovani pienosu signalu v kaskadé PI3K/PKB. Oba inhibitory zpisobily apoptozy

v rakovinnych buiikdch (Tomizawa M., 2010).

2.6.10 Poruchy a nadory S$titné zlazy

Hladiny IGF1 a IGFBP3 byly zkoumény v souvislosti s poruchami §titné zlazy. Vysoké
sérové koncentrace IGF1 jsou spojeny se strumou, s uzly ve §titné zlaze viditelnymi na
ultrazvuku a se snizenym TSH. U hladin IGFBP3 nebyly nalezeny zadné vazby v souvislosti
s poruchami funkce §titné Zlazy.

populaci (Vesely D., 2004).

Zvysend exprese IGF1R koreluje u nadort §titné Z1azy se Spatnou prognoézou (Chakravarty G.,

2009). U IGFIR nachazime zjevnou souvislost mezi jejich expresi a diferenciaci nddorovych

24



bunék. U dobte a sttedné diferencovanych karcinomli nachazime vyznamnou expresi téchto
receptortl zatimco u anaplastickych karcinom jiz exprese chybi. Tento jev autofi vysvétluji
tim, Ze u anaplastickych bunék je aktivovano dostate¢né mnozstvi signalnich proristovych

drah a draha zprostfedkovana IGF1R jiz neni zapotiebi.

2.6.11 Nadory plic

Ve studii provedené v Luisian€ v roce 1999 byla sledovéana sérova hladina IGF1, IGF2 a
IGFBP3 u 204 pacientt s nové diagnostikovanou rakovinou plic a u 218 kontrolnich osob.
Vysoké hladiny IGF1 byly spojeny se zvySenym rizikem rakoviny. Izolované hodnoceni
hladin IGFBP3 neukdazalo zddnou spojitost s rizikem rakoviny plic. Pokud bylo IGFBP3
hodnoceno spole¢né s IGF1, byly vysoké hladiny IGFBP3 spojeny s niz§im rizikem rakoviny
plic. Hladiny IGF2 nemély Zadnou souvislost s rizikem rakoviny plic.

Nov¢jsi studie zabyvajici se sérovymi hladinami IGF1 a IGFBP3 ve vztahu k riziku nadort
plic zjistila, Ze zvySené hladiny IGF1 riziko vyznamné neméni, ale vyssi hladiny IGFBP3
riziko snizuji (Chen B., 2009).

U rizika plicnich nédora hraje vyznamnou roli autokrinni a parakrinni ptisobeni IGFs. Pii
zkoumani vzorki bronchialni tkané bylo zjiSténo, ze hladiny IGF1 a IGF2 byly vyrazné vyssi
ve vzorcich tkané s vysokym obsahem dysplazii nez v téch, které obsahovaly pouze bézny
epitel (Kim SY., 2009). Tento nélez jesté¢ umocnuje zvySena exprese IGF1R na bunikach
dysplazii. Transformaci bunék vyrazné potlacuje inaktivace IGF1R a tim inhibice u¢inku
IGF1.

Zajimavé vysledky poskytla studie z nedavné doby, kdy se autoii zaméfili na zkoumani role
IGF1R pfi vzniku a rozvoji plicniho nddoru. Na zvifecim modelu transgennich mysi se
autoriim podafilo zvySenou expresi IGF1R vyvolat zmény v plicni tkani, které vedly k rozvoji
nadort. Pfi blokaci IGF1R nedoslo k pozitivni odpovédi u vSech nadori, ale mensi ¢ast
pokracovala nadale v riistu. Tyto nalezy naznacuji, Ze n€které nadory, které jsou iniciovany
overexpresi IGF1R mohou dal$imi mutacemi ziskat nezavislost na IGF1R signalizaci

(Linnerth NM., 2009).

2.6.12 Rakovina kuze

Buiiky melanomt reaguji v casném nadorovém stadiu na stimulaci pomoci IGF1 zvySenym

pfezitim, migraci a riistem. V pozdné primdrnich nebo metastatickych 1ézich jiz neni reakce
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na stimulaci IGF1 pfili§ vyrazné . Ve studii zkoumajici 36 biopsii melanomt byla vysoka
exprese IGF1R spojena se zvySenym poctem metastaz a kratSim prezitim pacientl (All-
Ericsson C., 2002).

IGF1 signalni draha ma vsak zasadni vyznam pro zachovani spravné odolnosti keratinocyti
na ultrafialové zafeni. Tato odolnost je diileZitd pro potlac¢eni onkogennich transformaci

v ktizi. U starnouci klize nachdzime snizenou expresi IGF1R, coz koreluje s faktem, ze 80%
rakoviny kiize se vyskytuje u pacienti starSich 60ti let. Pokud je IGF1R neaktivni v dobé UV
ozéfeni, keratinocyty maji mensi Sanci na pieziti a velké procento z keratinocytii projde
apoptézou. Nicméné nékteré prezivajici keratinocyty s poSkozenou DNA se mtiZzou i nadale

mnozit s moznosti karcinogennich mutaci (Lewis DA., 2010).

2.6.13 Leukémie

Pti sledovani déti s akutni lymfoblastickou leukémii (ALL) byly méfeny hladiny IGFs a jejich
vazebnych proteinti v dob¢ zjisténi diagnozy. Byly zjistény zvySené hladiny IGFBP2, nizké
hladiny IGFBP3, nizké IGF1 a IGF2 a normalni hladiny IGFBP1. Hladiny IGFBP2
fungovaly jako nezavisly faktor, ktery informuje o relapsu onemocnéni nebo selhdni 1écby
(Vorwerk P., 2005).

Studie zaméfena na urceni ulohy IGFIR pfi patogenezi (ALL) u déti i dospélych zjistila, Ze
IGFIR byl vyjadien u vSech 60 pacientii s ALL, exprese IGFIR byla signifikantné vyssi u
nove diagnostikovanych pacientii nez u pacientli v kompletni remisi a zdravymi kontrolami
(Kamel MM., 2008).

Studie zaméfené na urceni ulohy IGF signélni drahy u akutni myeloidni leukémie odhaluji
vyznamny vliv autokrinni produkce IGF1 pfi rozvoji onemocnéni. Specificka inhibice IGF1R
protilatkou proti IGF1R siln¢ utlumila fosforylaci a pfenos mitogenniho signalu do buiiky

(Chapuis N., 2010, Park S., 2010).

2.6.14 Sarkomy

U pacientit s Ewingovym sarkomem byly nalezeny vyznamné niz§i hladiny IGF1 a IGFBP3 a
vyznamn¢ vys$i hladiny IGF2 nez u zdravych jedincii. ZvySené hodnoty IGF2 byly spojeny
se snizenym prezitim pacientll. Po odstranéni nadoru se hladiny IGF1 i IGF2 vratily k
normalnim hodnotam (Avnet S., 2009). IGFIR byl identifikovan jako hlavni receptor pro

rastovy faktor v liniich bunék Ewingova sarkomu.
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Byly téZ popsany vysoké hladiny IGF2 u sarkomil vychazejicich z jinych nez kostnich tkani
(Sato R., 2004).

Po zablokovéni IGF1R specifickym inhibitorem dochazi k zablokovani buné¢éné proliferace a
spousténi apoptozy v bunéénych liniich Ewingova sarkomu (Martins AS., 2006).

Pti pokusech in vivo dochazelo u mysi, kterym byly aplikovany bunééné linie Ewingova
sarkomu, po podani inhibitort IGF1R v kombinaci s chemoterapii k synergickému lé€ebnému

efektu, ktery vyrazn€ inhiboval migrace, metastazy a angiogenezi.

