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(CA IX) a  její exprese u  adenokarcinomu 
ledviny a  uroteliálních nádorů močového 
měchýře

Cíl: 
Cílem práce bylo prokázat přítomnost solubil-
ní formy CA IX proteinu (s-CA IX) v kultivač-
ním médiu nádorových buněk in vitro a v těl-
ních tekutinách in vivo u CA IX protein pozi-
tivních nádorů. Následně přizpůsobit součas-
né diagnostické metody ke stanovení s-CA IX 
a  pokusit se zjistit jeho možný význam jako 
markeru u  adenokarcinomu ledviny (RCC) 
a uroteliálních karcinomů (TCC).

Materiál a metoda:
Do  studie jsme zahrnuli dvě skupiny: 
1. nemocní s RCC, 2. nemocní s TTC vývod-
ných močových cest. V  první skupině bylo 
testováno 31 pacientů s  RCC a  61 kont-
rol, ve  druhé 32 pacientů s  endoskopickým 
podezřením na TCC a 16 kontrol. K průka-
zu CA IX antigenu ve vzorcích nádorů jsme 
použili imunohistochemické barvení pomocí 
monoklonální protilátky M75. V  extraktech 
z nádorů a v tělních tekutinách jsme přítom-
nost CA IX stanovovali metodou „Western 
blot“ nebo ELISA. 

Výsledky:
V 1. skupině jsme v séru přítomnost s-CA IX 
zjistili pouze v podskupině s prokázaným RCC. 
Z 31 vzorků jich bylo 13 (41,9 %) pozitivních. 
V moči v podskupině s RCC byl s-CA IX pro-
tein prokázán u 19 (70 %) z 27 vzorků. V kont-
rolní skupině byly všechny vzorky s-CA IX nega-
tivní. 
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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. 

Ve 2. skupině byl TCC histologicky proká-
zán u 23 nemocných. Pozitivní nález s-CA IX 
v  moči byl u  16 z  nich (69,6 %). Negativní 
nález s-CA IX byl u  7 (30,4 %) nemocných. 
U  žádného z  TCC pozitivních pacientů jsme 
v séru s-CA IX antigen neprokázali. 

Závěr:
Naše práce prokázala uvolňování CA  IX 
do tělních tekutin u nemocných s RCC a TCC 
a možnost jeho detekce. Western blot v kom-
binaci s použitím zvýšené chemiluminiscence 
je specifickou a  vysoce citlivou metodou pro 
laboratorní hodnocení, avšak je to technika 
pracná a  časově náročná. Současné výsled-
ky ukazují, že by se dalo uvažovat o vyvinutí 
vhodné kvantitativní metody pro stanovení 
s-CA  IX, jež by umožnila zpracování větších 
souborů nemocných ke zhodnocení klinické-
ho významu jeho exprese u nemocných s RCC 
a TCC.

Klíčová slova: 
adenokarcinom ledviny, karbonická anhyd-
ráza IX, uroteliální nádory vývodných močo-
vých cest. 

Summary
Hyršl L, Závada J, Závadová Z, Kawaciuk I, 
Veselý Š, Škapa 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).

Úvod
Karbonická anhydráza IX (CA IX), dříve nazý-
vaná MN nebo MN/CA9 protein, je povrcho-
vý buněčný protein, který se normálně vysky-

tuje pouze ve sliznici žaludku a žlučovodů (1). 
Malá množství CA IX lze prokázat ve sliznici 
střeva, a  to v  oblasti krypt, kde jsou buňky 



