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1 Uvod

V poslednich #kolika letech se velicgasto diskutuje vliv IGF a jejich vazebnych profema
vznik a progresi nadar Jiz z&atkem 80. let minulého stoleti se objevily praderd
upozornovaly na moznou spojitost zvySené produkce inzuyliadobnychikstovych faktoi
se zvySenym vyskytem nador

2 Teoreticka éast
2.1 IGF

Inzulinu podobnétstové faktory (IGF, insulin-like growth factors;ide somatomediny) jsou
peptidy, které se podileji iizeni fistu, metabolismu,ipzivani a diferenciaci bgk a jsou
regulovany tistovym hormonem (GH). IGF1 a IGF2 se skladaji zyatapeptid, které jsou

z 50% homologni s proinzulinem. Oba typy IGFs jsputetizovany v mnoha fetélnich a
dosglych tkanich. IGFs jsou obsazené i v niském miéce.

IGFs maji své specifické vazebné proteiny (IGFBBuiin-like growth factor binding
proteins). Az 95 % IGFs cirkuluje v krvi vazano sgecifické vazebné proteiny. Funkci
vazebného proteinu je prodlouzit péds rozpadu faktdrristu v okkhu na rkolik hodin.

IGF1 je bazicky peptid s nizkou molekulovou hmoth@$49 Da. Je twen jednoduchym
fetzcem o 70 aminokyselindch. IGF1 je produkovan elkém mnozstvi v jatrech {ibplizné
10 mg / den). Tato je pewtiizena éstovym hormonem (GH) (Dupont J., 2002). IGF1 je
produkovan lokal&i v mnoha jinych tkanich napledvin, srdce, plic, tukové tkani a tkanich
raznych Zlaz. IGF1 je produkovan také chondrobldgtypblasty a osteoklasty. Na organové
arovni IGFs @inkuji autokrinnim i parakrinnim mechanismem, aljjschopny komunikovat
s ostatnimi misthprodukovanymiistovymi faktory a steroidnimi hormony (Maor S., ZDO0
Strwenou charakteristiku IGF ukazuje tabulka 1.

Tabl: IGF
Riustovy faktor Molekulova Pocet AK Fyziologicka funkce
hmotnost
Rizeni nistu, metabolismu, FeZivani a
IGE1 7 464 Da 20 diferenciace bur,ek, o
v postnatalnim vyvoji
Rizeni nistu, metabolismu, fFeZivani
IGF2 7 400 Da g7  [|diferenciace burtk
v prenatalnim vyvoiji
2.2 |IGFBP

IGF1 a IGF2 maji své specifické vazebné protei®F@P, insulin-like growth factor binding
proteins).

IGFBPs se nachazeji wanych &lnich tekutinach, jako je krevni sérum, plodovaaad
mozkomisni mok. IGFBPs jsou syntetizovany v jatrachbo jsou syntetizovanytiaznymi
typy naddorovych butk. IGFBPs mohou byt regulovany, mimo jiné i tim,|I&1 a IGF2
podporuji gimo proteolytickou degradacékterych IGFBPs (IGFBP4) do fragménkteré
nevazou IGFs, a tim IGFs vlastavySuji svoji vlastni dostupnost v biologickyckugnach.
IGFBPs zvysuji poléas IGFs v séru a inhibuji nebo podporuis@beni IGFs vazbou na
receptory cilovych buik. Navic tyto vazebné proteiny funguji jako zasobaiGFs v
meziburgcném prostoru. Bkteré IGFBPs brani in vitraistu burtk. Bunky malobugéného



karcinomu plic produkuji vazebné proteiny pro IGkeré se liSi odkth nalezenych v jatrech
a placent. To podporuje teorii, Ze by mohly fungovat jakegifednici v autokrinni nebo
parakrinni IGFs regulaciistu €chto nadorovych buk.

Strwenou 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
IGFBP5 23 r'}ii;;ﬁnfé ledviny, osteoblasty
IGFBP6 22,8 IGF2 mozkomisni mok

IGFBP7 (mac25), vaze IGF1 a IGF2, nadorovy supresor
IGFBP8 (CTGF) tk&iovy pojivovy iistovy faktor, vaze IGF2, proliferace kostnich béln

2.3 Receptory pro IGF

Ucinek IGF1 a IGF2 na bitku se odehrava prdastnictvim receptdr. IGF1 se také vaze s
receptorem pro inzulin (IR) a naopak. Heterologgand ma vSak k receptoru 100x nizsi
afinitu. IGF2 ma schopnost vazat se s vysokoutafinna své receptory, ale téZ na receptory
pro inzulin a receptory pro IGF1 (IGF1R). Dalel&&s mohou vazat na hybridni receptory
tvorené z poloviny IR a z poloviny IGF1R podjednotkdlakae J., 2001).

Struinou charakteristiku receptopro IGF ukazuje tabulka 3.

Tab3: Receptory pro IGFs

receptor struktura vazebna afinita prenos signall

dimer

GFIR 20, 2B podjednotky IGF1, IGF2 ANO

IGF2R monomer IGF2 NE
IR dimer

(IR-A, IR-B) 2a, 28 podjednotky IGF1L, IGF2 ANO
IR/IGF1R dimer

(IR-A/IGF1R, IR-B/IGFIR) | 2a, 2B podjednotky IGF1, IGF2 ANO

2.4 Signalni drahy IGF

Po UuspSném navazani na receptor pékija prenos signalu uvritouiky po signalni draze,
coZ je vlastd kaskada enzyia jejich substrét(Schémal).

Po aktivaci IGFIR dochazi prdgstinictvim adaptorového proteinu inzulin receptorovy
substrat (IRS1) k aktivaci dvou hlavnich kaskadniPje signalni draha PI3K/PKB



(fosfatidylinositol-3-kindza/ proteinkinaza B) authéa kaskada je signalni draha ERK
(extracellular signal regulated kinases), kterdipaézi rekolik MAP kinazovych drah
(MAPK mitogen activated protein kinases).

IGFs

SIGNALNI DRAHA SIGNALNIi DRAHA
PI3K / PKB ERK
®13R

PIP2 PIP3 Raf)

o |

©DKD LN

v v
ED |E&B

\l/

Syntéza proteinu, preziti, proliferace,
metabolizmus glukézy

—p» Aktivace
—— Inhibice

Schéma 1: Mechanismus &inku IGFs



2.5 IGF a jeho vliv na nadorovou transformaci
bun &k

Z mechanismudinku IGF1 a IGF2 na hiky se usuzuje, Ze vysoké sérové hladiny IGFs
zvysuiji riziko vzniku naddr a svym dalSimsobenim zvySuji proliferaci a riziko maligniho
zvratu. Naproti tomu vysoké hladiny sérovych vaZebnproteiri IGFBPs, zejména
dominantniho sérového vazebného proteinu IGFBP&dby riziko sniZzovat aist burtk
omezovat.

Zakladni podminky fenosu signalu shrnuje Tabulka 4:

Tab4: Zakladni predpoklady pro pienos signalu

» pritomnost funkénich receptoni

* neporusena tyrosin kinazova (TK) doména

» fosforylace TK domeény

Exogenni overexprese IGF1R ve fibroblastech vedezkéku vysoce transformovaného
fenotypu, ktery zf)sobuje tvorbu nadéru nahych mysi. Na druhou stranu, zablokovani
IGF1R signalni drahy pomoci IGF1R protilatek vedezk@&nému snizeni progrese
melanomu, karcinomu prsu, karcinomu tlustéhtevst, neuroblastomu a jinych nadorovych
burgk. Rizikové faktory nadorové transformace v sowssls produkci a mechanismem
Gcinku IGFs shrnuje Tabulka 5:

Tab5: Rizikové faktory nddorové transformace

Extracelularni rizikove faktory

» lokalni extrahepatalni produkce IGFs

» autokrinni a parakrinni funkce IGFs

e zvySena sérova hladina IGFs

Intracelularni rizikové faktory

* mutace v signalni draze

e genové mutace

2.5.1 Souhrnné tabulky inzulinu podobnych nistovych faktori, vazebnych
proteina a nadoni

Souhrni ukazuji vztah nadorovych diagno6z a inzulinu podabntistovych faktoi a jejich
vazebnych proteihtabulky 6 a 7. Tabulka 6 ukazuje vztah sérovyetdinl insulinu
podobnych iistovych faktol a vazebnych protein Tabulka 7 ukazuje vztah nadorovych
diagnéz a tkéove exprese insulinu podobnyalstovych faktoit a IGF1 receptoru.



