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Souhrn
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(CA IX) a jeji exprese u adenokarcinomu
ledviny a urotelidlnich nadori mocového
méchyfe

Cil:

Cilem prace bylo prokdzat ptitomnost solubil-
ni formy CA IX proteinu (s-CA IX) v kultivac-
nim médiu nddorovych bunék in vitro a v tél-
nich tekutindch in vivo u CA IX protein pozi-
tivnich naddord. Nésledné piizptisobit soudas-
né diagnostické metody ke stanoveni s-CA IX
a pokusit se zjistit jeho mozny vyznam jako
markeru u adenokarcinomu ledviny (RCC)
a urotelidlnich karcinomt (TCC).

Material a metoda:

Do studie jsme zahrnuli dvé skupiny:
1. nemocni s RCC, 2. nemocni s TTC vyvod-
nych mocovych cest. V prvni skupiné bylo
testovano 31 pacientd s RCC a 61 kont-
rol, ve druhé 32 pacientt s endoskopickym
podezfenim na TCC a 16 kontrol. K priika-
zu CA IX antigenu ve vzorcich nddora jsme
pouzili imunohistochemické barveni pomoci
monoklondlni protilaitky M75. V extraktech
z nadord a v télnich tekutinach jsme pfitom-
nost CA IX stanovovali metodou ,Western
blot“ nebo ELISA.

Vysledky:

V 1. skupiné jsme v séru ptitomnost s-CA IX
zjistili pouze v podskupiné s prokdzanym RCC.
Z 31 vzorkt jich bylo 13 (41,9%) pozitivnich.
V mo¢i v podskupiné s RCC byl s-CA IX pro-
tein prokazan u 19 (70 %) z 27 vzork. V kont-
rolni skupiné byly vSechny vzorky s-CA IX nega-
tivni.
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Ve 2. skupiné byl TCC histologicky proka-
zan u 23 nemocnych. Pozitivni nalez s-CA IX
v mod¢i byl u 16 z nich (69,6 %). Negativni
nélez s-CA IX byl u 7 (30,4 %) nemocnych.
U Z4dného z TCC porzitivnich pacientt jsme
v séru s-CA IX antigen neprokdzali.

Zavér:

Nase prace prokazala uvolnovani CA IX
do télnich tekutin u nemocnych s RCC a TCC
a moznost jeho detekce. Western blot v kom-
binaci s pouzitim zvy$ené chemiluminiscence
je specifickou a vysoce citlivou metodou pro
laboratorni hodnoceni, aviak je to technika
pracnd a Casové naro¢nd. Soucasné vysled-
ky ukazuji, Ze by se dalo uvazovat o vyvinuti
vhodné kvantitativni metody pro stanoveni
s-CA IX, jez by umoznila zpracovani vétsich
soubort nemocnych ke zhodnoceni klinické-
ho vyznamu jeho exprese u nemocnych s RCC
aTCC.

Kli¢ova slova:

adenokarcinom ledviny, karbonickd anhyd-
raza IX, urotelidlni nddory vyvodnych moco-
vych cest.

Summary

Hyrsl L, Zavada J, Zavadova Z, Kawaciuk I,
Vesely S, Skapa P. Carbonic anhydrase IX
(CA IX)expression in renal cell carcinoma and
transitional cell carcinoma of urinary tract

Aim:
The aim of our study was to investigate the pres-
ence of soluble CA IX protein (s-CA IX) in tu-
mor culture media in vitro and body fluids of
patients carrying CA IX protein positive tumors.
The final purpose was to improve present
diagnostic methods to s-CA IX detection and
to determine its possible use as a marker of
renal clear cell carcinoma (RCC) and transi-
tional cell carcinoma (TCC).

UvVOD

Karbonickd anhydraza IX (CA IX), dfive nazy-
vand MN nebo MN/CA9 protein, je povrcho-
vy buné¢ny protein, ktery se normalné vysky-

Material and methods:

In the preliminary study were two groups of
patients: 1. RCC patients, 2. TCC patients. In
the first group were included 31 RCC patients
and 61 controles, in the second group 32 pa-
tients with endoscopic suspicion for TCC and
16 controles. We used immunohistochemical
staining employing MAb M75 for CA IX iden-
tification in tumor tissue. In tumor extracts
and body fluids we used Western blotting and
ELISA for quantitation of the s-CA IX protein.

