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Abstrakt

Principy cilené biologické klinické 1écby metastatického renédlniho karcinomu zahrnuji
pfedevs§im inhibitory membranovych tyrozin-kindzovych receptori VEGFR a intracelularni kindzy
MTOR. V nejnovéjsich 1é¢ebnych rezimech se objevuji také blokatory imunitnich kontrolnich boda
bunék imunitniho systému. Detailni molekularni charakterizace nadoru je nezbytna nejen pro aplikaci
stavajici terapie, ale i pro vyvoj novych 1écCiv cilicich specifické molekularni drahy bunééné signalizace

nadorovych bun¢k.

Prace se zaméfuje na popis signalnich drah VEGF a mTOR u metastatického renalniho
karcinomu a shrnuje validované klinické biomarkery pouzivané pro stanoveni diagnozy a stratifikaci
pacientt pii lécbé mRCC. Zaroven nabizi nahled na souc¢asné experimenty, které se zabyvaji nalezenim
novych specifickych molekularnich biomarkert, jez by v budoucnosti mohly posunout diagnostiku

smérem k personalizovanému pfistupu v 1é¢b¢ karcinomu ledvin a nadori obecné.
Klicova slova

renalni karcinom, biologicka 1é¢ba, buné¢na signalizace, mTOR, VEGF, angiogeneze, metabolismus,

imunitni kontrolni body, stratifikace pacienta, personalizovana medicina

Abstract

Principles of targeted biological treatment of metastatic renal cell carcinoma include mainly
inhibitors of the tyrosine kinase receptors VEGFR and inhibitors of intracellular mTOR kinase. Across
the new healing regimes there are the blockades of immune checkpoints of the immune system cell.
Detailed molecular characterization of tumor is necessary not for only aplication of medicaments, but
also for the development of drugs that target specific molecular pathway of cell signalization of the
carcinoma cells.

The work is focused on the description of the signaling pathway mTOR and VEGF in metastatic
renal cell carcinoma. It summarizes all validated clinical biomarkers which are used to diagnose and
stratify patients for the treatment of mMRCC. It also offers insight into the present experiments that are
finding new specific molecular markers. That may be the future solution for customized approach in the

treatment of renal carcinoma an tumors in general.
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1 Uvod

Renalni karcinom je dvanactou nejcastéjsi rakovinou. Zastupuje 2-3% vsech malignich nadort.
Ovsem Ceské republika zaujima prvni misto na svété v incidenci rakoviny ledvin. MuZe tato nemoc
postihuje dvakrat ¢ast&ji nez Zeny. V roce 2012 bylo v Evropé diagnostikovano 84 400 ptipadd s timto

onemocnénim, zatimco mortalita nadort ledvin byla 34 700 (Ferlay et al. 2013).

V pribéhu vyvoje a rustu nadoru prodélava ftizeni bunky specifické zmény, které jsou
charakteristické pro nadorové buiky. Jedna se o sob&stacnost v rdstovych signalech, necitlivost
k signalim zastavujici rust, vyhnuti se bunééné smrti, ziskani neomezeného déliciho potencialu,
vyvolani angiogeneze, aktivace tkanové invaze a schopnost metastazovani, mechanismy zmény
energetického metabolismu buiiky a schopnost nadorovych bunék vyhybat se imunitnimu systému
(Hanahan a Weinberg 2011). Prace se zaméfuje na molekularni mechanismy, které hraji zasadni roli

V angiogenezi a zménach metabolismu.

vvvvvv

je pravé patologicky proces angiogeneze, prispivajici Kjeho vyvoji a metastazovani. Signalizace
vedouci k angiogenezi je vyvolana vazbou rustovych faktorii na transmembranové tyrozin-kinazové

receptory (TKR) (Olsson et al. 2006).

Druhou stéZejni signaliza¢ni drahou, na kterou se prace zaméfuje, je signalizace vedouci k
aktivaci mTOR (mechanistic target of rapamycin) kinazy. Jeji aktivace je zavisla na piisunu zivin,
informaci z rstovych signali a kontroly bunééného cyklu. Léiva, kterd jsou zaméfena na inhibici
mTOR kinazy, tlumi pifedev§im signalizaci vedouci k proliferaci, pfeziti buitkky a angiogenezi. Jsou

indikovany pfi pokro¢ilém onemocnéni metastatického renalniho karcinomu (Sabatini 2006).