Tab6: Souhrnna tabulka vztahu sérovych hladin IGF, IGFBPa nadorovych diagnéz

Diagnoza IGF1 IGF2 IGFBP3 jiny IGFBP
Kolorektalni adenom 1 X N1 | IGFBP1
Kolorektalni karcinom T x T | IGFBP1
Endometrialni karcinom o o ! X
Karcinom prsu ) X T X
Ovarialni karcinom 1 X ! X
Karcinom dloznihocipku X 1 ! X
Karcinom prostaty 1 X ! X
Karcinom zaludku T x T X
Hepatocelularni karcinom ! X X X
Karcinom pankreatu T X T | IGFBP1
Adenom §titné zlazy ! X X X
Karcinom plic 0 1 ! X
Melanomy 0 X x x
Akutni lyfoblasticka leukémie ! ! ! T IGFBP2
Akutni myeloidni leukémie X X X X
Sarkomy ! 1 ! X

Vysvétlivky:
1 - zvySend hlading, - sniZzena hlading,| - nalezeny zvySené i snizené hladiny
X - Udaje nenalezeny

Tab7: Souhrnna tabulka lokalni produkce IGF, lokalni exprese IGF1R
a nadorovych diagnéz
Diagno6za IGF1 IGF2 IGF1R

Kolorektalni adenom X X
Kolorektélni karcinom X X
Endometrialni karcinom X X
Karcinom prsu X X
Ovarialni karcinom 1 0
Karcinom dloZnihocipku X )
Karcinom prostaty 1 X
Karcinom zaludku X X
Hepatocelularni karcinom X 0
Karcinom pankreatu X X
Adenom §titné zlazy X X
Karcinom plic ) 1
Melanomy X X
Akutni lyfoblasticka leukémie X x
Akutni myeloidni leukémie 1 X
Sarkomy X X

Vysvétlivky:

1 - zvySend tk&ova produkcei exprese, - snizena tkigova produkcei exprese

x - Udaje nenalezeny

—_, e S 5 X — — — — —>



2.6 Ostatnir uastove faktory

2.6.1 HGF

HGF (Hepatocyte growth factor, hepatocytafistovy faktor) je parakrirthprodukovany
rustovy faktor, ktery fisobi naiist, pohyblivost a diferenciaci bék Je vyl@ovan
mezenchymalnimi hikami a funguje jako multifunini cytokin v buikach gedevsim
epiteloidniho gvodu. Jeho schopnost stimulovat mitogenezi a imtazmu dava centralni
roli v angiogenezi, tumorogenezi a regeneraci tkimivylédovano jako neaktivni polypeptid
a je SEpen serinovymi proteazami na 69-kDa a&H&zec a 34-kDa bettetézce. Disulfidicky
mustek mezi alfa a bet@ttzcem vytvéi aktivni, heterodimerickou molekulu ¢ihek HGF

na buiku je zprostedkovan receptorem prastovy faktor hepatocyt(HGFR) nebo téz zvany
MET (Gallagher J.T., 2000).

MET je membranovy receptor, ktery je nezbytny prbeyonalni vyvoj a hojeni ran. HGF je
jediny znamy ligand MET receptorutiBtimulaci MET fistovym faktorem HGF dojde ke
spustni kaskady MET signalni drahy, coz vyvolaa@u biologickych reakci, které spohg
vedou k vysledku, znamém jako invazivast. MET vyvolavaist nddoru, tvorbu novych
cév (angiogeneze), které dodavaji nadoru Zivinyetastazy se 8ido dalSich organ

Signalni draha MET je deregulovana v mnoha typetskych nadak vcetn rakoviny ledvin,
jater, Zaludku, prsu a mozku (Kemp L.E., 2006).

Na zaklad sowasnych poznatkbyly vyvinuty blokatory MET receptoru, které sg ji
klinicky pouzivaji v onkologické ke, predevsim v indikacich pro gastrointestinalni a
renalni karcinom.

2.6.2 EGF

EGF (Epidermal growth factor, epidermalastovy faktor) je @istovy faktor, ktery hraje
dulezitou roli v regulaci bugEného tstu, proliferace a diferenciace. Lidsky EGF je pioi
molekulové hmotnosti 6045Da tkeny 53 aminokyselinami &mi intramolekularni
disulfidickymi mastky. EGF se nachazi v lidskych krevnich désich, makrofazich, nég
slinach, mléku a plazénEGF ®&inek na buiky je umoZgn specifickym receptorem EGFR.
Tento receptor, jinak také ozitvan HER1 pat do skupiny receptér které jsou spotamé
pro vice tistovych faktoéi. HER1 niZze byt vyuZivan iistovymi faktory jako je TGér.
EGFR je exprimovan na povrchady nadol. V sowasné dobjsou v klinickém pouziti
inhibitory EGFR a pouZivaji segrlevsim v 1&bé karcinomu v oblasti hlavy, krku a
metastazujiciho kolorektalniho karcinomu. Tyto Iélokazi krond blokace receptoru tlumit i
autokrinni produkci TG& a VEGF v biice (Dvaak B., 2004).

2.6.3 TGF

TGF (Transforming growth factor, transformujigéstovy faktor) slouzi k ozrg@ni dvou ttid
polypeptidovychiistovych faktoli, TGFo. a TGH. D¢ tridy TGF vSak nejsou struktur&ln
ani geneticky fibuzné a psobi prostednictvim fiznych receptdr. Navic, ne vZdy vyvolavaji
burg¢nou transformaci. TGkhraje kltovou roli v transformaci lidskych bk na rekteré
druhy n&daii. Je syntetizovan v makrofazich, mozkovychikach a keratinocytech a
napomaha vyvoji epitelu. TGHati do skupiny EGF protein TGH3 existuje veitech
znamymi lidskych podtypech: T@E, TGH32 a TGHEB3. Tyto # subtypy hraji dlezitou roli

v etiopatogenezi onemo&m pojivove tkag znamé jako Marfakv syndrom a i rozvoji
n¢kterych drult nddofi (Matt P., 2009). Déle hraji kKibvou roli @i regeneraci tkani, bgtné



diferenciaci, embryonalnim vyvoj a regulaci imuiiitn systému. VSechny proteiny skupiny
TGF byly pivodre charakterizovany jejich schopnosti navodit onkaogéransformaci v
ur¢itém systému busgné kultury, jako nap ve fibroblastech krysich ledvintiBanim TGF

do normalni kultury fibroblagtledviny potkari vyvolava u bugk téchto tkani
nekontrolovatelné mnoZzeni ést (Runyan CE., 2005).

Ucinky této tidy rastovych faktol jsou zprogedkovany déma fiznymi typy receptdr.

TGFu vyuziva typ HER receptarspol&né s EGF. TGB vyuziva odliSného typu receptor
nazyvaného TGFBR. Tento receptor se sklada ze podtypi TGFBR1 s TGFBR2.
Interakce s receptorem&aa vazbou na TGFBR2 podjednotkimz se aktivuje podjednotka
IGFBR1, signal prostupuje membranouia $¢ dale do hiky. Cela TGIB signalni draha
zasahuje svymidinky az na arov transkripce. TG signalni drdha je zapojena do celé
fady burénych proces a nasledé je velmi silré regulovana. Tento druh receptaaze

celou skupinu podobnych ligainddo které pa BMP (Bone morphogenetic proteins), GDF
(Growth and differentiation factors), AMH (Anti-rmé&tian hormone), Activiny, Inhibiny
(Nelson SM., 2007).

2.6.4 VEGF

VEGF (Vascular endothelial growth factor, vaskuid@ndotelialni #istovy faktor) je protein
produkovany bitkami a stimuluje vasculogenezi a angiogenezi. Vigskazev celé
podskupiny @istovych faktoé. Je to soéast systému, ktery obnovujéigun kysliku do tkani
v piipadt, Ze krevni obh nedostatiné zasobuje tkankyslikem. Normalni funkci VEGF je
tvorba cév Bhem embryonalniho vyvoje, novotvorba cév po &ndusvali a kolateralnich cév
pro prekonani mist s nefchodnym cévnintecistém (Shah DK., 2010). Také nadory
nemohou st bez dostatmého prokrveni. Bitky nddoii jsou schopné za podpory VEGEst
a metastazovat. Produkce VEGREZa byt vyvolana v hikach, které maji nedostatek kysliku.
Ucinek VEGF umot#tuji VEGF receptory na endotelovychiiéch. Na zaklatiznalosti o
fungovani signalni drahy pro VEGF byly vyvinuty {eklokujici VEGF receptory (Brown,
DM., 2009). Tyto Iéky jsou jiz v klinickém pouZiivyuzZivaji se v onkologickédieé
piredevsim generalizovaného karcinomu ledvin a gasésiinalnich stromalnich turnor

2.7 Nadorové markery

Nadorové markery jsou definovany jako molekutgy@zrié proteinového charakteru, které
jsou @itomny v organismu vigledku vzniku a vyvoje maligniho procesu. Jejichkyg ve
tk&ni zhoubného nadoru aalrtich tekutindch souvisi $istem nadoru a jsou produkovany
bud’ samotnym nadorem nebo jinymi tkém jako odpo¥d’ na maligni proces v organismu.
(Nekulova M., 1994).