Results:
In the RCC group s-CA IX protein was de-
tected only in patients with proven RCC. In
the blood 13 (41,9%) from 31 were positive. In
urine 19 (70%) from 27 were CA IX protein
positive. Control specimens were all s-CA IX
negative.

In the TCC group the tumor was identified
in 23 patients histologically. Positive s-CA IX
was in 16 (69,6 %) of them. Negative finding
of s-CA IX was in 7 (30,4%) patients. Serum
from all TCC patients was s-CA IX negative,
even the serum from patients with CA IX posi-
tive urine.

Conclusion:

We demonstrated shedding of CA IX into body
fluids in patients with RCC and TCC, although
in exremely low concentrations. Nevertheless,
Western blotting combined with enhanced
chemiluminiscence is specific and extremely
sensitive method allowing s-CA IX detection
in body fluids. Our present data suggest that
suitable quantitave method for s-CA IX detec-
tion should be developed, which in turn will
enable evaluation of clinical significance of
CA IX expression in RCC and TCC patients.

Key words:
carbonic anhydrase IX, renal cell carcinoma,
transitional cell carcinoma of urinary tract.

tuje pouze ve sliznici Zaludku a Zlu¢ovodu (1).
Mald mnozstvi CA IX lze prokazat ve sliznici
stfeva, a to v oblasti krypt, kde jsou buiky



s vysokou prolifera¢ni kapacitou (2). Smérem
distdlnim od Zzaludku jeho mnozstvi ubyva.
Minimélni hladiny lze déle zjistit v epiteliich
pankreatického duktu muzskych pohlavnich
organd a v epitelidlnich bunkach vystylajicich
télni dutiny (3-5). Jeho pfitomnost byla zjisté-
na ve vysokém procentu (témét 100 %) u nék-
terych typt lidskych karcinomd, jako je kar-
cinom hrdla délozniho, karcinom jicnu a ade-
nokarcinom ledviny (2-7). V niz$im procentu
ptipadti (40-60 %) byl stanoven i u karcinomu
hlavy, krku, plic, prsu a kolorektdlntho kar-
cinomu. Vzdy se jednd o ektopickou expresi,
kdy antigen je pfitomen v nadorech vychaze-
jicich z CA IX negativnich tkani. Nevyskytu-
je se ve tkani zdravé ledviny, u nenddorovych
onemocnéni ledviny ani u benignich nado-
rt, chromofobni varianty karcinomu ledviny
a adenokarcinomu z jasnych bunék extrare-
nélniho ptavodu (8-15). Protein CA IX tvofi
homodimery spojené disulfidovymi vazbami
mezi rezidui cystinu. Kazda jednotka (mono-
mer) sestava z péti domén: signalniho peptidu,
proteoglykanové domény, anhydrazové domé-
ny, transmembranové kotvy a intracytoplaz-
matického ocasu (obr. 1). Tvofi jej 459 ami-
nokyselin.

V normélni Zzalude¢ni sliznici CA IX slouzi
jako diferencia¢ni antigen (16). Pfedpoklada
se, ze anhydrazova ¢dst pracuje jako reguldtor
pH a ucastni se na transmembranovém trans-
portu iontd. Nizsi extraceluldrni pH podporu-
je invazivni rast nadorovych bunék, zvySend
koncentrace Ca iontt v cytoplazmé aktivuje
bunééné tyrosin-specifické proteinkinazy.
Proteoglykanova doména CA IX funguje jako
adhezivni molekula, ktera se ucastni dife-
renciace sliznice zaZivactho traktu, avSak pfi
ektopické expresi muze vést k prenosu fales-
nych signald. To zfejmé hraje dtleZitou tlohu
ivkarcinogenezi. Jeho 100% ektopicka exprese
u tfi lidskych karcinomt a niZz§i, ale vyznamnd
i u nékterych dalsich podporuje tuto domnén-
ku. Jednou z dal$ich moznych roli je inhibice
apoptdzy vnadorové burice (17). CA IX protein
1ze prokazat imunohistochemickym barvenim
v histologickém preparatu na buné¢né mem-
brané. Pomoci reverzni transkripéni polyme-
razové fetézové reakce (RT-PCR) v krevnim
vzorku lze zjistit mRNA kédujici CA IX pro-
tein v uvolnénych cirkulujicich bunkéch. Spe-
cificita vySetfeni byla 100%, senzitivita metody
je obrovska - sta¢i k odhaleni jediné nddorové
buriky v 1 ml krve, av§ak zachytnost je nizkd,
pouze 25-49 %. Nevyhodou této metody je, Ze

stanovuje CA9-mRNA v nddorovych buitkach
pti jejich diseminaci (18). Tim lze i vysvétlit
nizkou zachytnost. V nasi studii jsme se zame-
fili na moZnost stanoveni tohoto proteinu,
ktery se uvoliuje z tumordznich bunék, v krvi
amoci.