strana 87

Ces Urol 2011; 15(2): 85–92

s vysokou proliferační kapacitou (2). Směrem 
distálním od  žaludku jeho množství ubývá. 
Minimální hladiny lze dále zjistit v  epiteliích 
pankreatického duktu mužských pohlavních 
orgánů a v epiteliálních buňkách vystýlajících 
tělní dutiny (3–5). Jeho přítomnost byla zjiště-
na ve vysokém procentu (téměř 100 %) u něk-
terých typů lidských karcinomů, jako je kar-
cinom hrdla děložního, karcinom jícnu a ade-
nokarcinom ledviny (2–7). V nižším procentu 
případů (40–60 %) byl stanoven i u karcinomů 
hlavy, krku, plic, prsu a  kolorektálního kar-
cinomu. Vždy se jedná o  ektopickou expresi, 
kdy antigen je přítomen v nádorech vycháze-
jících z CA IX negativních tkání. Nevyskytu-
je se ve tkáni zdravé ledviny, u nenádorových 
onemocnění ledviny ani u  benigních nádo-
rů, chromofobní varianty karcinomu ledviny 
a  adenokarcinomu z  jasných buněk extrare-
nálního původu (8–15). Protein CA  IX tvoří 
homodimery spojené disulfidovými vazbami 
mezi rezidui cystinu. Každá jednotka (mono-
mer) sestává z pěti domén: signálního peptidu, 
proteoglykanové domény, anhydrázové domé-
ny, transmembránové kotvy a  intracytoplaz-
matického ocasu (obr. 1). Tvoří jej 459 ami-
nokyselin. 

V normální žaludeční sliznici CA IX slouží 
jako diferenciační antigen (16). Předpokládá 
se, že anhydrázová část pracuje jako regulátor 
pH a účastní se na transmembránovém trans-
portu iontů. Nižší extracelulární pH podporu-
je invazivní růst nádorových buněk, zvýšená 
koncentrace Ca iontů v  cytoplazmě aktivuje 
buněčné tyrosin-specifické proteinkinázy. 
Proteoglykanová doména CA IX funguje jako 
adhezivní molekula, která se účastní dife-
renciace sliznice zažívacího traktu, avšak při 
ektopické expresi může vést k  přenosu faleš-
ných signálů. To zřejmě hraje důležitou úlohu 
i v karcinogenezi. Jeho 100% ektopická exprese 
u tří lidských karcinomů a nižší, ale významná 
i u některých dalších podporuje tuto domněn-
ku. Jednou z dalších možných rolí je inhibice 
apoptózy v nádorové buňce (17). CA IX protein 
lze prokázat imunohistochemickým barvením 
v histologickém preparátu na buněčné mem-
bráně. Pomocí reverzní transkripční polyme-
rázové řetězové reakce (RT-PCR) v  krevním 
vzorku lze zjistit mRNA kódující CA IX pro-
tein v uvolněných cirkulujících buňkách. Spe-
cificita vyšetření byla 100%, senzitivita metody 
je obrovská – stačí k odhalení jediné nádorové 
buňky v 1 ml krve, avšak záchytnost je nízká, 
pouze 25–49 %. Nevýhodou této metody je, že 

stanovuje CA9-mRNA v nádorových buňkách 
při jejich diseminaci (18). Tím lze i  vysvětlit 
nízkou záchytnost. V naší studii jsme se zamě-
řili na  možnost stanovení tohoto proteinu, 
který se uvolňuje z tumorózních buněk, v krvi 
a moči. 

MATERIÁL A metoda

Ve studii probíhající v  letech 2004–2008 byly 
vytvořeny dvě skupiny pacientů: 1. nemocní 
s adenokarcinomem ledviny, 2. nemocní s uro-
teliálními tumory močového měchýře nebo 
kalichopánvičkového systému. V  první sku-
pině bylo testováno 31 pacientů s adenokarci-
nomem ledviny (RCC), 15 pacientů s nonRCC 
tumory, čtyři pacienti s  nenádorovým urolo-
gickým onemocněním a 42 zdravých sloužilo 
jako kontrolní skupina. Do  druhé skupiny 
bylo zařazeno 32 pacientů s  endoskopickým 
podezřením na  uroteliální nádor močového 
měchýře (TCC), v  jednom případě ledvinné 
pánvičky a 16 kontrol. Do dalšího hodnocení 
jsme zařadili pouze nemocné s mikroskopicky 
prokázaným karcinomem vycházejícím z uro-
telu. K  průkazu CA  IX antigenu ve  vzorcích 
nádorů nemocných po  operaci jsme použili 
imunohistochemické barvení pomocí speci-
fické monoklonální protilátky M75. Tato pro-
tilátka specificky reaguje s  antigenem CA  IX 
nativním i v parafinových bločcích s preparáty 
fixovanými formaldehydem. V  nádorových 
tkáních CA  IX dosahuje koncentrace okolo 
1 mg/g proteinu.