Pii rozhodovani o 1é€bé metastatického renalniho karcinomu (mRCC) v klinické praxi je
dalezita souhra nékolika faktord. Lékat se fidi oficialnimi aktualnimi doporu¢enimi — “guidelines*
Evropskeé urologickeé asociace (European Association of Urology), specifickym profilem pacienta,
ktery zahrnuje vyhodnoceni stadia nemoci, a dale i dostupnosti doporu¢ovanych 1é¢iv, kde hraje roli
nezbytné schvaleni 1é¢iva Statnim tstavem pro kontrolu 1é¢iv a tihradou latek pojistovnou (Ljungberg
etal. 2015). V neposledni fadé¢ hraje roli informovanost 1ékafe 0 novych moznostech a trendech v 1é¢be,

napftiklad ve zvazeni zatazeni pacienta do klinické studie.

V soucasné dobé, je MRCC 1é¢en piedevsim cilenou biologickou 1éEbou. Podstatou této 1é¢by
je presné zacileni a inhibice nadorovych bunék a jejich molekularnich mechanismi. V klinickém
nastaveni 1é¢by jsou registrovany ¢tyfi latky inhibujici TKR, jedna latka inhibujici rastovy faktor a dva
inhibitory m-TOR kinazy (Ljungberg et al. 2015).



Vyhlidkou do budoucna v1éEbé nadora ledviny je imunoterapie, spocivajici v aktivaci
ptirozenych imunitnich mechanism, které vyvolaji protinddorovou odpovéd’. Imunoterapie na rozdil
od cilené 1écby spousti celé spektrum imunitnich mechanismi, které smétuji ke komplexni odpovédi,
jez muze vést az k odhojeni nadoru. Vzhledem k odlisnému principu cilené 1é¢by a imunoterapie je
vhodné o imunoterapii mluvit jako o biologické 1é€bé. Je vSak sporné ji fadit mezi 1é¢bu cilenou.
V doporuceném nastaveni 1écby nadorti ledviny je od roku 2015 registrovan nivolumab (Ljungberg et
al. 2015). Jedna se o specifickou protilatku, ktera blokuje inhibi¢ni receptor PD-1 na T-lymfocytech.
Normalni funkci tohoto tlumivého receptoru je inhibice nadmérné imunitni reakce a zamezeni vzniku
autoimunitnich reakci. U nékterych nadorovych pacienti dochazi po zablokovani PD-1 K silné aktivaci
T-lymfocytt a zahdjeni protinadorové imunitni odpovédi. Druhym receptorem s tlumivou funkci je
CTLA-4 (cytotoxic T-lymhocyte antigen-4), ktery je také terapeutickym cilem v 1é¢bé nékterych
rakovin, nikoliv vsak jesté v 1écbé mRCC (Pardoll 2012).

Rakovina je ve vlastni podstaté nemoci s obrovskou diverzitou. Lisi se mezi sebou jak jednotlivé
nadory, tak i jednotlivi pacienti. Jediny nador obvykle obsahuje nékolik subtypl nadorové tkané. Kazdy
klinicky ptipad je unikatni a proto jsou vysledky randomizovanych studii ¢asto nekonkluzivni. Obrovska
ruznorodost vede k omezené odpovédi pacienta na 1é¢bu, ktera cili jen nékteré Casti nadoru. Ta se
v pribehu 1éc¢by jest¢ dale diverzifikuje v zavislosti na novych mutacich v nadoru a zménach
v imunitnim dohledu (Palma a Hanahan 2012). Nadéji se zda byt personalizovany piistup v 1é¢bé
rakoviny, ktery spoc¢iva v podrobné individualni diagnostice pacienta, pii které pravé detailni informace
o pacientové nadoru slouzi k pfesné diagndze, urCeni planu 1€cby, kontrole funk¢nosti 1€cby a stanoveni
progndzy. Pro podrobnou komplexni diagnostiku je dilezité nejen vysetfeni tkan€ nadoru, ale také nutny

posun k podrobné bunééné a molekularni diagnostice (Mickley et al. 2015).

V klinické praxi pro mRCC dosud nebyly validovany molekularni biomarkery, které by
predikovaly pacienta pro vhodnou cilenou 1é¢bu (Ljungberg et al. 2015). Soucasné experimentalni
pristupy se zabyvaji hledanim signifikantnich molekularnich biomarkerti, které by se mohly stat
prediktory pro celkovou dobu pieziti (OS) a dobu do progrese onemocnéni (PFS) na 1é¢ebnou odpoveéd’.
Nalezeni vhodnych prediktori sméfuje cilenou 1é¢bu smérem k personalizované. Validace nalezenych
biomarker( v klinické praxi pak nasledné povede k lepsi stratifikaci pacientli, nezbytné pro podani

nejvhodnéjsi 1é¢by (Garcia-Donas et al. 2015).