2.6.15 Souhrnné tabulky inzulinu podobnych rastovych faktorii,
vazebnych proteint a nadori

Souhrnné ukazuji vztah naddorovych diagnéz a inzulinu podobnych ristovych faktort a jejich
vazebnych proteinil tabulky 6 a 7. Tabulka 6 ukazuje vztah sérovych hladin insulinu
podobnych riistovych faktorii a vazebnych proteinti. Tabulka 7 ukazuje vztah nadorovych

diagnéz a tkanové exprese insulinu podobnych rastovych faktor a IGF1 receptoru.
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Tab6: Souhrnna tabulka vztahu sérovych hladin IGF, IGFBP a niadorovych diagnoz

Diagnoza IGF1 IGF2 IGFBP3 | jiny IGFBP
Kolorektalni adenom ) X 1l | IGFBP1
Kolorektalni karcinom 11 X Tl | IGFBP1
Endometridlni karcinom 11 1 l X
Karcinom prsu 1 X 1 X
Ovaridlni karcinom 0 x ! X
Karcinom dé¢loZniho Cipku X 0 ! X
Karcinom prostaty 1 X ! x
Karcinom zaludku T X 1 X
Hepatocelularni karcinom ! x X X
Karcinom pankreatu Tl X T | IGFBP1
Adenom §titné zlazy ! X x X
Karcinom plic 1 1 ! x
Melanomy 0 X X X
Akutni lyfoblastickd leukémie ! ! ! 1 IGFBP2
Akutni myeloidni leukémie X X x X
Sarkomy ! 0 ! X

Vysvétlivky:

1 - zvySend hladina, | - sniZzena hladina, |- nalezeny zvysené i snizené hladiny

x - idaje nenalezeny

Tab7: Souhrnn4 tabulka lokalni produkce IGF, lokalni exprese IGF1R

a nadorovych diagnoz

Diagnoza

IGF1

IGF2

IGFI1R

Kolorektalni adenom

Kolorektalni karcinom

Endometrialni karcinom

Karcinom prsu

Ovarialni karcinom

Karcinom délozniho ¢ipku

Karcinom prostaty

Karcinom zaludku

Hepatocelularni karcinom

Karcinom pankreatu

Adenom §titné Zlazy

Karcinom plic

Melanomy

Akutni lyfoblastickd leukémie

Akutni myeloidni leukémie

Sarkomy

X X[ XXX X| XX X|X]|X]|X

XX X[ X2 IX|X|—=2|X|X[—=>—=>X|X]|X]|X

— o X o =

Vysvétlivky:

1 - zvySena tkanova produkce €i exprese, | - snizend tkanova produkce ¢i exprese

x - idaje nenalezeny
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2.7 Ostatni ristové faktory

2.7.1 HGF

HGF (Hepatocyte growth factor, hepatocytarni ristovy faktor) je parakrinné produkovany
rustovy faktor, ktery plisobi na riist, pohyblivost a diferenciaci bunék. Je vylu€ovan
mezenchymalnimi buitkami a funguje jako multifunk¢ni cytokin v bunkach predevsim
epiteloidniho ptivodu. Jeho schopnost stimulovat mitogenezi a invazivitu mu dava centralni
roli v angiogenezi, tumorogenezi a regeneraci tkani. Je vylu€ovano jako neaktivni polypeptid
a je Stépen serinovymi protedzami na 69-kDa alfa fetézec a 34-kDa beta-fetézce. Disulfidicky
muistek mezi alfa a beta fetézcem vytvaii aktivni, heterodimerickou molekulu. U¢inek HGF
na buriku je zprostfedkovan receptorem pro ristovy faktor hepatocytli (HGFR) nebo téz zvany
MET (Gallagher J.T., 2000).

MET je membranovy receptor, ktery je nezbytny pro embryondlni vyvoj a hojeni ran. HGF je
jediny zndmy ligand MET receptoru. Pii stimulaci MET rastovym faktorem HGF dojde ke
spusténi kaskddy MET signalni drahy, coz vyvolava fadu biologickych reakci, které spolecné
vedou k vysledku, znamém jako invazivni rast. MET vyvolava rlst nadoru, tvorbu novych
cév (angiogeneze), které dodavaji nddoru Ziviny a metastazy se §ifi do dalSich organt.
Signalni draha MET je deregulovana v mnoha typech lidskych nadorii véetné rakoviny ledvin,
jater, zaludku, prsu a mozku (Kemp L.E., 2006).

Na zakladé¢ soucasnych poznatkii byly vyvinuty blokatory MET receptoru, které se jiz
klinicky pouzivaji v onkologické 1é¢be, predevsim v indikacich pro gastrointestinalni a

renalni karcinom.

2.7.2 EGF

EGF (Epidermal growth factor, epidermalni riistovy faktor) je ristovy faktor, ktery hraje
dilezitou roli v regulaci bunécného riistu, proliferace a diferenciace. Lidsky EGF je protein o
molekulové hmotnosti 6045Da tvofeny 53 aminokyselinami a tfemi intramolekularni
disulfidickymi mustky. EGF se nachézi v lidskych krevnich destickach, makrofazich, moci,
slindch, mléku a plazmé. EGF tcinek na buiiky je umoznén specifickym receptorem EGFR.
Tento receptor, jinak také oznacovan HER1 patii do skupiny receptorti, které jsou spolec¢né

pro vice rustovych faktort. HER1 miiZze byt vyuzivan i ristovymi faktory jako je TGFa.
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EGFR je exprimovan na povrchu fady nadorti. V soucasné dobé jsou v klinickém pouziti
inhibitory EGFR a pouZivaji se predevsim v 1é€b¢€ karcinomu v oblasti hlavy, krku a
metastazujiciho kolorektalniho karcinomu. Tyto I¢ky dokazi kromé blokace receptoru tlumit 1

autokrinni produkci TGFa a VEGF v buiice (Dvorak B., 2004).

2.7.3 TGF

TGF (Transforming growth factor, transformujici riistovy faktor) slouzi k oznaceni dvou ttid
polypeptidovych ristovych faktorti, TGFa a TGFp. Dv¢ tfidy TGF vSak nejsou strukturalné
ani geneticky pfibuzné a plisobi prostiednictvim riiznych receptorii. Navic, ne vzdy vyvolavaji
bunécnou transformaci. TGFa hraje klicovou roli v transformaci lidskych bun¢k na nékteré
druhy nddort. Je syntetizovan v makrofazich, mozkovych bunkach a keratinocytech a
napomaha vyvoji epitelu. TGFa patii do skupiny EGF proteinti. TGFp existuje ve tfech
znamymi lidskych podtypech: TGFB1, TGFB2 a TGFB3. Tyto tfi subtypy hraji diilezitou roli
v etiopatogenezi onemocnéni pojivové tkané zndmé jako Marfaniv syndrom a pfi rozvoji
nékterych druht naddort (Matt P., 2009). Dale hraji klicovou roli pfi regeneraci tkani, bunécné
diferenciaci, embryonalnim vyvoj a regulaci imunitniho systému. VSechny proteiny skupiny
TGF byly piivodné charakterizovany jejich schopnosti navodit onkogenni transformaci v
urcitém systému bunécné kultury, jako napt. ve fibroblastech krysich ledvin. Pfidanim TGF
do normalni kultury fibroblasti ledviny potkant vyvolava u bunck téchto tkani
nekontrolovatelné mnoZzeni a riist (Runyan CE., 2005).