2.7.1 CEA

OSN-E

Sérovy CEA pdf k zakladnim markém studovanym uiiznych nadorovych lokalizaci. Jde o
onkofetalni glykoprotein s vysokym obsahem sacliavidcholekulové hmotnosti
180-200kDa. Za fyziologickych podminek je CEA prkovén ve vyvijejicim se embryu.
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V dosglosti je omeze& syntetizovan epitelidlnimi ikami stevni sliznice, Zaludku a
bronchi. CEA pati do imunoglobulinové genové rodiny a podili sevgé@odobr na
procesu adheze a metastazovanEkuGEA méa v sotasné dob vyznam pedevsim fi
stagingu a monitorovani kolorektalnich karcirigiarcinomi plic, prsu, meéoveho néchyre
a dalSich malignit. Z klinickych zkuSenosti vyplyZ& se neda pouZzit ani pro screening ani
pro primarni nebo diferencialni diagnostiku nadgaeivonemoceéni. V pribéhu maligniho
procesu je produkovan CEA nadorovou tkani, jeladinly se vyraz&izvysuji gredevsim ve
vztahu k celkové hmeétnadoru. Vzhledem k odbouravani jatry a wgvani ledvinami je
jeho hladina zvySena u nemalignich postiZzéctito orgah (hepatitida, selhéni ledvin atd.).
Hladinu CEA miiZze téz zvySovat Crohnova chorobdesghi polypy, onemocmi plic,
pankreatitida, koteni (Zaloudik L., 1999).

2.7.2 CA15-3

Jde o glykoprotein o molekulové hmotnosti 290 k&ajgen polymorfniho epitelialniho
mucinu (PEM), nazyvany ro¥a MUCL. V dosplosti je syntetizovan v epitelidlnich fikéch
vyvodi mléné zZlazy, slinnych Zlaz a bronch

V sowasné dob se CA15-3 vyuzivaiedevsim k monitorovani nemocnych s karcinomem
prsu. Koncentrace CA 15-3 koreluji se stadiem oreewio. Fi 90 % specifici¢ dosahuje
senzitivita u neléenych nemocnych pouze 20 - 40 %, u metastazuji@dbi az 80 %.
Relaps onemoemi byva charakterizovan senzitivitou CA 15-3 dogah®0 - 90 %.
Stanoveni CA 15-3 umdgje predpowdét navrat onemocimi s redstihem tkolika mesiai
pied detekci dostupnymi zobrazovacimi metodami. Dykammen po terapii obvykle
koreluje s terapeutickym efektem. Stanoveni netu€fi pro screening nemocnych s
karcinomem prsu a stanoveni primarni nebo difeémicdiagnozy. Sérovou hladinu CA 15-3
mohou zvySovat benigni onemeai prsu, benigni nadory traviciho Ustroji, jateginindza,
akutni a chronicka hepatitida, chronicka renalsufitience, chronicka bronchitida a
pneumonie (Topdhn O., 2007).

3 Cil prace

Cil:
Sledovat vztahiistovych faktol pogr. jejich vazebnych proteinu nddo# z nikolika riznych
pohledi.

Pracovni hypotéza:

Umozni Kistové faktory nebo jejich vazebné proteiny zlegi&gnostiku a odhad prognézy
nadorového onemoeni?
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4 Experimentalni éast

4.1 Metodika

Hodnotil jsem sérové hodnoty andiyt dvou soubdr pacient.

Prvni soubotital celkem 681 pacieiit U kazdého pacienta jsem vzal prvniteni hladiny
IGF1 a rozdlil je na skupiny podle diagn6zy. Vyleéil jsem pacienty s diabetem, protoze
diabetes mize ovliviiovat produkci IGF1. Podle histologického nalezurjggacienty rozdil
do 4 skupin podle zji§hych diagnéz (tabulka 9). Pacienty v jednotlivykh@nach jsem
porovnal s normalnimi hodnotami laborg® ohledem nagk. Hladiny IGF1 s ¥kem
klesaji, i statistickém vyhodnoceni je nutné vzit v Gvakk pacienti. Po statistickém
zpracovani vznikly 3 skupiny paciéntsnizena hladina, normalni hladina a zvySena ihdadi
IGF1 (tabulka 10 a 11). Ziskané hodnoty jsem pakvywal s Udaji vyhledanymi v literate
(tabulka 12).

Ve druhécasti jsem sednoval souboru 100 Zen s nadory prsu. Zejména jeerargtil na
porovnani a statistické vyhodnoceni analytbenignich a malignich nadoByly méteny
hodnoty nddorovych markeCEA a CA15-3, IGF1, IGFBP3 a@stové faktory HGF, EGF,
TGF a VEGF jako satast panelutrstovych faktoi komegné dostupného v systému
multiplexové analyzy Luminex. Co seigymeienych hodnot, do své prace jsme vzal posledni
meieni @isluSného analytuipd operaci a prvni &eni,1 tyden po operaci. Hodnotil jsem
zmeny hladin jednotlivych analytpied operaci a po operaciddevsim jsem se z&fil na
rozdily mezi skupinami se zhoubnym a nezhoubnynorgéym onemoceénim. Ze soubar
Zen jsem vylotil pacientky s diabetem. Sérové hladifgtovych faktoéi a zjeména IGF1
mohou byt diabetem ovliwimy, chel jsme tedy pedejit ovlivreni vysledki timto
onemocgnim. Vysledky ukazuje tabulka 14.

Dale jsem vyhledal v dostupné dokumentaci udajknickém hodnoceni pacientek a refitl
skupinu s maligni nadorovou diagnézoudti podskupin podle zji8hého stadia
onemocgni. ProtoZe seipdoperani a pooperéni hladiny jednotlivych analytvyzname
nelisily, zabyval jsem se v podrofgim rozdleni pouze hladinamiipdoperanimi.
Vysledky je mozné vigt v tabulkach 15 — 22. Zji&eé vysledky jsem vynesl do giat - 8.

4.1.1 Odbér vzorki
Vzorky Zilni krve byly odebirany n&movym systémem VACUETTE firmy Greiner Bio-one,
Rakousko. Krev byla centrifugované #700xg po dobu 10 min. Ziskané sérové vzorky byl
bez odkladu zamraZeny a uchovavaryg0°C. Vzorky byly rozmrazeny pouze 1x a i@g
vlastni analyzou.

4.1.2 Pouzité imunoanalytické metody
Pro stanoveni IGF1 v séru byla pouZita radioizot@psouprava IRMA IGF1 firmy
IMMUNOTECH, Francie. Stanoveni IGFBP3 bylo provedeoupravou IRMA IGFBP3
firmy DiaSource, Belgie. Sérové hladiny CEA a CA3byly stanoveny analytickym
systémem DxI firmy Beckman Coulter (USA). Pro stamd ristovych faktobh HGF, EGF,
TGF a VEGF byl pouzit multiplexovy panel XMAP Luneixsystém od firmy MERCK
(USA).

Immunoradiometricka stanoveni (IRMA) piainezi nekompetitivni immunoanalyticka
stanoveni. V obou pouZzitych IRMA soupravach je \yp#éncip fixace jedné protilatky na
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pevnou fazi (plastovou&tiu zkumavky). Poifdani séra s analytem (antigenem) se tento
vaze na protilatku fixovanou nasst zkumavky. Po promyti a odstrar nenavazaného
zbytku antigenu jefidana druha protilatka (tracer) ziema 1%, Po odmyti nenavazaného
traceru nasleduje &eni vazané radioaktivity. Vazana radioaktivitaignm antrna
koncentraci analytu ve vzorku (Ekins RP., 1979).

Analyticky systém Dxl je zaloZen na principu imunagmatické chemiluminisceéni
anylyzy. Dw monoklonalni protilatky reaguji se &ma epitopy analytu (antigenu). Jedna
protilatka je vdzana na magneticky@sticich, druha na sélmese alkalickou fosfatazu. Po
inkubaci nasleduje magneticka separace a promskijd’gidan chemiluminisceini substrat
a po reakci s alklaickou fosfatazou nasleduje lamatrické ndteni. S¥tlo vytvorené touto
reakci je pimo umérna koncentraci analytu (Price CP., 1997).