Pro extrakty z  buněk nebo pro média 
z  buněčných kultur požíváme metodu ELI-
SA, která vyžaduje kombinaci dvou protilátek 
(V10 pro zachycení antigenu a M75, značenou 
biotinem nebo peroxidázou) (19, 20). Metoda 
spolehlivě funguje s  tekutinami obsahujícími 
nanogramy antigenu na ml a více (hodí se např. 
pro běžné nádorové markery jako PSA, CEA 
aj.). V materiálech s méně než 1 ng/mg ELISA 
sice funguje, avšak její výsledky jsou zatíženy 
nespecifickými reakcemi s  jinými složkami 
biologických tekutin. Koncentrace CA  IX 
v krvi a moči pacientů dosahuje však pouhých 
několika pg/ml. K těmto účelům jsme použi-
li mimořádně citlivou a  současně specifickou 
techniku, která je však značně pracná. V prv-
ním stupni koncentrujeme antigen z 1 ml séra 
nebo z 10 ml moče. Ve druhém stupni rozdělí-
me molekuly bílkovin podle velikosti gelovou 
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elektroforézou a  přeneseme je na  vhodnou 
membránu. Třetím stupněm je zviditelně-
ní antigenu na  membráně pomocí protilátky 
M75 konjugované s  peroxidázou. Po  přidání 
vhodného substrátu s použitím techniky ECL 
(potencovaná chemiluminiscence) antigen za-
čne světélkovat, což zachytíme na citlivý film. 
Každou membránu s  navázanými proteiny 
vyvoláváme napřed v  roztoku monoklonální 
protilátky M75 konjugované s  peroxidázou, 
která označí antigen CA  IX. Následuje lázeň 
obsahující luminol, H2O2 a kyselinu kumaro-
vou. Peroxidáza navázaná na protilátku kataly-
zuje oxidaci luminolu peroxidem vodíku, čímž 
vznikají záblesky světla. Ty se exponují na cit-
livý film. Pro každý blot užíváme nejméně dvě 
expozice: 5 minut pro materiály od  pacien-
tů s  vyšší hladinou antigenu a  30 minut pro 
materiály od  zdravých individuí. Ty poklá-
dáme za „negativní“, ač obsahují také CA IX, 
ale jen 0,2–5 pg/ml. Každý blot obsahuje také 
standardní koncentrace CA  IX jako kalibra-
ci. V  tomto případě to byla CA  IX vyrobená 
metodami genového inženýrství, purifikovaná 
afinitní chromatografií a  koncentrace zásob-
ního preparátu byla stanovena chemicky.

Pro potvrzení hypotézy, že s-CA IX v  séru 
pochází opravdu z  adenokarcinomu ledviny, 
jsme stanovili koncentraci s-CA IX u  nemoc-
ných s RCC před a 5. den po operačním výkonu.

Tato studie byla schválena etickou komisí 
Fakultní nemocnice v Motole. 

Výsledky
V rámci 1. skupiny, týkající se adenokarcino-
mu ledviny, byly vyšetřovány vzorky od  50 
nemocných. Soubor byl dále rozdělen na pod-
skupinu nemocných s  histologicky proká-
zaným adenokarcinomem ledviny (n = 31). 
Nemocní s  histologicky odlišným nádorem 
než adenokarcinomu (n = 15) byli zařazeni 
spolu s nemocnými s nenádorovými onemoc-
něními (n = 4) do podskupiny kontrolní. Jako 
další kontroly jsme ještě zařadili séra, získaná 
od zdravých dárců krve (n = 42).

Z  tkáně zdravé ledviny, angiomyolipomu 
a  šesti preparátů adenokarcinomu ledviny 
získané po  nefrektomii jsme odebrali vzorky 
k  přípravě extraktu, ve  kterém jsme stanovi-
li přítomnost a  koncentraci CA  IX proteinu. 
Na „Western blotu“ se CA IX protein zobrazuje 
jako dvojitý proužek o molekulové hmotnosti 
58 a 54 kDa (obr. 2). Ve všech šesti extraktech 
z  RCC nádorové tkáně byl přítomen CA  IX 
protein ve  vysoké koncentraci 0,5–2 mg/g 
celkového proteinu. V  extraktu tkáně zdravé 
ledviny a  angiomyolipomu CA  IX nebyl pří-
tomen. Část vitální tkáně nádoru jsme také 
kultivovali in vitro a  v  těchto krátkodobých 
tkáňových kulturách jsme poté prokázali uvol-
ňování extracelulární části CA  IX proteinu 
do  kultivačního média jako solubilní formy 
CA IX proteinu (s-CA IX). Solubilní CA IX je 
kratší o  transmembránovou a  intracytoplaz-