Utinky této tiidy riistovych faktort jsou zprostfedkovany dvéma réiznymi typy receptori.
TGFa vyuzivéa typ HER receptorti spole¢né s EGF. TGFp vyuziva odlisného typu receptorii
nazyvan¢ho TGFBR. Tento receptor se sklada ze dvou podtyptt TGFBR1 s TGFBR2.
Interakce s receptorem zacind vazbou na TGFBR2 podjednotku, ¢imz se aktivuje podjednotka
IGFBRI1, signal prostupuje membranou a §iii se dale do bunky. Cela TGFp signalni drdha
zasahuje svymi u€inky az na uroven transkripce. TGF signélni draha je zapojena do celé
fady bunécnych procest a nasledné je velmi siln€ regulovana. Tento druh receptorti vaze

celou skupinu podobnych ligandi, do které patii BMP (Bone morphogenetic proteins), GDF

(Growth and differentiation factors), AMH (Anti-miillerian hormone), Activiny, Inhibiny
(Nelson SM., 2007).
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2.7.4 VEGF

VEGF (Vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelidlni rastovy faktor) je protein
produkovany buiikami a stimuluje vasculogenezi a angiogenezi. VEGF je nazev celé
podskupiny ristovych faktort. Je to soucast systému, ktery obnovuje piisun kysliku do tkéni
v ptipad¢, ze krevni obéh nedostate¢né zasobuje tkan¢ kyslikem. Normalni funkci VEGF je
tvorba cév béhem embryonalniho vyvoje, novotvorba cév po zranéni svalil a kolateralnich cév
pro pfekonani mist s neprichodnym cévnim fecistém (Shah DK., 2010). Také nadory
nemohou rist bez dostate¢ného prokrveni. Buiiky nddort jsou schopné za podpory VEGF riist
a metastazovat. Produkce VEGF miiZe byt vyvolana v butikach, které maji nedostatek kysliku.
Utinek VEGF umoziuji VEGF receptory na endotelovych buiikach. Na zakladé znalosti o
fungovani signalni drahy pro VEGF byly vyvinuty léky blokujici VEGF receptory (Brown,
DM., 2009). Tyto Iéky jsou jiz v klinickém pouZiti a vyuzivaji se v onkologické 1écbé

pfedevsim generalizovaného karcinomu ledvin a gastrointestinalnich stromalnich tumord.

2.8 Nadorové markery

Nadorové markery jsou definovéany jako molekuly pfevazné proteinového charakteru, které
jsou pfitomny v organismu v diisledku vzniku a vyvoje maligniho procesu. Jejich vyskyt ve
tkani zhoubného nadoru a v télnich tekutinach souvisi s ristem nadoru a jsou produkovany
bud’ samotnym nadorem nebo jinymi tkanémi jako odpoveéd’ na maligni proces v organismu.

(Nekulova M., 1994).

2.8.1 CEA

Sérovy CEA patii k zdkladnim markeriim studovanym u rtiznych nadorovych lokalizaci. Jde o
onkofetalni glykoprotein s vysokym obsahem sacharidii o molekulové hmotnosti
180-200kDa. Za fyziologickych podminek je CEA produkovan ve vyvijejicim se embryu.

V dospélosti je omezené syntetizovan epitelidlnimi bunikami stfevni sliznice, zaludku a
bronchil. CEA patii do imunoglobulinové genové rodiny a podili se pravdépodobné na
procesu adheze a metastazovani bunék. CEA mé v soucasné dob¢ vyznam predevs§im pii
stagingu a monitorovani kolorektalnich karcinomd, karcinomt plic, prsu, mocového méchyie
a dalSich malignit. Z klinickych zkuSenosti vyplyva, Ze se nedd pouzit ani pro screening ani

pro primarni nebo diferencialni diagnostiku nddorovych onemocnéni. V prabéhu maligniho
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procesu je produkovan CEA nadorovou tkéni, jeho hladiny se vyrazné zvySuji pfedevsim ve
vztahu k celkové hmoté nddoru. Vzhledem k odbouravani jatry a vylu€ovani ledvinami je
jeho hladina zvySena u nemalignich postizeni téchto organti (hepatitida, selhdni ledvin atd.).
Hladinu CEA mtze téz zvySovat Crohnova choroba, stfevni polypy, onemocnéni plic,

pankreatitida, koufeni (Zaloudik L., 1999).

2.8.2 CA 153

Jde o glykoprotein o molekulové hmotnosti 290 kDa, antigen polymorfniho epitelidlniho
mucinu (PEM), nazyvany rovnézZ MUCI. V dospélosti je syntetizovan v epitelialnich bunikach
vyvodii mlécéné Z14zy, slinnych 714z a broncht.

V soucasné dobé se CA15-3 vyuziva predevsim k monitorovani nemocnych s karcinomem
prsu. Koncentrace CA 15-3 koreluji se stadiem onemocnéni. Pti 90 % specificité¢ dosahuje
senzitivita u nelécenych nemocnych pouze 20 - 40 %, u metastazujicich nadorti az 80 %.
Relaps onemocnéni byva charakterizovan senzitivitou CA 15-3 dosahujici 60 - 90 %.
Stanoveni CA 15-3 umoziuje predpoveédét ndvrat onemocnéni s predstihem nékolika mésict
pted detekci dostupnymi zobrazovacimi metodami. Dynamika zmén po terapii obvykle
koreluje s terapeutickym efektem. Stanoveni nelze pouzit pro screening nemocnych s
karcinomem prsu a stanoveni primarni nebo diferencialni diagnézy. Sérovou hladinu CA 15-3
mohou zvySovat benigni onemocnéni prsu, benigni naddory traviciho ustroji, jaterni cirh6za,
akutni a chronicka hepatitida, chronickd rendlni insuficience, chronické bronchitida a

pneumonie (Topol¢an O., 2007).
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3 Cil prace

Cil:
Sledovat vztah rastovych faktori popf. jejich vazebnych proteini u nadort z nékolika riznych

pohledii.
Pracovni hypotéza:

Umozni rastové faktory nebo jejich vazebné proteiny zlepsit diagnostiku a odhad progndzy

nadorového onemocnéni?
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4 Experimentalni cast

4.1 Metodika

Hodnotil jsem sérové hodnoty analyti u dvou souborti pacientd.

Prvni soubor ¢ital celkem 681 pacientli. U kazdého pacienta jsem vzal prvni méteni hladiny
IGF1 a rozd¢lil je na skupiny podle diagnézy. Vyloucil jsem pacienty s diabetem, protoze
diabetes mize ovliviiovat produkci IGF1. Podle histologického nalezu jsem pacienty rozd¢lil
do 4 skupin podle zjisténych diagnoz (tabulka 9). Pacienty v jednotlivych skupindch jsem
porovnal s normalnimi hodnotami laboratote s ohledem na vék. Hladiny IGF1 s v€kem
klesaji, pfi statistickém vyhodnoceni je nutné vzit v ivahu vék pacientd. Po statistickém
zpracovani vznikly 3 skupiny pacientl: sniZzena hladina, normalni hladina a zvySena hladina
IGF1 (tabulka 10 a 11). Ziskané hodnoty jsem pak porovnal s udaji vyhledanymi v literatufe
(tabulka 12).