Principem multiplexové imunoanalyzy je vazba amntigea protilatku navazanou na povrch
barevig kodovanych mikrokutiek. MnoZstvi navadzané latky je stanoveno diky druhé
protilatce spojené s fluoresaer molekulou. Mteni probih& na specialnimipokovém
cytometru, ktery ufuje jednim laserem spektralni kod kil (druh analytu) a druhym
laserem mnozstvi navazané druhé protilatky (kvamtitalytu). Koncentrace jednotlivych
analyti jsou vypdteny na zéklaglstandardnich kalibtaich Kivek. Tento postup
kombinujici imuoanalyzu a fitokovou cytometrii umaiuje stanoveni teoreticky az 100
analyti v jediném alikvotu vzorku o objemu 10-50 mikrali{Vrzalova J., 2009).

o

4.2 Soubory pacient 1

Prvni soubotital celkem 681 pacieinit Jednalo se o sérové vzorky, které byly zpracovany
v Imunoanalytické laboratove FN v Plzni za obdobi let 2000 — 2008. V torstaiboru byly
obsazeny vysledky paci€n$ kolorektalnim karcinomem, karcinomem plic, pasorostaty.
Veékove rozlozeni pacie@ituvadi tabulka 8.

Tab8: RozloZeni ¥ku pacienti v souboru hodnot IGF1:

Diagnéza Pqéet Median véku Min - Max
pacienti (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 nadgmesm. Soubor jsem roZll na dwe
podskupiny podle typu nadoru — maligni a benigninPpodskupin&itala 89 Zzen s malignim
nadorem prsu. Druha podskupina obsahovala 21 Benignim nadorem prsu¢tginou
fiboroadenomem. Vzorky pacientskych sér byly zpragw Imunoanalytické laboraiove

FN v Plzni v obdobi let 2008 — 2010¢kbva charakteristika obou podskupin Zen véob
stanoveni diagnozy je obsaZzena v tabulce 13.

Tab13: Rozlozeni ¥ku pacientek v souborech nadail prsu:

Diagnéza Pqéet Median véku Min - Max
pacienti (roky) (roky)

Maligni 89 65 28-84

Benigni 21 42 17-71




Pokud se podivame né&kové sloZeni jednotlivych skupin, je patrny sigkadintni \ekovy
rozdil mezi obma skupinamig<0,0001). Skupina s benignim nadorovym oneniotn je
mladsi s medianemeku 42 let nez skupina s malignim nadorem s mediaridmn 65 let.
Vekovy rozdil mezi oBma skupinami jsem musel vzit v Uvahiiyyhodnocovani hladin
IGF1, které se sékem sniZuje.

4.3 Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit softwareSSA2 (Statistical Analysis Software

verze 9.2).

U souboru paciefits karcinomem kolorekta, plis, prsu a prostaty wlgocitany absolutni a
relativnicetnosti zvySenych a snizenych koncentraci IGHitenialem spolehlivosti 95%.
Podil zvySené/snizené koncentrace IGF1 byl srobirdomickym testem s 5%. Byly
spaitdny souhrnné statistiky (pmér, medidn, min, max) pro dangka IGF1. Pro
porovnani distribuce koncentraci IGF1 mezi diagndgypouzit neparametricky Kruskal-

Wallisuv test.

U souboti Zen s nadory prsu byly sfitAny souhrnné statistiky (mmér, median, min, max)
pro dany ¥k a jednotlivé analyty. Pro porovnani koncentranglgtit u malignich a benignich
diagnéz byl pouzit Wilcoxoiw test.

4.4 Vysledky

4.4.1 IGF1 a karcinom kolorekta, plic, prsu a prostaty

Tabulka 9 uvadi mediany koncentraci a dosazenémalni a maximalni koncentrace IGF1
ve skupinach jednotlivych diagndz beskaveho rozliSeni.

Tab9: Diagndzy a rozloZeni hodnot IGF1 u pacietitbez Bkového rozliSeni:

Diagnéza Pqéet Median koncentrace Min - Max
pacienti (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 srmabnimi hodnotami pro 95% populace

ukazuji tabulka 10 a 11.

Tab10: Diagndzy a rozloZzeni hodnot paciefitse stanovenym IGF1

Diagnéza Snii_ené Norm_élni Zvyé_ené Cel_kem
hladina hladina hladina pacient:
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 pacient 85 470 126 681
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Tabl11: Diagnézy a rozlozeni hodnot paciefitse stanovenym IGF1

Diagnéza Sn_iiené Normélni ZvYéené
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 vidt, Ze procenta zvySenych hodnot u vSech diagndiztstky vyznams

pirevysuji 5%.

NejvysSi procento zvySenych hodnot je u naduic (38%) nasledované nadory prostaty
(33%). Nejmén vyrazné zvyseni je u nadoprsu (12%).
Pokud se podivame na skupinu kolorektalniho kamindak vidime, Ze statisticky

vyznamne je jak zvySeni (14%), tak r@¥n snizeni (16%).

Tabl12: Porovnani hodnot IGF1 s literaturou

Diagnéza Sn_iiené Normélni Zv>'/§ené '!'rendy
hladina (%) | hladina (%) hladina (%) Z literatury
Kolorektalni karcinom 16 70 14 T
Karcinom plic 4 58 38 1
Karcinom prsu 8 81 12 1
Karcinom prostaty 9 58 33 1T (1)

Pti porovnani s literaturou (tabulka 12) vykazovalcpenti v souboru kolorektalniho
karcinomu shodu se souhrnnymi vysledky z literatgmei stejné procento hodnot IGF1
bylo jak snizené, tak zvySené.

U karcinomu plic jsem nalezl vyznagmysSi procento zvySenych hodnot oproti
snizenym hodnotam.

Hodnoty IGF1 v naSem souboru karcinomu prsu vykaiostatisticky nefilis
vyznamnou fevahu zvySenych hodnot.

U karcinomu prostaty jsem v literdunalezl pouzedkolik malo studii, kde bylo
zvySeni nefeswdcivé, proto jsou symboly pro séasnou pitomnost zvySenych a snizenych
hladin uvedeny v zavorkach. Soubor z FN Rlzg/kazoval vyznamnourfiomnost
zvySenych hladin IGF1.

4.4.2 Nadorové markery, rastové faktory, IGFBP3 a nadory prsu

Vysledky shrnuje tabulka 14. Jsou zde uvedargpperani a pooperéni hodnoty
jednotlivych analyi u obou soubdrzen (maligni i benigni nador) a statistické zhazhmo.
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Tab14: Porovnani hladin jednotlivych analyti u malignich a benignich

nadora prsu pired operaci a po operaci

Pocet

Analyt (jednotky) pacienti Pramér Median
CEA pied operaci  (ng/l) 89 2,32 1,50
CEA pred operaci 21 1,75 1,20
CEA po operaci 67 1,95 1,10
CEA po operaci 13 1,54 1,25
CA153 pred operaci (kIU/I) 89 14,1 11,0
CA153 pred operaci 21 11,7 11,0
CA153 po operaci 67 13,5 10,0
CA153 po operaci 13 12,0 12,0
IGF1 pied operaci (ng/ml) 81 175 166
IGF1 pied operaci 21 248 237
IGF1 po operaci 67 153 145
IGF1 po operaci 13 256 221
IGFBP3 pred oper. (ng/ml) 89 3618 3683
IGFBP3 pied operaci 21 3898 3739
IGFBP3 po operaci 67 3575 3475
IGFBP3 po operaci 13 4054 3842
HGF pied operaci (pg/ml) 85 3370 2676
HGF pied operaci 21 1799 1597
HGF po operaci 66 3572 2764
HGF po operaci 13 1871 1363
EGF pred operaci (pg/ml) 86 327 279
EGF pied operaci 21 366 342
EGF po operaci 66 312 199
EGF po operaci 13 297 218
TGFa pired operaci (pg/ml) 86 22,2 14,0
TGFa pied operaci 21 16,9 12,2
TGFa po operaci 66 25,7 17,4
TGFa po operaci 13 24,6 19,7
VEGF pred operaci (pg/ml) 86 1441 322
VEGF pied operaci 21 3656 1009
VEGF po operaci 66 1359 533
VEGF po operaci 13 2956 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

Vyswvétlivky: maligni nadoybenigni nddorstatisticky vyznamné

*hodnotyp-value po adjustaci natk

p-value
Max.  Wilcoxon
test

2’31’(7) 0,5753
éi;g 0,6793
Ig:g 0,2878
%18 0,9777
22‘1‘ 0,6292*
S0t 01997
g?gz 0,4223
ooy 01087
iii%? 0,0016
131513315 0,0046
2717165 0,1393
oo 0,8480
égé 0,3567
é;; 0,7762
52 o
5 o

Protoze, jak jsem uvedl v metodickdsti, se pedoperani a pooperéni hladiny jednotlivych
analyti vyznamr neliSily, zabyval jsem se v podrajgim rozdleni pouze hladinami

piedoperanimi.