signální peptid

proteoglykanová 
doména

karboanhydrázová 
doména

transmembránová kotva

intracytoplazmatický ocas

Obr. 1. 
Struktura CA IX proteinu
Fig. 1. 
CA IX protein structure



strana 89

Ces Urol 2011; 15(2): 85–92

matickou část a  má molekulovou hmotnost 
54 a 50 kDa. Koncentrace s-CA IX v růstovém 
médiu z  nádorových explantátů se pohybuje 
v rozmezí 20–50 ng/ml. 

V séru pozitivní s-CA IX protein jsme zjistili 
pouze v podskupině s histologicky prokázaným 
adenokarcinomem ledviny. Z  31 vzorků jich 
bylo 13 (41,9 %) pozitivních. Ve  druhé pod-
skupině non-RCC tumorů a  jiných nenádoro-
vých urologických onemocněních byly všechny 
vzorky na s-CA IX protein negativní. 

V  moči je vyšetření usnadněno tím, že 
od  pacientů můžeme získat větší odběry než 
v případě krve a dále tím, že moč obsahuje mno-
hem méně bílkovin než sérum. Vysoký obsah bíl-
kovin v koncentrovaném preparátu znemožňuje 
analýzu s-CA  IX. V  podskupině s  přítomným 
RCC byl s-CA IX protein prokázán v moči u 19 
(70 %) z 27 vzorků. V kontrolní skupině, zahrnu-
jící 30 vzorků (25 zdravých kontrol, 3 non-RCC 
tumory, 2 jiné urologické onemocnění), byly 
všechny vzorky s-CA IX negativní. 

U  pěti nemocných s  RCC jsme stanovili 
koncentraci s-CA IX před a 5. den po operač-
ním výkonu (obr. 3). Ve třech případech je vidět 

významný pokles hladiny s-CA IX po výkonu, 
u  jednoho nemocného pouze mírný (druhý 
vzorek odebrán z technických důvodů již první 
den po  operaci). U  jednoho nemocného (pa- 
cient 68) je naopak pozorovatelná vyšší hladi-
na s-CA IX. Zde byla provedena pouze ope-
rační revize a  pro operačně neřešitelný nález 
nádor nebyl odstraněn. To dokazuje, že zdro-
jem s-CA IX jsou buňky RCC. V tabulce 1 jsou 
uvedeny přehledně údaje koncentrace CA  IX 
proteinu v  jednotlivých biologických mate- 
riálech, jak jsme je stanovili během naší práce. 
Výsledky v buněčných extraktech a kultivačním 
médiu byly stanoveny metodou ELISA. V séru 
a v moči, pro nízkou koncentraci s-CA IX, bylo 
nutné použít densitometrické hodnocení filmů 
exponovaných „Western bloty“ a porovnání se 
standardními koncentracemi s-CA IX. 

Ve druhé skupině nemocných s uroteliální-
mi tumory dolních a  horních močových cest 
bylo hodnoceno 32 nemocných s  podezře-
ním nebo prokázaným uroteliálním tumorem. 
U  sedmi byla provedena radikální cystekto-
mie, u  jednoho nefroureterektomie a  u  ostat-
ních transuretrální resekce tumoru močového 

M	 C	 M	 29	 31	 27	 K1	 49	 50	 59	 K2	 38	 38	 50	 59

	 HT29	 Tumory a kontroly	 Média

kDa

58

54

50

	 B	 A	 B	 A	 B	 A	 B	 A	 B	 A

	 s-CA IX
	 (pg)
	 200	 100	 50	 36	 68	 104	 117	 121

kDa

54

50

Obr. 2. 
Western Blot, stanovení CA  IX 
v kultivačním médiu nebo bu- 
něčném extraktu RCC a  kont-
rolních tkání 
HT29: M – médium, C – buněčný 
extrakt. K1, K2  – kontroly, č. 27 – angio- 
myolipom, ostatní RCC