Ve druhé ¢asti jsem se vénoval souboru 100 Zen s nadory prsu. Zejména jsem se zaméfil na
porovndni a statistické vyhodnoceni analytll u benignich a malignich nadort. Byly méteny
hodnoty nadorovych markert CEA a CA15-3, IGF1, IGFBP3 a rtstové faktory HGF, EGF,
TGF a VEGF jako soucast panelu ristovych faktort komeréné dostupného v systému
multiplexové analyzy Luminex. Co se ty¢e méfenych hodnot, do své prace jsme vzal posledni
méteni prislusného analytu pred operaci a prvni méfeni, 1 tyden po operaci. Hodnotil jsem
zmény hladin jednotlivych analytl pied operaci a po operaci. Pfedevs§im jsem se zaméfil na
rozdily mezi skupinami se zhoubnym a nezhoubnym nadorovym onemocnénim. Ze soubort
zen jsem vyloucil pacientky s diabetem. Sérové hladiny rstovych faktorti a zjeména IGF1
mohou byt diabetem ovlivnény, chtél jsme tedy predejit ovlivnéni vysledkl timto
onemocnénim. Vysledky ukazuje tabulka 14.

Déle jsem vyhledal v dostupné dokumentaci tidaje o klinickém hodnoceni pacientek a rozdélil
skupinu s maligni nadorovou diagnézou do ¢tyt podskupin podle zjisténého stadia
onemocnéni. Protoze se pfedoperacni a pooperacni hladiny jednotlivych analytl vyznamné
nelisily, zabyval jsem se v podrobné&j$im rozdéleni pouze hladinami pfedoperaénimi.

Vysledky je mozné vidét v tabulkéach 15 — 22. Zjisténé vysledky jsem vynesl do grafti 1 - 8.
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4.1.1 Odbér vzorku

Vzorky zilni krve byly odebirany nabérovym systémem VACUETTE firmy Greiner Bio-one,
Rakousko. Krev byla centrifugovéana pti 1700xg po dobu 10 min. Ziskané sérové vzorky byly
bez odkladu zamraZeny a uchovavany pfti -80°C. Vzorky byly rozmrazeny pouze 1x a to pfed

vlastni analyzou.

4.1.2 Pouzité imunoanalytické metody

Pro stanoveni IGF1 v séru byla pouZita radioizotopova souprava IRMA IGF1 firmy
IMMUNOTECH, Francie. Stanoveni IGFBP3 bylo provedeno soupravou IRMA IGFBP3
firmy DiaSource, Belgie. Sérové hladiny CEA a CA 15-3 byly stanoveny analytickym
systémem DxI firmy Beckman Coulter (USA). Pro stanoveni riistovych faktorit HGF, EGF,
TGF a VEGEF byl pouzit multiplexovy panel XMAP Luminex systém od firmy MERCK
(USA).

Immunoradiometrické stanoveni (IRMA) patii mezi nekompetitivni immunoanalyticka
stanoveni. V obou pouzitych IRMA soupravach je vyuzit princip fixace jedné protilatky na
pevnou fazi (plastovou sténu zkumavky). Po pfidani séra s analytem (antigenem) se tento
vaze na protilatku fixovanou na st€én€¢ zkumavky. Po promyti a odstranéni nenavazaného
zbytku antigenu je ptidana druha protilatka (tracer) znatena I'**. Po odmyti nenavazaného
traceru nasleduje méfeni vazané radioaktivity. Vazana radioaktivita je pfimo umeérna

koncentraci analytu ve vzorku (Ekins RP., 1979).

Analyticky systém DxI je zaloZen na principu imunoenzymatické chemiluminiscencni
anylyzy. Dvé monoklondlni protilatky reaguji se dvéma epitopy analytu (antigenu). Jedna
protilatka je vazana na magnetickych ¢asticich, druha na sob¢ nese alkalickou fosfatazu. Po
inkubaci nasleduje magneticka separace a promyti. Pak je pfidan chemiluminiscen¢ni substrat
a po reakci s alklaickou fosfatdzou nasleduje luminometrické méteni. Svétlo vytvofené touto

reakci je pfimo imérna koncentraci analytu (Price CP., 1997).
Principem multiplexové imunoanalyzy je vazba antigenu na protildtku navazanou na povrch

barevné kédovanych mikrokuli¢ek. Mnozstvi navdzané latky je stanoveno diky druhé

protilatce spojené s fluorescen¢ni molekulou. Méfeni probihéd na specialnim pratokovém
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cytometru, ktery urcuje jednim laserem spektralni koéd kulicky (druh analytu) a druhym
laserem mnozstvi navazané druhé protilatky (kvantitu analytu). Koncentrace jednotlivych
analytd jsou vypocteny na zéklad¢ standardnich kalibra¢nich kitivek. Tento postup
kombinujici imuoanalyzu a pratokovou cytometrii umoznuje stanoveni teoreticky az 100

analytd v jediném alikvotu vzorku o objemu 10-50 mikrolitrii (Vrzalova J., 2009).

4.2 Soubory pacientu

Prvni soubor ¢ital celkem 681 pacientli. Jednalo se o sérové vzorky, které byly zpracovany
v Imunoanalytické laboratofi ve FN v Plzni za obdobi let 2000 — 2008. V tomto souboru byly
obsazeny vysledky pacientl s kolorektdlnim karcinomem, karcinomem plic, prsu a prostaty.

Vékové rozlozeni pacientii uvadi tabulka 8.

Tab8: RozloZeni véku pacientii v souboru hodnot IGF1:

Diagnéza Pocet Median véku Min - Max
pacientii (roky) (roky)
Kolorektalni karcinom 401 67 23 -87
Karcinom plic 71 62 44 - 78
Karcinom prsu 121 57 16 — 82
Karcinom prostaty 88 66 50 - 81

Druhy soubor obsahoval vysledky pacientek s nddorem prsu. Soubor jsem rozdélil na dvé
podskupiny podle typu nddoru — maligni a benigni. Prvni podskupina ¢itala 89 zen s malignim
nadorem prsu. Druhé podskupina obsahovala 21 Zen s benignim nadorem prsu, vétSinou
fibroadenomem. Vzorky pacientskych sér byly zpracovany v Imunoanalytické laboratofi ve
FN v Plzni v obdobi let 2008 — 2010. Vekova charakteristika obou podskupin zen v dobé

stanoveni diagndzy je obsazena v tabulce 13.

Tab13: RozloZeni véku pacientek v souborech nadori prsu:

Diagnéza Pocet Median véku Min - Max
pacientii (roky) (roky)
Maligni 89 65 28 — 84
Benigni 21 42 17-71

Pokud se podivame na vékové slozeni jednotlivych skupin, je patrny signifikantni v€kovy
rozdil mezi obéma skupinami (p<0,0001). Skupina s benignim nddorovym onemocnénim je

mladsi s medianem véku 42 let neZ skupina s malignim nadorem s medidnem veku 65 let.

36




Vekovy rozdil mezi obéma skupinami jsem musel vzit v tvahu pifi vyhodnocovani hladin

IGF1, které se s vékem snizuje.

4.3 Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouZit software SAS 9.2 (Statistical Analysis Software
verze 9.2).

U souboru pacientil s karcinomem kolorekta, plis, prsu a prostaty byly vypocitany absolutni a
relativni Cetnosti zvySenych a snizenych koncentraci IGF1 s intervalem spolehlivosti 95%.
Podil zvySené/snizené koncentrace IGF1 byl srovndn binomickym testem s 5%. Byly
spocitany souhrnné statistiky (prumér, median, min, max) pro dany vék a IGF1. Pro
porovnani distribuce koncentraci IGF1 mezi diagndzy byl pouZit neparametricky Kruskal-
Wallisiiv test.