Vysledky po rozdleni do jednotlivych podskupin je mozné &tidv tabulkach 15 — 22. Pro

VEtSi nazornost jsem zjigté vysledky vynesl i do grafl - 8.
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Tab15: Prehled hladin CEA u Ca prsu gred operaci

Stadium Pocet Pramér Median Min Max
pacientii
I 48 1,7 1,4 0,5 7,4
A 22 3,3 1,3 0,5 33,7
1B 12 3,0 2,4 0,9 7,3
11153 3 3,7 3,7 2,8 4,6

hodnoty koncentraci CEA vpgl/l

Grafl:

IA

CEA pred operaci

HA

1=}

B

Tab16: Prehled hladin CA15-3 u Ca prsu jed operaci

Stadium Pocet Pramér Median Min Max
pacienti
I 48 13,3 11,5 10,0 26,0
1A 22 12,8 11,0 10,0 24,0
1B 12 12,8 10,5 10,0 20,0
B 3 42,0 30,0 18,0 78,0

hodnoty koncentraci CA15-3 v klU/I

Graf2:

1A

CA15-3 pred operaci

A

1IB

nB
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Tabl17: Prehled hladin IGF1 u Ca prsu gred operaci

Stadium Pocet Pramér Median Min Max
pacientii
I 48 181 168 24 369
A 22 186 162 71 384
1B 12 175 180 32,0 381
"B 3 69,7 51,0 48,0 110

hodnoty koncentraci IGF1 v ng/ml

Graf3:

200
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100
80
60
40
20

IA

IGF1 pred operaci

A

1B

B

Tab18: Prehled hladin IGFBP3 u Ca prsu [Fed operaci

Stadium Pocet Pramér Median Min Max
pacientii
I 48 3564 3645 2532 4864
A 22 3770 3703 2719 6637
I1B 12 3678 3866 2203 4802
B 3 3286 3142 2616 4100

hodnoty koncentraci IGFBP3 v ng/ml

Graf4:

3900
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3600
3500
3400
3300
3200
3100
3000

IGFBP3 pred operaci

A

1B

1B
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Tab19: Prehled hladin HGF u Ca prsu red operaci

Stadium Pqéeto Pramér Median Min Max
pacienti
I 47 2796 2748 323 7893
A 20 3396 2236 1004 13783
]]=] 12 4002 2988 262 15856
1B 2 12585 12585 3331 21838
hodnoty koncentraci HGF v pg/mi
Grafb:
HGF pfed operaci
14000
12000
10000
8000
6000 -
4000
2000
(0]
1A 1A 1B 1B
Tab20: Prehled hladin EGF u Ca prsu gred operaci
Stadium Pqéeto Pramér Median Min Max
pacienti
I 47 293 237 33 1924
A 20 319 356 104 632
IIB 12 360 318 87,8 738
1B 3 854 266 183 2115

hodnoty koncentraci EGF v pg/ml

Graf6:
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1A

EGF pred operaci

A 1B 1B

Tab21: PFehled hladin TGFa u Ca prsu pred operaci

Stadium chet . | Pramér Median Min Max
pacienti
| 47 24,0 12,8 49 141
A 20 21,5 16,8 5,0 59,0
1B 12 20,1 16,9 7,5 47,1
1B 3 16,5 12,1 8,5 29,0

hodnoty koncentraci TGFa v pg/mi

Graf7:

IA

TGFa pred operaci

nB

HA 1B

Tab22: Prehled hladin VEGF u Ca prsu Fed operaci

Stadium chet . | Pramér Median Min Max
pacientii
I 47 1624 365 16 10362
HA 20 1117 704 31,8 4006
1B 12 1565 246 85,1 10165
B 3 1017 269 91,5 2690

hodnoty koncentraci VEGF v pg/ml
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Graf8:

VEGF pred operaci
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5 Diskuze

Kdyz jsem sestavoval tabulky, které je mozné&tith za¥r teoretickéasti, pochopil jsem,
Ze hledat zavislosti mezi sérovymi hladinami IGHiadory nebude lehké. Tabulky jsem
dokortil v lednu tohoto roku, takZe Udaje v nich obsazspné dosti aktualni. Zabyval jsem
se pouze vysledky studii publikovanych od roku 200&6vztahu sérovych hladin a nador
(tabulka 6) se nedaji vysledovat Zadné obecnélpatiisnezi sérovymi hladinami IGF,
IGFBP a nadory. Je proto nutné zabyvat se kazdmyndzou odélen¢. U konkrétnich
diagnéz je mozné jiz vysledovatéité trendy.

Pokud pokréime @i honoceni vztahu systému IGF k natlarna Urové tkanovou
(tabulka?), zjistime, Ze obecnym rysem, kteryi$symarizaci vysledk potvrdil, je tk&ova
exprese IGF1 receptoru. Tato exprese je znakenmrggegadoroveého onemaaon a
negativnim prognostickym faktorem. By takto vybavené intenzi¥rostou a jsou odolné
vaci apoptoze. Tka@ovymi expresemi jsem se vSak dale ve sveé praciaygah Mym cilem
bylo zhodnotit vztah sérovych hladin.

Diky mnohaleté Uzké spolupraci imunoanalytické rabae s dalSimi pracovisti FN v Plzni
jsem n&l k dispozici velky soubor paciank hodnoceni sérovych koncentraci IGF1 a téz
pomerné velké mnozstvi vysledks IGFBPS3.

Ve skupirg s kolorektalnim karcinomem se podle literaturyaladrysledovat zadna zavislost
se zm¢nami hladin IGF1. N&S soubor se choval stejfyskytovaly se zde zvySengé, snizené i
normalni hodnoty. Jedinou prokazatelnou zavistesly Zistava skuténost, Ze u pacieit

s akromegalii nachazime zvySené mnoZstvi adenomniatbpolypi tlustého seva.

V dusledku zvySenych hladifistoveho hormonu maji tito pacienti téz zvySenéihiatGF1.

V n¢kolika nezavislych studiich byl jagprokazan zvyseny vyskydahto polyp pri
pravidelnych endoskopickych vysemnich. U pacierit u kterych nenitistova porucha tohoto
typu piitomna, neni mozné vysledovat Zadnou zavislost iadinami IGF1 a nadory
tlustého seva.

V podskupir s nadory plic ve skupéz nasi laborate prevaZzovaly vySSi hodnoty nad
nizSimi hodnotami, coz uptmekoresponduje s trendy nalezenymi v liteéat&okud se na
celou zalezitost podivdme podr@pnnachazeli se v nasi skupipacienti s nadoryipvazrie

ve vysSim stadiu, kiebyli nabrani v souvislosti s chirurgickym vykongarovadgnym na
chirurgické klinice. Ve studiich, které byly k degici, byly hodnoceny hladiny IGF1 a
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IGFBP3 i prvozachytech plicnich nadorDale bylo jednoznané prokdzano, Ze v nddoroveé
tkani byla zvySena parakrinni produkce IGFIrigomno velké mnozstvi IGF1 recepior
Parakrinni produkce se ale promita do celkovycbwh hladin jen nepatéra tudiz zvySené
sérové hladiny IGF1 nalezené u paklgSich stadii plicnich naddémemohou byt se
zvySenou produkci IGF1 ve tk&nich spojovany.

U podskupiny s nadorem prsu pouze leh@y@zovaly zvySené hladiny nad snizenymi.
Studiu systému IGF1 u nadoprsu byla ¥novana v odborné literateli velka pozornost.
Studie byly provedeny na velkych souborech Zefenychc¢astech sita. Studie s neptSimi
pocty Zen ukazaly, ze vySsi hladiny IGFigpivaji ke zvySeni rizika nadoru prsu. V souboru,
ktery jsem ndl k dispozici, nebyl tento trend tak vyrazny.

U podskupiny s karcinomem prostaty se v soubara& laborati®e vyskytla pevaha
zvySenych vysledknad snizenymi. V literata vyrazri pievazuji nazory, Ze zvySené hladiny
IGF1 maiji souvislost se rakovinou prostaty, aledja s pokrélejSimi fazemi. Coz je
podobny zagr jako u nadat plicnich, ovSem zcela ofay nez u naddrtlustého seva a
prsu, kde sefedpoklada spiSe souvislostasréjSimi stadii nadar. Zajimavym a do té doby
neznamym postupem bylo hodnoceni gamGF1/PSA, ktery byl v jedné studii (Djavan B.,
1999) pouzit ohledhpredikce rizika karcinomu prostaty a atifgrekvapiw vyzdvihovali
jeho vypovdni hodnotu. Ja jsem vSak podobné hodnoceni u salfmwru pacient
neprovadl, protoze jsem feswdéen o tom, Zze saasné hodnoceni s vyuzitim jednotlivych
frakci PSA je dnes ,zlatym standardem® a dalSiacesttuje k dalSimu vylepSeni aigsreni
této metodiky (Kleka J., 2010).