2 Renalni karcinom

2.1 Epidemiologie

Podle svétove statistické studie provedené v roce 2012 bylo zjisténo, ze rakovina ledvin je
dvanactou nejcastéjsi rakovinou na svété (Ferlay et al. 2013). V tomto roce bylo diagnostikovano 84 400

pfipadli s onemocnénim nadorti ledviny a 34 700 tmrti. 80-90% rakovin ledvin jsou nadory mimo
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ledvinnou panvicku, vyrustajicich z parenchymu. Zbylych 10-20% se tykaji nadort ledvinné panvicky.
Age-Standardized Rate (ASR) udava hodnotu, vyjadiujici teoreticky po¢et nadorti na 100 000 obyvatel
vV piipadg, Ze by bylo shodné jejich vékové rozlozeni. Ceska republika s ASR 16,7 zaujiméa prvni misto
na svété. Je nasledovana Litvou a Slovenskem, pokud nebereme v tvahu zavislost onemocnéni na
pohlavi (Ferlay et al. 2013). V piipadg, Ze je incidence vztazena na pohlavi, méni se umisténi ostatnich
zemi, ale Ceské republika ziistava stale prvni. MuZi jsou postizeni 2 krat &astéji nez Zzeny (Ferlay et al.

2013).

Dostupné epidemiologicka analyza Narodniho onkologického registru Ceské republiky déli nadory
ledvin na nadory mimo ledvinnou panvicku a nadory ledvinné panvicky. Nadory mimo ledvinnou
panvicku, které maji obecné vétsinovou incidenci, tvoii v Cesku 93-95 % viech nadord ledvin. Nejvétsi

incidence byla zaznamenana Vv Plzeniském a JihoCeském kraji s ASR 16 za obdobi 1977- 2013 (obr. 1).

C64 = ZH ledviny nimo panvicku - Incidence

regionalni pfehled dle pfepoctu na swétovd standard CASR-W) za ohdobl 1977-2013

. 15 -16
. 1z-14
D 11-12
|:| 10-10

Zdroj dat: 0ZIS CR
Analvzovana data: N=72393 http s A svod .oz

Obrazek 1 Incidence nddorit ledviny mimo ledvinou panvicku v Ceské republice za obdobi 1977-
2013. Prejato od (http://www.svod.cz/analyse.php?modul=regionprehled#) — pristup 22.7.2016.

2.2 Rizikové faktory

Ukazatelem vztahu mezi expozici rizikovému faktoru a zdravotnim nasledkem je relativni riziko.
Relativni riziko je vyjaddfeno pomérem incidenci onemocnéni  Vexponovaném souboru a
neexponovaném souboru (relativni riziko = 1 dany faktor nema vliv na vznik onemocnéni, >1 vystaveni
faktoru je rizikové pro vznik onemocnéni, <l vystaveni faktoru ma pfed vznikem onemocnéni

ochrannou funkci).

Uznavanym signifikantnim rizikovym faktorem pro onemocnéni renalnim karcinomem je
koufeni. Bylo zji§téno, Ze relativni riziko pro RCC u kouticich muzu je 1,54 a 1,22 u kouficich Zen.

Riziko se zvétSuje s poétem vykoutenych cigaret za den. Riziko bylo niz§i u exkuiaka, pokud prestali
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koutit po dobu delsi nez deset let v porovnani S témi, ktefi prestali koufit po dobu jednoho az deseti rokt

(Hunt et al. 2005).

Dal$im vyznamnym rizikovym faktorem se ukézala byt hypertenze. Pii srovnani vysokého a
nizkého, systolického a diastolického tlaku bylo vypoéitané relativni riziko 2,84 a 2,34. Nebylo
objeveno snizeni nebo zvySeni relativniho rizika v z&vislosti na pohlavi, nebo na uzivani 1éCiv proti

hypertenzi (Weikert et al. 2008).

Relativni riziko u obezity pro RCC je 1,07 na jednu jednotku zvyseni BMI, (coz odpovida
zvyseni 3 kg télesné hmotnosti jedince prumérné vysky). Studie ukazala stejné riziko pii zvyseni BMI

umuzi i Zen (Bergstrom et al. 2001).

Rizikovym faktorem pro vznik rendlniho karcinomu je nadmérna konzumace masa. V nedavné
studii byly publikovany dvé konkrétni latky, a to 2-amino-3,8-dimethylimidazo-(4,5-f) guanoxalin
(MelQx) a 2-amino-1 methyl-6-phenylimidazo(4,5-b)pyridin (PhIP), které jsou pfitomny v mase a
mohou se stdt mutagennimi, zejména pii procesu grilovani, nebo smazeni na panvi. Mutagenni
schopnost PhIP je modifikovana specifickymi polymorfismy. Vétsi pravdépodobnost pro vznik RCC
maji jedinci s polymorfismem rs718314 genu ITPR2 ars7579899 genu EPAS1. (Melkonian et al. 2016).

I ptesto, ze existuji faktory, které zvysSuji riziko rakoviny ledvin a obecné nadorovych
onemocnéni, je tieba jejich dalsiho a aktivniho zkoumani. Fakta o rizikovych faktorech nas sice pravdivé

informuji, ale je potfeba objeveni piimych vlivi, které ptimo zptisobuji vznik nemoci.