MATERIAL A METODA

Ve studii probihajici v letech 2004-2008 byly
vytvoreny dvé skupiny pacienti: 1. nemocni
s adenokarcinomem ledviny, 2. nemocni s uro-
telidlnimi tumory mocového méchyie nebo
kalichopanvi¢kového systému. V prvni sku-
piné bylo testovdno 31 pacientt s adenokarci-
nomem ledviny (RCC), 15 pacientti s nonRCC
tumory, ¢tyti pacienti s nenddorovym urolo-
gickym onemocnénim a 42 zdravych slouzilo
jako kontrolni skupina. Do druhé skupiny
bylo zafazeno 32 pacientdi s endoskopickym
podezienim na urotelidlni nador mocového
méchyte (TCC), v jednom pripadé ledvinné
panvicky a 16 kontrol. Do dal$itho hodnoceni
jsme zatadili pouze nemocné s mikroskopicky
prokdzanym karcinomem vychazejicim z uro-
telu. K prikazu CA IX antigenu ve vzorcich
nadort nemocnych po operaci jsme pouzili
imunohistochemické barveni pomoci speci-
fické monoklonalni protilatky M75. Tato pro-
tilatka specificky reaguje s antigenem CA IX
nativnim i v parafinovych blo¢cich s preparaty
fixovanymi formaldehydem. V nadorovych
tkanich CA IX dosahuje koncentrace okolo
1 mg/g proteinu.

Pro extrakty z bunék nebo pro média
z bunéénych kultur pozivime metodu ELI-
SA, ktera vyzaduje kombinaci dvou protilatek
(V10 pro zachyceni antigenu a M75, znacenou
biotinem nebo peroxiddzou) (19, 20). Metoda
spolehlivé funguje s tekutinami obsahujicimi
nanogramy antigenu na ml a vice (hodi se napt.
pro bézné nadorové markery jako PSA, CEA
aj.). V materidlech s méné nez 1 ng/mg ELISA
sice funguje, avsak jeji vysledky jsou zatizeny
nespecifickymi reakcemi s jinymi slozkami
biologickych tekutin. Koncentrace CA IX
v krvi a mod¢i pacientti dosahuje v§ak pouhych
nékolika pg/ml. K témto tGcelim jsme pouzi-
li mimofadné citlivou a soucasné specifickou
techniku, ktera je v8ak zna¢né pracnd. V prv-
nim stupni koncentrujeme antigen z 1 ml séra
nebo z 10 ml moce. Ve druhém stupni rozdéli-
me molekuly bilkovin podle velikosti gelovou
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signalni peptid

proteoglykanova
doména

karboanhydrazova
doména

transmembranova kotva Obr. 1.
Struktura CA IX proteinu
intracytoplazmaticky ocas Fig. 1.

CA IX protein structure

elektroforézou a preneseme je na vhodnou
membranu. Tretim stupném je zviditelné-
ni antigenu na membrané pomoci protilatky
M?75 konjugované s peroxidazou. Po pridani
vhodného substratu s pouzitim techniky ECL
(potencovand chemiluminiscence) antigen za-
¢ne svétélkovat, coz zachytime na citlivy film.
Kazdou membrinu s navazanymi proteiny
vyvolavame napfed v roztoku monoklonalni
protilatky M75 konjugované s peroxiddzou,
kterd ozna¢i antigen CA IX. Nésleduje lazen
obsahujici luminol, H,O, a kyselinu kumaro-
vou. Peroxidaza navazand na protilatku kataly-
zuje oxidaci luminolu peroxidem vodiku, ¢imz
vznikaji zablesky svétla. Ty se exponuji na cit-
livy film. Pro kazdy blot uZzivime nejméné dvé
expozice: 5 minut pro materidly od pacien-
tt s vy$8i hladinou antigenu a 30 minut pro
materidly od zdravych individui. Ty pokla-
dame za ,negativni®, a¢ obsahuji také CA IX,
ale jen 0,2-5 pg/ml. Kazdy blot obsahuje také
standardni koncentrace CA IX jako kalibra-
ci. V tomto pripadé to byla CA IX vyrobend
metodami genového inZenyrstvi, purifikovand
afinitni chromatografii a koncentrace zasob-
niho preparatu byla stanovena chemicky.