Ve druhém oddilu experimentakdésti jsem se za#il na skupinu Zen s nadory prsu.
Karcinom prsu je népstjSi typ nadoru u Zzen a podle statistik WHO posghup Zen.
Mortalita mé& tendenci mirného, ale vytrvalého vapats velkymi variacemi mezi
jednotlivymi zengmi, které jsou v ramci statistik WHO sledovanydik se terapeutickée
moznosti nadoru prsu kazdy rok zlepSuji a na oh jsvadny nové generace onkologickych
Iéciv, v¢asna diagnostika vyraZzmrvysSuje Sance na tusmou l€bu a geziti pacientek. Ke
spravné strategii by piispiva i zjiS€ni typu nadoru a jeho agresivity. Ve své praci jsém
poloZil otazku, zda by nebylo mozné poug#tove faktory pro rychlejSi orientaci

v klinickém stavu pacientek j&Spred biopsii a histologickym vy&ehim.

Skupina Zen sledovana v tomto druném oddilu exmeriainicasti byla odliSna od skupiny
hodnocené v prvnim oddilu. Vysledky byly shromiia¥any od roku 2008 a do studie jsem
cilerg zaradil pouze ty Zeny, u kterych bylo mozné dohledstologicke a jiné udaje. Tim, Ze
jsou Zeny sledovany ve specializované ambulancudicke kliniky, je zaji&na gesnost a
dostupnost klinickych udaj Bylo tedy mozné rozidit soubor dle diagndzy na skupinu
benignich naddr (fioroadenoni) a malignich naddr Porovnanim hladin anatyv téchto
skupinach bylo mozné zjistit, zda sgak vyznams liSi. Nakery pred operaci a po operaci
byly provedeny proto, Ze jsem si ghbyt jist, zda nebudou hladiny analybper&nim
zakrokem gijak ovlivnény. Koncentrace vSech analyt séru se ale operaci vyznamn
neznenily. Mohl jsem tedy fikrocit k vyhodnoceni vysledkv obou skupinach Zen.

Nadorové markery jsem se rozhodl pouzit pro porovpénosu tistovych faktoi

v nadoroveé diagnostice proto, Ze chovani nadorowyatkei je v klinické praxi jiz dobe
zmonitorovano a jejich séasné misto v nadorové diagnostice je vicanj@sné.
Porovnanim vysledknadorovych markéra mistovych faktoé jsem tedy mohl zjistit, jak se
v jednotlivych indikacich liSi a zda jsotistové faktory pinosrgjsi ¢i ne.

RozliSeni maligni formy nadoru od benigni formysjpouzitim klasickych nadorovych
markefi stale poskud problematické. Ved&tSine piipadi u benignich nadérnachazime téz
lehce zvySené hladiny nadorovych matkardale existuje cei@da fakto#, které
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nespecificky zvySuji hladingthto analyt (jaterni cirhdza, akutni a chronicka hepatitida,
chronickéa renalni insuficience, chronicka brondata pneumonie, koeni)a tim jest vice
snizuji praktickou vyuzitelnost nadorovych mark&rrozliSeni benignich a malignich nador
v ¢asnych stadiich. Porovname-Ili hodnoty nadorovyctkera mezi skupinou s maligni a
benigni diagnozou, zjistime, Ze Zadny signifikamtzidil ani u CEA a ani u CA15-3 nebyl
nalezen.

Podle v sotiasné dob uznavané teorie bydty byt zvySené hladiny IGF1 rizikovym
faktorem pro vznik a vyvoj nadbr vysoké hladiny hlavniho vazebného sérového ioote
IGFBP3 by nély mit (inky spide kanceroprotektivni (Svobodova S., 200&a%e vysledky
tedy na prvni pohled nepotvrzuji tuto teorii. Polsgdzamfime na to, zda by mohl byt IGF1
spolu s IGFBP3 &gak napomocen k rozliSeni benignich a maligniclonadnusime
odpowdét, Zze ne. IGF1 je produkovan v jatrech a jeho zrgSdadina v séru nenfipiym
nasledkem rozvoje nadorového onemménspise jednou z{gin vzniku nddoru samotného.
Na vzniku nadoru se samepre téz mize podilet zvySena parakrinni produkce IGF1 ve
tk&nich (Tomizawa M., 2010). Tato produkce se viakelkovych hladinach IGF1 v séru
projevi jen nepatrh Dulezitym bodem v hodnoceni IGF1 byla adjustacedka Rrodukce
IG1 se s ¥kem snizuje. Pokud jsem nevzal v Gvakkowé hledisko, dostaval se rozdil mezi
maligni a benigni skupinou do statisticky vyznaninfiodnot, coz by vSak bylo v tomto
piipack vzhledem k rozdilnémuékovému sloZeni obou skupin nespravné hodnoceni.
Rustovy faktor HGF se da podle vyslédiady studii povazovat za marker progrese
metastatického procesu u karcinomu prsu. Nasgrijishledg HGF je v souladu €mito
nazory. Hladiny HGF jsou vyrazrvyssi u malignich naddr(priblizné dvojnasobné) nez u
benignich. Po statistickém hodnoceni vychaziedpperanich hodnop=0,0016 a
pooperanich hodnop=0,0046.

proliferace a diferenciace b&k Dokonce se jiz v onkologickeé praxi pouZzivajiyiddokujici
EGF receptor. Jednou z indikaci jeddé karcinomu prsu. Tyto Iékygdstavuji nejnoyjsi
generaci onkologickych léka jsou do nich vkladany velkeé rigel Léky na blokovani EGF
receptoru mohly byt vyvinuty diky tomu, Ze se pidldadobie zmapovat celou signalni drahu
EGF (Avnet S., 2010). Navzdory tomuto velkéntinpsu EGF pro &bu nadoi, neni tloha
EGF v nadorové diagnosticéils jasna. V naSem souboru Zen se EGF neukazahjaidny
marker jak pro odliSeni benignich a malignich tuimtatk pro monitorovani ugpnosti I€by.
Maximalni predoperani hladiny byly sice u skupiny pacientek s maligmiadorem vysSi nez
u benignich diagnoz, aletpmér i median hodnot EGF byl vySSi u skupiny s benmigni
nadorovym onemo@mim.

TGF, v naSemifpact TGFu hraje dilezitou roli v regeneraci tkani a regulaci imurtimi
systému. Na druhou stranu je Té&€hopen vyvolat onkogenni transformaci $itych
burgcnych kulturach. Pacientky s vysokymi hladinami T®hReéli progresi onemoaini nez
pacientky s nizZSi hladinou. Coz tedy opraje k vytvaeni teorie, Ze maligni nadory byiyn
byt spojeny s vysSimi hladinami TeFV naSich souborech pacientek jsme vSak nic t@kov
nezjistili. Sérové hodnoty TGHebyly signifikantg odliSné u malignich a benignich néfior
a téz na opetai zakrok nereagovaly.

Uloha VEGF v organismu spiva v napomahani obnovy a novotvorby céeta
vaskularizace nadoroveé tkarzvySené hladiny VEGF jsou povazovany za sigastu a
agresivity nadoru. V naSentipact se toto nepotvrdilo. Rozdily mezi benignim a malig
nadorovym onemoda@mim nebyly statisticky vyznamné.

Nyni podrobgji o skupirg Zen s maligni nadorovou diagnézou.

Oba nadorové markery CEA a CA15-3 potvrdily dosav&dinické zkuSenosti a se
zavaznosti stadia se jejich hladiny zvySovaly.
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V analyze dart podle nddorovych stadii se ukazahaay vyvoj hladin IGF1, ktery
koresponduje s teorii, ktera byla vyslovena v sslogti s nadory kolorekta a také prsu, a to
Ze vysoké hladiny IGF1, které podporuji nadorowangformaci bukk jsou gitomny
piedevsim Wasnych stadiich nadoru prsu a v pagsiich stadiich hladina IGF1 klesa.
Hladiny IGFBP3 by nily spiSe sniZovat riziko nadorového zvratu. V méipat hladiny
IGFBP3 kopirovaly vyvoj hladin IGF1. Coz se da mfgpodobre pricitat tomu, Ze se
snizujici hladinou IGF1 se snizuji téZ naroky nao#stvi jeho hlavniho sérového vazebného
proteinu a proto i hladiny IGFBP3 klesaji.

Rastovy faktor HGF pozitivé koreloval se zavaZnosti nddorového onersociioto je

v souladu s nalezem v dostupné litetatu

Rastovy faktor EGF vyraznhstoupl aZz v posledni podskupig nejzavazgsim nadorovym
stadiem. Tento vyvoj je v souladu efdstavou EGF jako pristového jgsobku.