U soubortl Zen s nadory prsu byly spocitany souhrnné statistiky (primér, medidn, min, max)
pro dany vék a jednotlivé analyty. Pro porovnani koncentraci analytii u malignich a benignich

diagno6z byl pouzit Wilcoxontv test.
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4.4 Vysledky

4.4.1 IGF1 a karcinom kolorekta, plic, prsu a prostaty

Tabulka 9 uvadi medidny koncentraci a dosazené minimalni a maximalni koncentrace IGF1

ve skupinach jednotlivych diagn6z bez vékového rozliseni.

Tab9: Diagnozy a rozloZeni hodnot IGF1 u pacientii bez vékového rozliseni:

Diagnéza Pocet Median koncentrace Min - Max
pacientii (ng/ml) (ng/ml)
Kolorektalni karcinom 401 148 2-559
Karcinom plic 71 227 47 - 483
Karcinom prsu 121 186 24 -474
Karcinom prostaty 88 192 47 - 481

Vysledky statistického zpracovani a porovnani s normalnimi hodnotami pro 95% populace

ukazuji tabulka 10 a 11.

Tab10: Diagnézy a rozloZeni hodnot pacientii se stanovenym IGF1

Diagnéza SniZena Normalni ZvySena Celkem
hladina hladina hladina pacienti
Kolorektalni karcinom 65 280 56 401
Karcinom plic 3 41 27 71
Karcinom prsu 9 98 14 121
Karcinom prostaty 8 51 29 88
Celkem pacienti 85 470 126 681

Tab11: Diagnézy a rozloZeni hodnot pacientii se stanovenym IGF1

Diagnéza SniZena Normalni ZvySena
hladina (%) hladina (%) hladina (%)
Kolorektalni karcinom 16 70 14
Karcinom plic 4 58 38
Karcinom prsu 8 81 12
Karcinom prostaty 9 58 33

V tabulkach je vidét, Ze procenta zvySenych hodnot u vSech diagnéz statisticky vyznamné

prevysuji 5%.

Nejvyssi procento zvySenych hodnot je u nadort plic (38%) nasledované nadory prostaty

(33%). Nejméné vyrazné zvyseni je u nadort prsu (12%).

Pokud se podivame na skupinu kolorektalniho karcinomu, tak vidime, Ze statisticky

vyznamné je jak zvySeni (14%), tak rovné€Zz i snizeni (16%).
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Tab12: Porovnani hodnot IGF1 s literaturou

Diagnéza SniZena Normalni ZvySena Trendy
hladina (%) | hladina (%) hladina (%) z literatury
Kolorektalni karcinom 16 70 14 Tl
Karcinom plic 4 58 38 Tl
Karcinom prsu 8 81 12 1
Karcinom prostaty 9 58 33 T (1))

Pti porovnani s literaturou (tabulka 12) vykazovali pacienti v souboru kolorektalniho

karcinomu shodu se souhrnnymi vysledky z literatury. Téméft stejné procento hodnot IGF1

bylo jak snizené, tak zvysSené.

U karcinomu plic jsem nalezl vyznamné vyssi procento zvySenych hodnot oproti

snizenym hodnotam.

Hodnoty IGF1 v naSem souboru karcinomu prsu vykazovaly statisticky nepfilis

vyznamnou pievahu zvySenych hodnot.

U karcinomu prostaty jsem v literatufe nalezl pouze n€kolik malo studii, kde bylo

zvyseni neptesvédcive, proto jsou symboly pro soucasnou piitomnost zvySenych a snizenych

hladin uvedeny v zavorkach. Soubor z FN Plzenn vykazoval vyznamnou pfitomnost

zvySenych hladin IGF1.

39




4.4.2 Nadorové markery, ristové faktory, IGFBP3 a nadory prsu

Vysledky shrnuje tabulka 14. Jsou zde uvedeny piedoperacni a pooperacni hodnoty

jednotlivych analyti u obou souborti Zen (maligni i benigni nador) a statistické zhodnoceni.

Tab14: Porovnani hladin jednotlivych analytii u malignich a benignich

nadori prsu pied operaci a po operaci

Analyt (jednotky)

CEA pred operaci  (pg/l)
CEA pred operaci

CEA po operaci

CEA po operaci

CA153 pred operaci (KIU/)
CA153 pred operaci

CA153 po operaci

CA153 po operaci

IGF1 pied operaci (ng/ml)
IGF1 pred operaci

IGF1 po operaci

IGF1 po operaci

IGFBP3 pred oper. (ng/ml)
IGFBP3 pied operaci
IGFBP3 po operaci
IGFBP3 po operaci

HGF pred operaci (pg/ml)
HGF pted operaci

HGF po operaci

HGYF po operaci

EGF pred operaci (pg/ml)
EGF pred operaci

EGF po operaci

EGF po operaci

TGFa pied operaci (pg/ml)
TGFa pied operaci

TGFa po operaci

TGFa po operaci

VEGEF pied operaci (pg/ml)
VEGF pred operaci

VEGF po operaci

VEGF po operaci

Pocet
pacienti

89
21
67
13
89
21
67
13
81
21
67
13
89
21
67
13
85
21
66
13
86
21
66
13
86
21
66
13
86
21
66
13

Prumér

2,32
1,75
1,95
1,54
14,1
11,7
13,5
12,0
175
248
153
256
3618
3898
3575
4054
3370
1799
3572
1871
327
366
312
297
22,2
16,9
25,7
24,6
1441
3656
1359
2956

Median

1,50
1,20
1,10
1,25
11,0
11,0
10,0
12,0
166
237
145
221
3683
3739
3475
3842
2676
1597
2764
1363
279
342
199
218
14,0
12,2
17,4
19,7
322
1009
533
1084

Min.

0,50
0,50
0,50
0,50
10,0
10,0
10,0
10,0
24,0
92,0
18,0
81,0
2203
2182
2042
2614
262
248
393
654
33,2
105
45,4
122
4,9
3,6
4.4
7.4
16,0
16,0
16,0
16,0

Vysvétlivky: maligni nador, benigni nador, statisticky vyznamné

*hodnoty p-value po adjustaci na vék
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Max.

33,7
5,10
25,3
5,30
78,0
17,0
81,0
16,0
384
521
341
708
6637
7121
6480
6213
21838
6861
11135
3531
2115
776
848
626
142
66,8
127
63,3
10362
15332
12656
10000

p-value
Wilcoxon
test

0,5753
0,6793
0,2878
0,9777
0,6292*
0,1997%*
0,4223
0,1087
0,0016
0,0046
0,1393
0,8480
0,3567
0,7762
0,2024

0,1334



Protoze, jak jsem uvedl v metodické ¢asti, se predoperacni a pooperaéni hladiny jednotlivych
analyti vyznamné neliSily, zabyval jsem se v podrobnéjSim rozdéleni pouze hladinami
ptedoperac¢nimi.

Vysledky po rozdéleni do jednotlivych podskupin je mozné vidét v tabulkach 15 — 22. Pro

vétsi nazornost jsem zjisténé vysledky vynesl i do grafti 1 - 8.