Pro potvrzeni hypotézy, ze s-CA IX v séru
pochazi opravdu z adenokarcinomu ledviny,
jsme stanovili koncentraci s-CA IX u nemoc-
nych s RCC pfed a 5. den po opera¢nim vykonu.

Tato studie byla schvélena etickou komisi
Fakultni nemocnice v Motole.

VYSLEDKY

V ramci 1. skupiny, tykajici se adenokarcino-
mu ledviny, byly vySetfovany vzorky od 50
nemocnych. Soubor byl dale rozdélen na pod-
skupinu nemocnych s histologicky proka-
zanym adenokarcinomem ledviny (n = 31).
Nemocni s histologicky odlisnym nddorem
nez adenokarcinomu (n = 15) byli zafazeni
spolu s nemocnymi s nenddorovymi onemoc-
nénimi (n = 4) do podskupiny kontrolni. Jako
dalsi kontroly jsme jesté zaradili séra, ziskand
od zdravych dérci krve (n = 42).

Z tkané zdravé ledviny, angiomyolipomu
a Sesti preparatti adenokarcinomu ledviny
ziskané po nefrektomii jsme odebrali vzorky
k pripravé extraktu, ve kterém jsme stanovi-
li pritomnost a koncentraci CA IX proteinu.
Na ,Western blotu“ se CA IX protein zobrazuje
jako dvojity prouzek o molekulové hmotnosti
58 a 54 kDa (obr. 2). Ve vsech Sesti extraktech
z RCC nadorové tkané byl ptitomen CA IX
protein ve vysoké koncentraci 0,5-2 mg/g
celkového proteinu. V extraktu tkané zdravé
ledviny a angiomyolipomu CA IX nebyl pti-
tomen. Cast vitdlni tkdné nadoru jsme také
kultivovali in vitro a v téchto kratkodobych
tkanovych kulturach jsme poté prokazali uvol-
fovéni extraceluldrni ¢asti CA IX proteinu
do kultiva¢niho média jako solubilni formy
CA IX proteinu (s-CA IX). Solubilni CA IX je
krat$i o transmembrdnovou a intracytoplaz-



HT29 Tumory a kontroly

kDa M c M 29 31 27 K1

49 50 59 K2 38

Obr. 2.

Western Blot, stanoveni CA IX
v kultiva¢nim médiu nebo bu-
nécném extraktu RCC a kont-

Média
38 50 59

50

B -
54 | -——
- e

rolnich tkdni

HT29: M - médium, C - bunécny
extrakt. K1, K2 — kontroly, ¢ 27 - angio-
myolipom, ostatni RCC

Fig. 2.

v
LI 1 |

Western blot analysis of CA IX in
culture media or in extracts from

cells, tumours and control tissues
HT29: M = medium, C — cell extract. K1,
K2 - control kidneys; No. 27 — angiolipo-
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A s-CA IX v séru nemocnych pred
a po nefrektomii
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s-CA IX in the serum of RCC

patients before and after
nephrectomy

matickou ¢ast a ma molekulovou hmotnost
54 a 50 kDa. Koncentrace s-CA IX v ristovém
médiu z nadorovych explantatd se pohybuje
v rozmez{ 20-50 ng/ml.

V séru pozitivni s-CA IX protein jsme zjistili
pouze v podskupiné s histologicky prokdzanym
adenokarcinomem ledviny. Z 31 vzorka jich
bylo 13 (41,9%) pozitivnich. Ve druhé pod-
skupiné non-RCC tumort a jinych nenédoro-
vych urologickych onemocnénich byly vechny
vzorky na s-CA IX protein negativni.

V mocdi je vydetteni usnadnéno tim, Ze
od pacienttt miZeme ziskat vét§i odbéry nez
v ptipadé krve a déle tim, Ze mo¢ obsahuje mno-
hem méné bilkovin nez sérum. Vysoky obsah bil-
kovin v koncentrovaném preparitu znemoziuje
analyzu s-CA IX. V podskupiné s pfitomnym
RCC byl s-CA IX protein prokdzan v moéi u 19
(70 %) z 27 vzorku. V kontrolni skupiné, zahrnu-
jici 30 vzork (25 zdravych kontrol, 3 non-RCC
tumory, 2 jiné urologické onemocnéni), byly
véechny vzorky s-CA IX negativni.