Hladiny TGFa negativié korelovaly se zavaZnosti nddorového onersoicnCoz zapada do
obrazu TGl jako nadorového onkogenu. Poté, co tGHfispeje svou nérou k nadorové
transformaci, vyznam jeho role se v dalSim vyvajilorového onemoeéni snizZuje.

Ruastovy faktor VEGF nevykazoval Zzadnou korelaci seligm nadorového onemaan. Hi
potrebs jeho misobeni je VEGF produkovarimo ve tkanich, kde je nizsfipod kysliku, nez
je aktualni patba. Autokrinni a parakrinni produkce se v sérowhledinach VEGF
neprojevuje.

6 ZAavér

1) Bylo vySeteno IGF1 u souboru 681 paci&mst nasledujicimi typy nadirkarcinom
kolorekta, plic, prsu a prostaty.

2) Déle bylo vyS&tno 100 Zen s benignim a malignim nadorem prsu.

3) HGF je jedinymistovym faktorem ktery ma statisticky vyznagnryssi sérove hladiny u
malignich nadorovych diagndz nez u benignich.

4) Rastovy faktor HGF pozitivé koreluje se zavaZznosti nadorového onersiocn

5) Fi hodnoceni IGF1 je nutné brat v ivahikeveé hledisko aip vékove odliSnych
skupinach ziskané vysledky adjustovat dla WYokud se &kové hledisko nevezme v Gvahu
muze dojit k nespravné interpretaci vyslédk

6) IGF1 u nadar nadofi kolorekta ma fiblizné stejné procento zvySenych i snizenych
vysledka, coz koreluje se zéwy z literatury.

7) U nadod prostaty jsem zjistil vyraznougvahu zvySenych hodnot IGF1. Tento nalez
souhlasi se z&vy z literatury.

8) U nadoi plic prevaZzovaly vyraz&ivyssi hodnoty IGF1 coz nekoresponduje s nalezy
v literature.

9) U nadod prsu lehce fevazovaly vySSi hodnoty IGF1 nad nizSimi. V dostuliteratue
byla prevaha vysokych hodnot vyrazayssi.

10) Sérova variabilita hladin IGF1 je Zmz& a u kaZzdého typu nadoru se vyviji jinym
zpasobem.

11) Nadorové markery neni mozné pouzit k diferdntdiagn6ze benignich a malignich
nadof.

12) Séroveé hladinytistovych faktol a IGFBP3 se po operaci signifikaatmeneni.

13) Nadorové markery koreluji se zavaznosti onerracn

14) IGF1 spolené s IGFBP3 dosahuji vysSich hladikasrgjSich stadiich nadoru prsu a ve
vysSim stadiu onemoeni se jejich hladina snizuje.
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15) Ristovy faktor EGF pozitivekoreluje se zavaznosti nadorového onerdioiGrzévislost
vSak neni tak linearni jako u HGF.

16) Sérové hladiny TGFnegativig koreluji se zavaznosti nddorového onendotn

17) Sérové hladiny VEGF nikterak nekoreluji se Zawsti nadorového onemaen.

18) Multiplexova analyza xMAP Luminex se ukazujegaelice ginosna p sledovani
etiopatologie nadorovych onemaaoi. Umo#iuje sledovat fedevsSim vzajemné vrtahy mezi
jednotlivymi markery biologické aktivity. SniZzuj@atiebu biologického materiélu, je rychla
a finartné vyhodna .

7 Z&av éry pro klinickou praxi:

1. Sledovanitrstovych faktoéi neni vhodné pro rutinni diagnostiku.

2. Pouze HGF se jevi perspektivnim diagnostickypnognostickym markerem.

3. Naprosto vyznamnou a nezastupitelnou roli vSajk mistové faktory a IGFBP3 ve
zkoumani procédsv lidském &le na bugéné Urovni. Protoze jiz zname fungovani celych
signalni drah je mozné pouZziistove faktory téz jako vhodné indikatork pvérovani
zformulovanych teorii oysobeni @iznych latek imo na buiku (fyziologické fistové a
metabolické procesy, jejich poruchyigobeni Iéku a jinych chemickych latek apod.). B8Z |
mozneé, Ze fes velké mnoZstvi nashroméhgich vysledk z mnoha studii, namigce jen
unikaji ukité souvislosti, které mohou byt objeveny v budauanistové faktory nabydou
vy§Siho vyznamu i v kazdodenni klinické praxi.

8 Perspektivy

Prace bude pokéavat retrospektivnim vyhodnocenim dat ve vztahdésgas free* intervalu
a preziti pacieni po uplynuti 3 let od detekce primarniho tumoru.

Prace je podkladem pro dalSi prospektivni stwdikteré bude vyhodnoce#tsi paet
sledovanych paramétia geedevsim optimakstanoveny, Zazovaci a vkazovaci kritéria pro
pacienty do studie.

Prace je vychodiskem pro budouci prospektivnidistaanttené gedevsim na predikci
efektu operéni [&by ¢i chemoterapie a na vyuZziti paranigbiologické aktivity pro
stanoveni prognozy.
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9 Shrnuti

V poslednich #kolika letech se velicgasto diskutuje vliv IGF a jejich vazebnych profema
vznik a progresi nadar Jiz z&atkem 80. let minulého stoleti se objevily praderd
upozorovaly na moznou spojitost zvySené produkce inzuyliadobnychikstovych faktoi
se zvySenym vyskytem nador

Cilem mé prace bylo podivat se na vztah inzulindgbomych @istovych faktodl pog:. jejich
vazebnych proteiha nadoit z nékolika raiznych pohled, zhodnotit jejich vyznam a pokusit
se utit misto IGF a IGFBP v s@asné nadorové diagnostice.

Prace samotna je rofddna do dvowasti, do teoretickéasti acasti prakticke. V teoretické
¢asti jsem vysitlil fungovani systému IGF v naSem organismu a daleaniil na
dosavadni zjigni role systému IGF u jednotlivych nadorovych didmgnVv praktickésasti,
kterou jsem rozélil na dva oddily, jsem nejprve studoval velky soupacient s iznymi
nadorovymi diagndézami, poté jsem s@eval souboru Zen s nadorem prsu.

Teoreticka ¢ast

Inzulinu podobnétstové faktory (IGF, insulin-like growth factorspjs peptidy, které
se podileji n@izeni Kistu, metabolismu,ipzivani a diferenciaci bek a jsou regulovany
rastovym hormonem (GH). IGF jsou syntetizovany vgélr a vyskytuji se v séru a dalSich
téInich tekutinach. Dale je znama jejich extrahepatdtodukce ajsobeni autokrinnim a
parakrinnim mechanismem.

IGFBP (insulin-like growth factor binding proteinsd nachazeji vaznych €lnich
tekutinach, jako je krevni sérum, plodova voda akomisni mok IGFBPs jsou
syntetizovany v jatrech anebo jsou syntetizovariygmnymi typy nadorovych buk. IGFBPs
zvysuji pol@as IGFs v séru a inhibuji nebo podporuis@beni IGFs vazbou na receptory
cilovych burgk. Navic tyto vazebné proteiny funguji jako zasobaGFs v mezibuftném
prostoru.

Ucinek IGF1 na bitku se odehrava prastinictvim receptdr. Po Usp3ném navazani
na receptor pokeaje prenos signalu uvnitouiky po signalni draze, coz je viastkaskada
enzymi a jejich substrét

Experimentélni ¢ast
IGF1 a karcinom kolorekta, plic, prsu a prostaty
Tento soubotital celkem 681 paciefnt Jednalo se o vzorky pacientskych sér, které byly
zpracovany v Imunoanalytické laboréitee FN v Plzni za obdobi let 2000 — 2008. Podle
histologického nalezu jsem pacienty réidddo 5 skupin. Hodnoty jsem porovnal
s normalnimi hodnotami labordéoa poté srovnal s trendy s literatury.