Tab15: Prehled hladin CEA u Ca prsu pred operaci

Stadium chet . Priumér Median Min Max
pacientu
| 48 1,7 1,4 0,5 7,4
ITIA 22 3,3 1,3 0,5 33,7
11B 12 3,0 2.4 0,9 7,3
I11B 3 3,7 3,7 2.8 4,6

hodnoty koncentraci CEA v pg/l

Grafl:

CEA pred operaci

3,5

25

1,5

0,5

IA A 1B B
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Tab16: Prehled hladin CA15-3 u Ca prsu pied operaci

Stadium chet . | Pramér Median Min Max
pacienti

| 48 13,3 11,5 10,0 26,0

IIA 22 12,8 11,0 10,0 24,0

1IB 12 12,8 10,5 10,0 20,0

111B 3 42,0 30,0 18,0 78,0

hodnoty koncentraci CA15-3 v kIU/1

Graf2:

CA15-3 pred operaci

IA A B B
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Tab17: Prehled hladin IGF1 u Ca prsu pied operaci

Stadium chet . Prumér Median Min Max
pacientil
| 48 181 168 24 369
ITA 22 186 162 71 384
11B 12 175 180 32,0 381
I11B 3 69,7 51,0 48,0 110

hodnoty koncentraci IGF1 v ng/ml

Graf3:

IGF1 pred operaci
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Tab18: Prehled hladin IGFBP3 u Ca prsu pied operaci

Stadium chet . |  Pramér Median Min Max
pacientu

| 48 3564 3645 2532 4864

ITA 22 3770 3703 2719 6637

1IB 12 3678 3866 2203 4802

I11B 3 3286 3142 2616 4100

hodnoty koncentraci IGFBP3 v ng/ml

Graf4:

IGFBP3 pied operaci
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Tab19: Prehled hladin HGF u Ca prsu pred operaci

Stadium chet . | Prameér Median Min Max
pacientu
| 47 2796 2748 323 7893
A 20 3396 2236 1004 13783
11B 12 4002 2988 262 15856
I11B 2 12585 12585 3331 21838

hodnoty koncentraci HGF v pg/ml

Grafs:

HGF pfed operaci
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Tab20: Prehled hladin EGF u Ca prsu pied operaci

Stadium chet . | Pramér Median Min Max
pacientu
| 47 293 237 33 1924
1IA 20 319 356 104 632
11B 12 360 318 87.8 738
111B 3 854 266 183 2115

hodnoty koncentraci EGF v pg/ml

Graf6:

EGF pred operaci
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Tab21: Prehled hladin TGFa u Ca prsu pred operaci

Stadium chet . | Pramér Median Min Max
pacientu
I 47 24,0 12,8 4,9 141
IIA 20 21,5 16,8 5,0 59,0
11B 12 20,1 16,9 7,5 47,1
I11B 3 16,5 12,1 8.5 29,0

hodnoty koncentraci TGFa v pg/ml

Graf7:

TGFa pred operaci
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Tab22: Prehled hladin VEGF u Ca prsu pred operaci

Stadium chet . | Prameér Median Min Max
pacientu

| 47 1624 365 16 10362

ITA 20 1117 704 31,8 4006

11B 12 1565 246 85,1 10165

I11B 3 1017 269 91,5 2690

hodnoty koncentraci VEGF v pg/ml

Graf8:

VEGF pred operaci
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5 Diskuze

Kdyz jsem sestavoval tabulky, které je mozné vidét na zavér teoretické ¢asti, pochopil jsem,
ze hledat zavislosti mezi sérovymi hladinami IGF1 a nadory nebude lehké. Tabulky jsem
dokon¢il v lednu tohoto roku, takze tdaje v nich obsazené jsou dosti aktualni. Zabyval jsem
se pouze vysledky studii publikovanych od roku 2005. Ve vztahu sérovych hladin a nadort
(tabulka 6) se nedaji vysledovat zddné obecné zavislosti mezi sérovymi hladinami IGF,
IGFBP a nadory. Je proto nutné zabyvat se kazdou diagnézou oddélené. U konkrétnich
diagno6z je mozné jiz vysledovat urcité trendy.

Pokud pokroc¢ime pii honoceni vztahu systému IGF k nadortim na roven tkdnovou
(tabulka7), zjistime, Ze obecnym rysem, ktery se pfi sumarizaci vysledkl potvrdil, je tkanova
exprese IGF1 receptoru. Tato exprese je znakem progrese nadorového onemocnéni a
negativnim prognostickym faktorem. Buniky takto vybavené intenzivné rostou a jsou odolné
vici apoptdze. Tkanovymi expresemi jsem se vSak dale ve své praci nezabyval. Mym cilem

bylo zhodnotit vztah sérovych hladin.

Diky mnohaleté uzké spolupraci imunoanalytické laboratoie s dal§imi pracovisti FN v Plzni
jsem mél k dispozici velky soubor pacienti k hodnoceni sérovych koncentraci IGF1 a téz
pomérné velké mnozstvi vysledkli s IGFBP3.

Ve skupiné s kolorektalnim karcinomem se podle literatury nedala vysledovat zadna zavislost
se zménami hladin IGF1. N4s soubor se choval stejné. Vyskytovaly se zde zvySené, snizené i
normalni hodnoty. Jedinou prokazatelnou zavislosti tedy ziistava skutecnost, Ze u pacientl

s akromegalii nachazime zvySené mnozstvi adenomatoznich polypti tlustého stieva.

V dusledku zvySenych hladin ristového hormonu maji tito pacienti téZ zvySené hladiny IGF1.
V nékolika nezavislych studiich byl jasn¢ prokazan zvySeny vyskyt téchto polypi pii
pravidelnych endoskopickych vySettenich. U pacientt, u kterych neni riistova porucha tohoto
typu pfitomna, neni mozné vysledovat Zddnou zavislost mezi hladinami IGF1 a nadory
tlustého stieva.

V podskupiné s nadory plic ve skupiné z nasi laboratote ptevazovaly vyssi hodnoty nad
niz§imi hodnotami, coz Gplné€ nekoresponduje s trendy nalezenymi v literatute. Pokud se na
celou zalezitost podivame podrobnéji, nachéazeli se v nasi skupiné€ pacienti s nddory pievazné
ve vy$$im stadiu, kteti byli nabrani v souvislosti s chirurgickym vykonem provadénym na
chirurgické klinice. Ve studiich, které byly k dispozici, byly hodnoceny hladiny IGF1 a

IGFBP3 pfi prvozachytech plicnich nadort. Dale bylo jednozna¢né prokazéano, Ze v nadorové
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tkani byla zvySena parakrinni produkce IGF1 a pfitomno velké mnoZzstvi IGF1 receptort.
Parakrinni produkce se ale promita do celkovych sérovych hladin jen nepatrné a tudiz zvySené
sérové hladiny IGF1 nalezené u pokrocilejsich stadii plicnich nddori nemohou byt se
zvysenou produkcei IGF1 ve tkdnich spojovany.

U podskupiny s nadorem prsu pouze lehce prevazovaly zvySené hladiny nad snizenymi.

Studiu systému IGF1 u nadorti prsu byla vénovana v odborné literatufe velka pozornost.
Studie byly provedeny na velkych souborech Zen v riznych ¢astech svéta. Studie s nejvetsimi
pocCty zen ukazaly, ze vyssi hladiny IGF1 pfispivaji ke zvySeni rizika nddoru prsu. V souboru,
ktery jsem mél k dispozici, nebyl tento trend tak vyrazny.