U péti nemocnych s RCC jsme stanovili
koncentraci s-CA IX pred a 5. den po operac-
nim vykonu (obr. 3). Ve ttech piipadech je vidét

vyznamny pokles hladiny s-CA IX po vykonu,
u jednoho nemocného pouze mirny (druhy
vzorek odebran z technickych divodt jiz prvni
den po operaci). U jednoho nemocného (pa-
cient 68) je naopak pozorovatelnd vyssi hladi-
na s-CA IX. Zde byla provedena pouze ope-
racni revize a pro opera¢né nefesitelny nalez
nador nebyl odstranén. To dokazuje, Ze zdro-
jem s-CA IX jsou buiitky RCC. V tabulce 1 jsou
uvedeny prehledné udaje koncentrace CA IX
proteinu v jednotlivych biologickych mate-
ridlech, jak jsme je stanovili béhem nasi prace.
Vysledky v buné¢nych extraktech a kultiva¢nim
médiu byly stanoveny metodou ELISA. V séru
a v modi, pro nizkou koncentraci s-CA IX, bylo
nutné pouzit densitometrické hodnoceni filma
exponovanych ,Western bloty“ a porovnani se
standardnimi koncentracemi s-CA IX.

Ve druhé skupiné nemocnych s urotelidlni-
mi tumory dolnich a hornich mocovych cest
bylo hodnoceno 32 nemocnych s podezte-
nim nebo prokdzanym urotelidlnim tumorem.
U sedmi byla provedena radikdlni cystekto-
mie, u jednoho nefroureterektomie a u ostat-
nich transuretrdlni resekce tumoru mocového
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Tab. 1. Hodnoty CA IX v riznych biologickych materidlech
Table 1. Concentration of CA IX in biological materials

HT29 bunécny extrakt 4mg.g' celkové bilkoviny

Cerstvy extrakt RCC 0,5-2mg . g’ celkové

bilkoviny
Extrakt normalnfledviny nedetekovatelny
HT29TC médium 20-50ng . ml!
RCCTC média 20-50ng . ml"
Séra RCC pacientd 20 pg-3,6ng. ml'
Kontrolni séra 5-25pg.ml”
Moc¢ RCC pacientt 20 pg-3ng.ml”
Kontrolni mo¢ 0-26 pg.ml!

HT29 - bunécnd linie kolorektdliniho karcinomu

Tab. 2. Porovndni vysledkd mikroskopického vysetreni
(barveni hematoxylinem-eosinem), imunohistoche-
mického vysetfeni CA IX (IHC) a Western blot (WB)
Table 2. An overview of the results obtained by his-
tology (hematoxylin-eosin staining), CAIX antigen de-
tection by immunohistochemistry (IHC) and Western
blotting (WB)

Metoda

Skupina Histologie | IHC WB Pocet
1. + + + 13*
2 + + - 4
3 + - + 2
4. + - - 3
5 + ND + 1
celkem 23
Kontroly

6. - ND - 15
7. - ND + 1
celkem 16

*12-TCCa1-SCC
ND - neprovedeno

méchyte. Karcinom vychdzejici z urotelu byl
histologicky prokdzin u 23 (71,9%) nemoc-
nych, u jednoho z nich se jednalo o karcinom
spinoceluldrni. V této skupiné byla s-CA IX
pozitivni u 16 (69,6 %) nemocnych a koncen-
trace s-CA IX proteinu v moci ve vétsiné pri-
padti pohybovaly mezi 5-40 pg/ml. Negativni
nalez s-CA IX byl u 7 (30,4 %) pacientti (tab. 2).
Imunohistochemické barveni prokdzalo CA IX
protein zejména v povrchovych vrstvach nado-
ruu 13 nemocnych. Nekrdzu jsme nalezli pouze
u t¥f TCC a jednoho SCC. Jeden z téchto TCC
nadort s nekrézou byl kompletné CA IX nega-
tivni, ostatni byly stfedné az vyrazné pozitivni.

Ani v jednom ptipadé jsme nepozorovali vys$si
intenzitu barveni v perinekrotické oblasti. Sen-
zitivitu jsme v nasi skupiné spocetli na 69,6%
a pozitivni prediktivni hodnotu 69,6%. Spe-
cificita a negativni prediktivni hodnota byly
pouze 22,2%. Sérové koncentrace s-CA IX byly
u véech téchto nemocnych negativni.