Fig. 2. 
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-
ma; all other lanes – RCC

Obr. 3. 
s-CA IX v séru nemocných před 
a po nefrektomii
Fig. 3. 
s-CA  IX in the serum of RCC 
patients before and after 
nephrectomy
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měchýře. Karcinom vycházející z  urotelu byl 
histologicky prokázán u  23 (71,9 %) nemoc-
ných, u jednoho z nich se jednalo o karcinom 
spinocelulární. V  této skupině byla s-CA IX 
pozitivní u  16 (69,6 %) nemocných a  koncen-
trace s-CA IX proteinu v moči ve většině pří-
padů pohybovaly mezi 5–40 pg/ml. Negativní 
nález s-CA IX byl u 7 (30,4 %) pacientů (tab. 2). 
Imunohistochemické barvení prokázalo CA IX 
protein zejména v povrchových vrstvách nádo-
ru u 13 nemocných. Nekrózu jsme nalezli pouze 
u tří TCC a jednoho SCC. Jeden z těchto TCC 
nádorů s nekrózou byl kompletně CA IX nega-
tivní, ostatní byly středně až výrazně pozitivní. 

Ani v jednom případě jsme nepozorovali vyšší 
intenzitu barvení v perinekrotické oblasti. Sen-
zitivitu jsme v  naší skupině spočetli na  69,6% 
a  pozitivní prediktivní hodnotu 69,6%. Spe-
cificita a  negativní prediktivní hodnota byly 
pouze 22,2%. Sérové koncentrace s-CA IX byly 
u všech těchto nemocných negativní. 

Diskuse

Zdá se, že CA IX protein hraje důležitou úlohu 
v patogeneze mnoha karcinomů u lidí. K jeho 
expresi na  membráně nádorových buněk 
dochází v důsledku hypoxie (inaktivace VHL 
genu a  „upregulace“ dalších proteinů jako 
HIF, VEGF atd.). Tento membránový protein 
lze poměrně snadno zviditelnit na  povrchu 
nádorových buněk v  preparátu pomocí IHC 
barvení specifickou monoklonální protilát-
kou M75. V  literatuře je uváděna přítomnost 
CA IX téměř u 100 % adenokarcinomů ledviny 
(8, 9). Jak jsme prokázali v naší práci, dochází 
zřejmě vlivem proteáz k odštěpování extrace-
lulární části molekuly do  kultivačního média 
a  tkáňových tekutin. Proto je tato solubilní 
forma menší (54/50 kDa) než molekula trans-
membránového CA IX proteinu (58/54 kDa). 
Tato velikost odpovídá proteoglykanové 
a anhydrázové doméně (21). Solubilní CA IX 
v  krvi je značně nestálá a  zřejmě se různými 
mechanismy rychle eliminuje. Jedním z nich je 
vylučování s-CA IX v nezměněné formě močí. 
Koncentrace s-CA IX proteinu u RCC pacien-
tů v  moči přibližně odpovídají koncentracím 
v krvi (viz tab. 1). Vyšší pozitivitu s-CA IX pro-
teinu u RCC pacientů v moči (70 %) proti séru 
(40 %) lze vysvětlit použitím většího objemu 
moče ke koncentraci s-CA IX než séra (10 ml 
vs. 1 ml). V  dalších experimentech jsme se 
soustředili na uroteliální karcinomy močového 
měchýře a  vývodných močových cest. Výho-
dou pro stanovování s-CA IX proteinu u těch-
to nádorů je, že jsou přímo omývány močí 
a že nejvíce nádorových buněk, exprimujících 
CA IX protein, je lokalizovaných na povrchu 
nádoru. Pravděpodobnost ztráty s-CA  IX je 
tím minimální a  jsme jej schopni detekovat 
v moči i u malých nádorů (22). Předpokládá 
se, že exprese CA  IX v  nádorových buňkách 
je důsledkem fokální hypoxie, která indukuje 
ektopickou syntézu CA  IX (23–26). To jsme 
v naší práci nepotvrdili. Při IHC se CA IX pro-
tein často barvil difuzně v povrchových vrst-

Tab. 1. Hodnoty CA IX v různých biologických materiálech
Table 1. Concentration of CA IX in biological materials