U podskupiny s karcinomem prostaty se v souboru z nasi laboratote vyskytla prevaha
zvySenych vysledkl nad snizenymi. V literatuie vyrazné pievazuji nazory, Ze zvysené hladiny
IGF1 maji souvislost se rakovinou prostaty, ale zejména s pokrocilejsimi fazemi. Coz je
podobny zavér jako u nadori plicnich, ov§em zcela opacny nez u naddort tlustého stieva a
prsu, kde se predpoklada spise souvislost s ¢asnéjSimi stadii nadorti. Zajimavym a do té doby
neznamym postupem bylo hodnoceni poméru IGF1/PSA, ktery byl v jedné studii (Djavan B.,
1999) pouzit ohledn¢ predikce rizika karcinomu prostaty a autofi ptekvapiveé vyzdvihovali
jeho vypovédni hodnotu. J& jsem vSak podobné hodnoceni u svého souboru pacientii
neprovadél, protoze jsem presvédCen o tom, ze soucasné hodnoceni s vyuzitim jednotlivych
frakci PSA je dnes ,,zlatym standardem a dalsi cesta sméfuje k dal§imu vylepSeni a zptesnéni

této metodiky (Klecka J., 2010).

Ve druhém oddilu experimentalni ¢asti jsem se zaméfil na skupinu zen s nddory prsu.
Karcinom prsu je nej¢astéjsi typ nadoru u Zen a podle statistik WHO postihuje 1/5 Zen.
Mortalita ma tendenci mirného, ale vytrvalého vzestupu s velkymi variacemi mezi
jednotlivymi zemémi, které jsou v ramci statistik WHO sledovany. I kdyZ se terapeutické
moznosti nddoru prsu kazdy rok zlepsuji a na trh jsou uvadény nové generace onkologickych
1é¢iv, v€asna diagnostika vyrazné€ zvySuje Sance na UspeSnou [écbu a preziti pacientek. Ke
spravné strategii &by piispiva i zjisténi typu naddoru a jeho agresivity. Ve své praci jsem si
polozil otazku, zda by nebylo moZné pouZzit riistové faktory pro rychlejsi orientaci

v klinickém stavu pacientek jest¢ pfed biopsii a histologickym vySetfenim.

Skupina Zen sledovana v tomto druhém oddilu experimentalni ¢asti byla odlisna od skupiny
hodnocené v prvnim oddilu. Vysledky byly shromazd’ovany od roku 2008 a do studie jsem

cilené zafadil pouze ty Zeny, u kterych bylo mozné dohledat histologické a jiné udaje. Tim, ze
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jsou zZeny sledovany ve specializované ambulanci chirurgické kliniky, je zajiSténa piesnost a
dostupnost klinickych tdaji. Bylo tedy mozné rozd¢lit soubor dle diagndzy na skupinu
benignich nadora (fibroadenomii) a malignich nadorti. Porovnanim hladin analyta v téchto
skupinach bylo mozné zjistit, zda se néjak vyznamné lisi. Nabéry pied operaci a po operaci
byly provedeny proto, Ze jsem si chtél byt jist, zda nebudou hladiny analyti opera¢nim
zakrokem né&jak ovlivnény. Koncentrace vSech analytii v séru se ale operaci vyznamné

nezménily. Mohl jsem tedy pfikrocit k vyhodnoceni vysledki v obou skupinéach zen.

Nadorové markery jsem se rozhodl pouZit pro porovnani piinosu ristovych faktort

v nadorové diagnostice proto, ze chovani nadorovych markert je v klinické praxi jiz dobie
zmonitorovano a jejich soucasné misto v nadorové diagnostice je vicemén¢ jasné.
Porovnanim vysledkti nddorovych markert a ristovych faktort jsem tedy mohl zjistit, jak se
RozliSeni maligni formy nadoru od benigni formy je s pouZzitim klasickych nadorovych
markeru stale pon¢kud problematické. Ve vétSin€ ptipadd u benignich nadorti nachazime téz
lehce zvysené hladiny nddorovych markert a dale existuje cela fada faktorti, které
nespecificky zvysuji hladiny téchto analytl (jaterni cirh6za, akutni a chronicka hepatitida,
chronicka rendlni insuficience, chronicka bronchitida a pneumonie, koufeni) a tim jeste vice
snizuji praktickou vyuzitelnost nddorovych markerti k rozliSeni benignich a malignich nadori
v Casnych stadiich. Porovname-li hodnoty nddorovych markerti mezi skupinou s maligni a
benigni diagnézou, zjistime, Ze zadny signifikantni rozdil ani u CEA a ani u CA15-3 nebyl
nalezen.

Podle v soucasné dobé uznavané teorie by mély byt zvysené hladiny IGF1 rizikovym
faktorem pro vznik a vyvoj nadorti a vysoké hladiny hlavniho vazebného sérového proteinu
IGFBP3 by mély mit u¢inky spise kanceroprotektivni (Svobodova S., 2011). Nase vysledky
tedy na prvni pohled nepotvrzuji tuto teorii. Pokud se zaméfime na to, zda by mohl byt IGF1
spolu s IGFBP3 néjak ndpomocen k rozliSeni benignich a malignich naddord, musime
odpovédét, Ze ne. IGF1 je produkovan v jatrech a jeho zvySené hladina v séru neni pfimym
nasledkem rozvoje nddorového onemocnéni, spiSe jednou z pficin vzniku nadoru samotného.
Na vzniku nadoru se samoziejmé téz mtze podilet zvySend parakrinni produkce IGF1 ve
tkanich (Tomizawa M., 2010). Tato produkce se vSak na celkovych hladinach IGF1 v séru
projevi jen nepatrné. Dllezitym bodem v hodnoceni IGF1 byla adjustace na veék. Produkce

IG1 se s vékem snizuje. Pokud jsem nevzal v Givahu vékové hledisko, dostaval se rozdil mezi
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maligni a benigni skupinou do statisticky vyznamnych hodnot, coz by vSak bylo v tomto
ptipad¢ vzhledem k rozdilnému vékovému sloZeni obou skupin nespravné hodnoceni.
Ristovy faktor HGF se da podle vysledki fady studii povazovat za marker progrese
metastatického procesu u karcinomu prsu. NasSe zjisténi ohledné HGF je v souladu s témito
nazory. Hladiny HGF jsou vyrazné¢ vyssi u malignich nadort (pfibliZzné dvojnésobné) nez u
benignich. Po statistickém hodnoceni vychéazi u predoperac¢nich hodnot p=0,0016 a
pooperacnich hodnot p=0,0046.

proliferace a diferenciace bun¢k. Dokonce se jiz v onkologické praxi pouzivaji Iéky blokujici
EGF receptor. Jednou z indikaci je i 1écba karcinomu prsu. Tyto 1éky predstavuji nejnovejsi
generaci onkologickych I€ki a jsou do nich vkladany velké nadéje. Léky na blokovani EGF
receptoru mohly byt vyvinuty diky tomu, Ze se podatilo dobie zmapovat celou signalni drahu
EGF (Avnet S., 2010). Navzdory tomuto velkému piinosu EGF pro 1é€bu nadorti, neni tloha
EGF v nadorové diagnostice piili$ jasnd. V nasem souboru zen se EGF neukazal jako vhodny
marker jak pro odliSeni benignich a malignich tumort, tak pro monitorovani tspéSnosti 1écby.
Maximalni pfedoperacni hladiny byly sice u skupiny pacientek s malignim nddorem vyssi nez
u benignich diagndz, ale primér i median hodnot EGF byl vyssi u skupiny s benignim
nadorovym onemocnénim.