DISKUSE

Zd4 se, ze CA IX protein hraje dileZitou ulohu
v patogeneze mnoha karcinomu u lidi. K jeho
expresi na membrané nadorovych bunék
dochazi v dusledku hypoxie (inaktivace VHL
genu a ,upregulace” dalSich proteind jako
HIF, VEGF atd.). Tento membrénovy protein
lze pomérné snadno zviditelnit na povrchu
nadorovych bunék v prepardtu pomoci ITHC
barveni specifickou monoklondlni protilat-
kou M75. V literatufe je uvadéna piitomnost
CA IX téméf u 100 % adenokarcinomi ledviny
(8, 9). Jak jsme prokazali v nadi praci, dochazi
zfejmé vlivem protedz k od$tépovani extrace-
lulérni ¢asti molekuly do kultiva¢niho média
a tkanovych tekutin. Proto je tato solubilni
forma mensi (54/50 kDa) neZ molekula trans-
membranového CA IX proteinu (58/54 kDa).
Tato velikost odpovidd proteoglykanové
a anhydrazové doméné (21). Solubilni CA IX
v krvi je zna¢né nestala a ziejmé se riiznymi
mechanismy rychle eliminuje. Jednim z nich je
vyluc¢ovani s-CA IX v nezménéné formé modi.
Koncentrace s-CA IX proteinu u RCC pacien-
ttl v modi priblizné odpovidaji koncentracim
vkrvi (viz tab. 1). Vy$$i pozitivitu s-CA IX pro-
teinu u RCC pacientt v moc¢i (70 %) proti séru
(40 %) lze vysvétlit pouzitim vétsiho objemu
moce ke koncentraci s-CA IX neZ séra (10ml
vs. 1 ml). V dalSich experimentech jsme se
sousttedili na urotelidlni karcinomy mocového
méchyfe a vyvodnych mocovych cest. Vyho-
dou pro stanovovani s-CA IX proteinu u téch-
to nadori je, Ze jsou pfimo omyvany moci
a ze nejvice nadorovych bunék, exprimujicich
CA IX protein, je lokalizovanych na povrchu
nadoru. Pravdépodobnost ztraty s-CA IX je
tim minimalni a jsme jej schopni detekovat
v modi i u malych nadort (22). Predpokladd
se, ze exprese CA IX v nadorovych bunkach
je dusledkem fokalni hypoxie, kterd indukuje
ektopickou syntézu CA IX (23-26). To jsme
v nasi praci nepotvrdili. P¥i IHC se CA IX pro-
tein Casto barvil difuzné v povrchovych vrst-



vach nadorovych papildrnich struktur. To lze
vysvétlit jednak nizkou tenzi kysliku v oblasti
relativné vzdalené od vaskularniho zdsobeni
ve stromatu nadoru a dale také v mo¢i. Kom-
pletni THC negativita jednoho TTC s fokalni
nekrézou muze byt disledkem jiné biologické
povahy nadoru s neschopnosti exprese CA IX.

Z vysledka lze predpoklddat, Ze u nemoc-
nych s RCC s-CA IX cirkuluje v krvi, protoze
je buné¢ny adhezivni protein (27, 28) vazan
v tkanich, které exprimuji predpokladany
CA IX specificky receptor. Navazany CA IX
protein je poté v burikdch a nasledné rozlozen.
Mensi ¢ast je vyloucena do moci. U nemoc-
nych, kde jsme stanovili vysoké koncentrace
s-CA IX, lze predpokladat, ze vétSina recep-
tord byla obsazena s-CA IX proteinem a nové
tvoreny zlistaval volné v krvi a byl i ve vysoké
koncentraci vylu¢ovan mo¢i. Naopak u TCC je
s-CA IX téméf vyhradné uvolnovan do modi.
Jeho priniku do krve brani bazalni membrana
oddélujici nadorové bunky od cév. To vysvét-
luje neptitomnost s-CA IX v krvi.

Limitem na$i prace je dostupnost vhod-
nych metod ke stanoveni s-CA IX v télnich
tekutinach. Problémem je, Ze koncentrace
s-CA IX jsou velmi nizké (1000x niz$i nez
naptiklad koncentrace prostatického speci-
fického antigenu v séru) a za hranici citlivosti
bézné dostupné metody ELISA. Jako dostate¢-
né citliva se ukdzala metoda Western blotting
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