HT29 buněčný extrakt 4 mg . g-1 celkové bílkoviny

Čerstvý extrakt RCC 0,5–2 mg . g-1 celkové 
bílkoviny

Extrakt normální ledviny nedetekovatelný

HT29 TC médium 	 20–50 ng . ml-1

RCC TC média 	 20–50 ng . ml-1

Séra RCC pacientů 	20 pg–3,6 ng . ml-1

Kontrolní séra 	 5–25 pg . ml-1

Moč RCC pacientů 	20 pg–3 ng . ml-1

Kontrolní moč 	 0–26 pg . ml-1

HT29 – buněčná linie kolorektálního karcinomu

Tab. 2. Porovnání výsledků mikroskopického vyšetření 
(barvení hematoxylinem-eosinem), imunohistoche-
mického vyšetření 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 Počet

1. + + + 13*

2. + + -  4

3. + - +  2

4. + - -  3

5. + ND + 1

celkem 23

Kontroly

6. - ND - 15

7. - ND + 1

celkem 16

* 12 - TCC a 1 - SCC 
ND – neprovedeno
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vách nádorových papilárních struktur. To lze 
vysvětlit jednak nízkou tenzí kyslíku v oblasti 
relativně vzdálené od  vaskulárního zásobení 
ve stromatu nádoru a dále také v moči. Kom-
pletní IHC negativita jednoho TTC s  fokální 
nekrózou může být důsledkem jiné biologické 
povahy nádoru s neschopností exprese CA IX.

Z  výsledků lze předpokládat, že u  nemoc-
ných s RCC s-CA IX cirkuluje v krvi, protože 
je buněčný adhezivní protein (27, 28) vázán 
v  tkáních, které exprimují předpokládaný 
CA  IX specifický receptor. Navázaný CA  IX 
protein je poté v buňkách a následně rozložen. 
Menší část je vyloučena do  moči. U  nemoc-
ných, kde jsme stanovili vysoké koncentrace 
s-CA  IX, lze předpokládat, že většina recep-
torů byla obsazena s-CA IX proteinem a nově 
tvořený zůstával volně v krvi a byl i ve vysoké 
koncentraci vylučován močí. Naopak u TCC je 
s-CA IX téměř výhradně uvolňován do moči. 
Jeho průniku do krve brání bazální membrána 
oddělující nádorové buňky od cév. To vysvět-
luje nepřítomnost s-CA IX v krvi.

Limitem naší práce je dostupnost vhod-
ných metod ke  stanovení s-CA IX v  tělních 
tekutinách. Problémem je, že koncentrace 
s-CA  IX jsou velmi nízké (1000× nižší než 
například koncentrace prostatického speci-
fického antigenu v séru) a za hranicí citlivosti 
běžně dostupné metody ELISA. Jako dostateč-
ně citlivá se ukázala metoda Western blotting 

(gelová imunoelektroforéza), kvantifikovaná 
pomocí densitometrického hodnocení filmů 
exponovaných Western bloty. Nevýhodou této 
metody je, že je pouze semikvantitativní a při 
nestandardním provedení zatížena značnou 
chybou ve výsledcích. Dále se jedná o metodu 
velmi pracnou a časově náročnou, nevhodnou 
pro zpracování většího množství vzorků. Její 
výsledky je nutné hodnotit opatrně a  nelze 
stanovit jasně definovanou hodnotu mezi nor-
mální a zvýšenou hladinou s-CA IX. 

Závěr

Naše práce prokázala uvolňování CA IX pro-
teinu do  tkáňových tekutin u  nemocných 
s RCC a TCC a možnost jeho detekce. „Western 
blot“ je specifickou a dostatečně citlivou meto-
dou pro laboratorní hodnocení. Bohužel pro 
zpracování většího souboru nemocných nebo 
klinickou praxi je pro svou pracnost a časovou 
náročnost nevhodná. Nevýhodou je také to, že 
je pouze semikvantitativní a  výsledky nejsou 
vhodné pro statistické zpracování. Podaří-li 
se vyvinout jinou, současně vysoce citlivou, 
specifickou a  rychlou metodu pro stanovení 
CA IX v krvi a moči, bude možné rozhodnout, 
zda je tento antigen vhodným markerem pro 
sledování stavu pacientů s RCC a TCC. 
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