TGF, v nasem piipadé TGFa hraje dilezitou roli v regeneraci tkani a regulaci imunitniho
systému. Na druhou stranu je TGFa schopen vyvolat onkogenni transformaci v urcitych
bunécnych kulturach. Pacientky s vysokymi hladinami TGFa mé&li progresi onemocnéni nez
pacientky s niz8i hladinou. Coz tedy opraviiuje k vytvoreni teorie, Ze maligni nadory by mély
byt spojeny s vys$imi hladinami TGFo . V naSich souborech pacientek jsme vsak nic takového
nezjistili. Sérové hodnoty TGFa nebyly signifikantné odliSné u malignich a benignich nadort
a téz na operacni zakrok nereagovaly.

Uloha VEGF v organismu spo¢iva v napomahani obnovy a novotvorby cév véetng
vaskularizace nddorové tkané. Zvysené hladiny VEGF jsou povazovany za signal rlstu a
agresivity naddoru. V nasem pfiipadé¢ se toto nepotvrdilo. Rozdily mezi benignim a malignim

nadorovym onemocnénim nebyly statisticky vyznamné.

Nyni podrobnéji o skupiné Zen s maligni nddorovou diagndzou.
Oba nadorové markery CEA a CA15-3 potvrdily dosavadni klinické zkuSenosti a se

zavaznosti stadia se jejich hladiny zvySovaly.
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V analyze dart podle nadorovych stadii se ukazal zajimavy vyvoj hladin IGF1, ktery
koresponduje s teorii, kterd byla vyslovena v souvislosti s nddory kolorekta a také prsu, a to
ze vysoké hladiny IGF1, které podporuji nddorovou transformaci bunék jsou piitomny
pfedevsim v ¢asnych stadiich nadoru prsu a v pozdnéjsich stadiich hladina IGF1 klesa.
Hladiny IGFBP3 by m¢ly spiSe snizovat riziko nddorového zvratu. V. mém ptipad¢ hladiny
IGFBP3 kopirovaly vyvoj hladin IGF1. CoZ se da pravdépodobné pfi¢itat tomu, Ze se
snizujici hladinou IGF1 se snizuji téZ naroky na mnozstvi jeho hlavniho sérového vazebného
proteinu a proto i hladiny IGFBP3 klesaji.

Ristovy faktor HGF pozitivné koreloval se zdvaznosti nddorového onemocnéni. Toto je

v souladu s ndlezem v dostupné literatufe.

stadiem. Tento vyvoj je v souladu s pfedstavou EGF jako prorustového pisobku.

Hladiny TGFa negativné korelovaly se zdvaznosti nddorového onemocnéni. Coz zapada do
obrazu TGFa jako nddorového onkogenu. Poté, co TGFa pfispéje svou mérou k nddorové
transformaci, vyznam jeho role se v dal§im vyvoji nddorového onemocnéni snizuje.

Ristovy faktor VEGF nevykazoval Zadnou korelaci se stadiem nadorového onemocnéni. Pti
potiebé jeho plsobeni je VEGF produkovan ptimo ve tkanich, kde je nizsi ptivod kysliku, nez
je aktudlni potfeba. Autokrinni a parakrinni produkce se v sérovych hladinaich VEGF

neprojevuje.
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6 Zaveéer

1) Bylo vysetieno IGF1 u souboru 681 pacientti s nasledujicimi typy nddort: karcinom
kolorekta, plic, prsu a prostaty.

2) Dale bylo vySetteno 100 Zen s benignim a malignim nadorem prsu.

3) HGF je jedinym ristovym faktorem ktery ma statisticky vyznamné vyssi sérové hladiny u
malignich nadorovych diagnéz nez u benignich.

4) Rustovy faktor HGF pozitivné koreluje se zavaznosti nddorového onemocnéni.

5) Pfi hodnoceni IGF1 je nutné brat v ivahu vékové hledisko a pti vékove odlisnych
skupinach ziskané vysledky adjustovat na vék. Pokud se v€kové hledisko nevezme v tvahu
miZze dojit k nespravné interpretaci vysledki.

6) IGF1 u nadori nadori kolorekta ma piiblizné€ stejné procento zvySenych i snizenych
vysledkd, coz koreluje se zavery z literatury.

7) U néadort prostaty jsem zjistil vyraznou ptevahu zvySenych hodnot IGF1. Tento nélez
souhlasi se zavéry z literatury.

8) U nadort plic pfevazovaly vyrazné vyssi hodnoty IGF1 coZ nekoresponduje s nalezy

v literatufe.

9) U néadort prsu lehce pievazovaly vyssi hodnoty IGF1 nad niz§imi. V dostupné literatute
byla ptevaha vysokych hodnot vyrazné vyssi.

10) Sérova variabilita hladin IGF1 je zna¢na a u kazdého typu nddoru se vyviji jinym
zplisobem.

11) Nadorové markery neni mozné pouzit k diferencialni diagndze benignich a malignich
nadord.

12) Sérové hladiny rastovych faktorti a IGFBP3 se po operaci signifikantné nemeéni.

13) Nadorové markery koreluji se zdvaznosti onemocnéni.

14) IGF1 spolecné s IGFBP3 dosahuji vyssich hladin v ¢asnéjsich stadiich nadoru prsu a ve
vyS§$im stadiu onemocnéni se jejich hladina snizuje.

15) Rastovy faktor EGF pozitivné koreluje se zavaznosti nadorového onemocnéni, zavislost
vSak neni tak linearni jako u HGF.

16) Sérové hladiny TGFa negativné koreluji se zdvaznosti nadorového onemocnéni.

17) Sérové hladiny VEGF nikterak nekoreluji se zavaznosti nddorového onemocnéni.

18) Multiplexova analyza xXMAP Luminex se ukazuje jako velice pfinosna pii sledovani

etiopatologie nadorovych onemocnéni. Umoziuje sledovat pfedev§im vzajemné vrtahy mezi
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jednotlivymi markery biologické aktivity. Snizuje spotfebu biologického materialu, je rychla

a finan¢n¢€ vyhodna .

7 Zavéry pro klinickou praxi:

1) Sledovani rstovych faktor neni vhodné pro rutinni diagnostiku.

2) Pouze HGF se jevi perspektivnim diagnostickym a prognostickym markerem.

3) Naprosto vyznamnou a nezastupitelnou roli v§ak maji ristové faktory a IGFBP3 ve
zkoumani procest v lidském téle na bunécéné trovni. Protoze jiz znadme fungovani celych
signalni drah je moZné pouzit riistové faktory téZ jako vhodné indikatory pfi ovérovani
zformulovanych teorii o plisobeni riznych latek pfimo na bunku (fyziologické riistové a
metabolické procesy, jejich poruchy, plisobeni 1éku a jinych chemickych latek apod.). Téz je
mozné, ze pres velké mnozstvi nashroméazdénych vysledkti z mnoha studii, nam piece jen
unikaji urcité souvislosti, které mohou byt objeveny v budoucnu a rstové faktory nabydou

vyssiho vyznamu i v kazdodenni klinické praxi.
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8 Perspektivy

Prace bude pokracovat retrospektivnim vyhodnocenim dat ve vztahu k ,,deseas free* intervalu
a preziti pacientti po uplynuti 3 let od detekce primarniho tumoru.

Prace je podkladem pro dal$i prospektivni studii, ve které bude vyhodnocen vétsi pocet
sledovanych parametrt a pfedev§im optimaln€ stanoveny, zafazovaci a vytazovaci kritéria pro
pacienty do studie.

Prace je vychodiskem pro budouci prospektivni studie zaméfené predevsim na predikci
efektu operacni 1écby €i chemoterapie a na vyuziti parametrt biologické aktivity pro

stanoveni prognozy.
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