Nadorove markery, ristove faktory, IGFBP3 a nadory prsu

Porovnaval jsem dva soubory pacientek. Prvni sotitar89 Zen s malignim nadorem prsu.
Druhy soubor obsahoval 21 Zen s benignim nadorem gtSinou fiboroadenomem. VVzorky
pacientskych sér byly zpracovany v Imunoanalytiekératdi ve FN v Plzni v obdobi let
2008 — 2010. fedevsim jsem se za&iil na rozdily mezi skupinami se zhoubnym a
nezhoubnym nadorovym onemeaim. Dale jsem hodnotil zény hladin vSech anal§tve
skupirg Zen s malignim nadorem prsu réleshym na podskupiny podle stadia onemmin
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Zavér
1) Bylo vySeteno IGF1 u souboru 681 paci&mst nasledujicimi typy nadirkarcinom
kolorekta, plic, prsu a prostaty.
2) Déle bylo vyS&tno 100 Zen s benignim a malignim nadorem prsu.
3) HGF je jedinymistovym faktorem ktery ma statisticky vyznagnryssi sérove hladiny u
malignich nadorovych diagndz nez u benignich.
4) Rastovy faktor HGF pozitivé koreluje se zavaZznosti nadorového onersiocn
5) Fi hodnoceni IGF1 je nutné brat v Uvahikeveé hledisko aip veékove odliSnych
skupinach ziskané vysledky adjustovat dla WYokud se &kové hledisko nevezme v Gvahu
muze dojit k nespravné interpretaci vyslédk
6) IGF1 u nadar nadofi kolorekta ma fiblizné stejné procento zvySenych i snizenych
vysledka, coz koreluje se zéwy z literatury.
7) U nadod prostaty jsem zjistil vyraznougvahu zvySenych hodnot IGF1. Tento nalez
souhlasi se z&vy z literatury.
8) U nadoi plic prevaZzovaly vyrazéivyssi hodnoty IGF1 coz nekoresponduje s nalezy
v literature.
9) U nadod prsu lehce fevazovaly vysSi hodnoty IGF1 nad nizSimi. V dostuliteratue
byla prevaha vysokych hodnot vyrazayssi.
10) Sérova variabilita hladin IGF1 je Zmz& a u kaZzdého typu nadoru se vyviji jinym
zpasobem.
11) Nadorové markery neni mozné pouzit k diferdntdiagn6ze benignich a malignich
nadof.
12) Séroveé hladinytistovych faktol a IGFBP3 se po operaci signifikaatmeneni.
13) Nadorové markery koreluji se zavaznosti onerracn
14) IGF1 spolen¢ s IGFBP3 dosahuji vysSich hladikasrgjSich stadiich nadoru prsu a ve
vysSim stadiu onemoeni se jejich hladina snizuje.
15) Ristovy faktor EGF pozitivkoreluje se zavaznosti nadorového onerdioiGrzévislost
vSak neni tak linearni jako u HGF.
16) Sérové hladiny TGFnegativig koreluji se zavaznosti nddorového onendotn
17) Sérové hladiny VEGF nikterak nekoreluji se Zawsti nadorového onemaen.
18) Multiplexova analyza xMAP Luminex se ukazujegavelice ginosna p sledovani
etiopatologie nadorovych onemaao. Umoziuje sledovat fedevsSim vzajemné vrtahy mezi
jednotlivymi markery biologické aktivity. SniZzuj@atiebu biologického materiélu, je rychla
a finartné vyhodna .

Zavéry pro klinickou praxi

1) Sledovanitstovych faktoéi neni vhodné pro rutinni diagnostiku.

2) Pouze HGF se jevi perspektivnim diagnostickypnoginostickym markerem.

3) Naprosto vyznamnou a nezastupitelnou roli vSak mistove faktory a IGFBP3 ve
zkoumani procédsv lidském &le na bugéné Urovni. Protoze jiz zname fungovani celych
signalni drah je mozné pouZziistove faktory téz jako vhodné indikatork pvérovani
zformulovanych teorii oysobeni @iznych latek imo na buiku (fyziologické fistové a
metabolické procesy, jejich poruchyigobeni Iéku a jinych chemickych latek apod.). B8z |
mozneé, Ze fes velké mnoZstvi nashromépagich vysledk z mnoha studii, namigce jen
unikaji ukité souvislosti, které mohou byt objeveny v budauanistové faktory nabydou
vysSiho vyznamu i v kazdodenni klinické praxi.
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10 Summary

The interaction between growth factors and caneadéence and development has been
discussed recently. First works suggesting possimmection between increased production
of insulin like growth factors with an increasedigence of tumors came already from early
80s of the last century.
The aim of my work was focused on evaluation ofsgae relation between insulin like
growth factors or their binding proteins and tumioosn different perspectives, to assess their
significance and try to determine what role thed@Rd IGFBPs may play in the current
tumor diagnostics.
The work itself is divided into two parts, the thetical and practical ones. In the theoretical
part, | summarized the action of IGF in human badg also focused on previous findings on
the role of IGF system in cancer diagnoses. Impthetical part, divided into three
subsections, | focused on investigation of relationa large set of patients with different
cancer diagnoses, in a group of women with breaster and, finally, | focused on changes
of IGF1 levels during follow-up.

Theoretical part

Insulin-like growth factors (IGF) are peptides,ttparticipate on growth regulation,
metabolism regulation, cell survival and differatittn. They are regulated by growth
hormone (GH). IGFs are synthesized in liver ang @ileo occur in various body fluids. Their
extrahepatic production, as well as their autocainé paracrine mechanism has been already
described.

IGFBPs occur in different body fluids like serutmraiotic fluid and cerebrospinal
fluid. IGFBPs are synthesized in liver but can Is® @ynthesized by cancer cells. IGFBPs
increase the half-life of IGFs in serum and inhdsistimulate IGFs action by binding to the
target cells receptors. These binding proteinsestrcreate a storage pool of IGFs in
intercellular space.

Effect of IGF1 on cell is mediated by receptorgrfai transduction follows the
successful binding to the receptor via signal ceHalar pathway — i.e. cascade of enzymes
and its substrates.

Experimental part
IGF1 and colorectal, lung, breast and prostate cainoma
There were 681 patients in the group. Evaluatios e@ne on patient serum samples
processed in Immunodiagnostic Laboratory of theversity Hospital in Pilsen. Samples
were obtained between years 2000 and 2008. Patienésdivided into five groups according
to the histological findings. Obtained values wesenpared with normal laboratory values
and then compared with data in literature.

Tumor markers, growth factors and breast tumors

Two groups of patients were compared. The firsugreonsisted of 89 women with
malignant breast cancer. The second group covdregbihen with benign breast tumor,
mostly fibroadenoma. Patient serum samples wereepsed in immunodiagnostic laboratory
of the University Hospital in Pilsen in the peridd08-2010. In particular, | focused on the
differences between the groups with malignant ardgm tumors, but | also evaluated the
changes in levels of all analytes in the group omgn with malignant breast cancer and in
subgroups divided by the stage of disease.
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Conclusion
1) was investigated IGF1 in a group of 681 patievite the following tumor types: colorectal
cancer, lung, breast and prostate.
2) was further examined 100 women with benign aatignant breast tumors.
3) HGF is the only growth factor that is statistiigaignificantly higher serum levels in
malignant tumors than in benign diagnoses.
4) The growth factor HGF positively correlated witte severity of cancer.
5) In evaluating IGF1 is necessary to take intmaat the age aspect and in different age
groups, the results obtained adjustovat of agegdfdoes not take into account the aspect may
be an incorrect interpretation of results.
6) IGF1 in tumors colorectal cancer has increaggrcximately the same percentage as the
reduced results, which correlates with the findifige the literature.
7) For prostate cancer, | have found a signifigaeponderance of elevated IGF1. This
finding agrees with the conclusions from the litera.
8) In the case of lung tumors predominated sigaifity higher values of IGF1 which does
not correspond with the findings in the literature.
9) In the case of breast cancer slightly higheueslprevailed over the lower IGF1. The
available literature was the ascendancy of higkliegonsiderably higher.
10) Serum levels of IGF1 variability is significaior each type of tumor develops in another
way.
11) Tumor markers can not be used for differemti@gnosis of benign and malignant tumors.
12) Serum growth factors and IGFBP3 after surgelschot change significantly.
13) Tumour markers correlate with the severityhaf disease.
14) together with IGF1 IGFBP3 reach higher levalgarlier stages of breast cancer and
higher stage disease, their level decreases.
15) growth factor EGF positively correlated witte theverity of cancer, addiction is not as
linear as HGF.
16) Serum TGE negatively correlated with the severity of cancer.
17) Serum levels of VEGF in no way correlate with severity of cancer.
18) Luminex xXMAP multiplex analysis proves to bewbkelpful in tracking etiopatologie
cancer. Allows you to track particular mutual vitddetween markers of biological activity.
Reduces biological material is quick and convenient

Conclusion for clinical practice
1) Monitoring of growth factors is not suitable fautine diagnostics.
2) Only HGF appears to be promising diagnostic @mognostic marker.
3) absolutely important and irreplaceable role, &esv, are growth factors and IGFBP3 in the
investigation of processes in the human body atéfialar level. Because we already know
the functioning of entire signaling pathways carubed also as growth factors suitable
indicators to verify the theory formulated on thefprmance of various substances on cell
(physiological growth and metabolic processesy tthiebrders, drug exposure and other
chemical substances, etc.). It is also possibledbspite the large amount of accumulated
results from many studies, we still escape a cdiorethat can be discovered in the future
and growth factors aid is in the higher meaningvaryday clinical practice.
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