2.3 Symptomy

Rendlni karcinom je Casto asymptomatickym onemocnénim. U 6-10 % pacientl jsou az Vv
pokrocilém stadiu nemoci detekované pfiznaky jako je viditelna hematurie, bolest v boku a hmatatelny
nador, pficemZ nahmatani nadorové masy je piiznakem velmi pokro¢ilého onemocnéni (Ljungberg et
al. 2015).

2.4 Histologicka klasifikace

Od ledna roku 2016 byla vytvofena nova histologicka klasifikace karcinomu ledviny, ktera
zahrnuje 24 subtypt renalniho karcinomu. Tfemi nejéastéjSimi jsou: Svétlobunécny renalni karcinom
(ccRCC), papilarni renalni karcinom (PRCC) a chromofobni renalni karcinom (chRCC) (Moch et al.
2016).

Prace se dale zaméfuje na metastaticky renalni karcinom, ktery je 1é¢en cilenou biologickou
1é¢bou. Pozornost je veénovana piedev§im nejcastéjSimu subtypu - svétlobunécnému rendlnimu
karcinomu (ccRCC). Vétsina pacientd ma nador tohoto subtypu, a pravé jemu nejvice odpovida

momentalni nastaveni 1é¢by (Ljungberg et al. 2015).



CcRCC je nejcastéjsim malignim nadorem ledvin. Tvofi 65 — 70 % vSech renalnich karcinomu.
Vychazi z epitelu proximalniho tubulu nefronu. Je dobie ohraniéeny, bez pouzdra. Rez karcinomem ma
Sedobilou az zlatavou barvu, vyznacuje se Castym krvacenim a nekrézami. Bézny je vyskyt cyst.
V nadoru muze dochazet Kk vapenaténi a osifikaci. Morfologicky je charakterizovan zhoubnymi
novotvary, které tvoti bunky s ¢irou nebo eosinofilni cytoplasmou (Moch et al. 2016). 60-80 % renalnich
nadorti je objeveno prostrednictvim ultrazvuku, CT, nebo MRI. Symptomatické ptiznaky jako je
hematurie, bolest v boku, ztrata vahy a zvysena teplota, jsou pfiznaky pokrocilého stadia nemoci (Moch
et al. 2016).

PRCC je casto dobfe vymezeny nador s pseudokapsuli. Ma papilarni nebo tubularni
architekturu a vznika z renalniho tubularniho epitelu. Barva nadoru je bud’ Seda, zluta, svétle nebo tmave
hnéda v zavislosti na stupni intratumoralniho krvéaceni. Vétsi nadory mohou obsahovat fibrozy, nekrozy
a cystické degenerace. PRCC je druhym nejcast&jsim nadorem ledviny. Jeho incidence je 18,5 % ze
vsech ledvinovych tumort. Vyskyt PRCC je nizky v souvislosti s genetickymi syndromy, avSak dédi¢ny
papilarni karcinom ma v postizenych rodinach vysoky stupen vyskytu (Moch et al. 2016). Typicka
trojice symptomu renalniho karcinomu byla u PRCC zaznamenana pouze v 5-10 % piipadi. Nadory
jsou asymptomatické a vice nez 50 % jich je zachyceno ndhodné pomoci zobrazovacich metod (Moch

et al. 2016).

ChRCC jsou c¢asto veliké majici v priméru 7 cm. Jejich barva je svétle hnéda az hnéda
v zavislosti na koncentraci eosinofilnich bunék. Jsou dobie ohrani¢ené a bez ptitomnosti kapsuly.
Incidence ChRCC je 5-7 % ze vSech nadort ledvin. VétSina nadort je sporadicka, dédi¢né formy jsou
neobvyklé a vznikaji ziidka. Neexistuje zadny pi¥imy symptom specificky pro chRCC, a proto jsou

objeveny predevsim nahodné. Vétsina chRCC jsou omezena pouze na ledviny (Moch et al. 2016).

2.5 Metastaticky renalni karcinom

Pii diagndze karcinomu ledviny je 25-30 % detekovanych nadori metastatickych. U dalSich
20-30 % pacienti, ktefi nemaji pokrocily nador, dojde k metastazovani po nefrektomii (Biichler et al.
2011).

CcRCC nejcastéji metastazuje krevni cestou prostiednictvim renalnich sinusovych Zil, rendlnich
zil a dolni duté Zily, vedouci K vyvoji plicnich metastaz. Plicni metastazy jsou nej¢astéj$im mistem
metastatického Sifeni nadort ledvin a zastupuji 75 % incidence organovych metastaz, které se Sifi
hematogenn¢ (obr. 2). Dalsimi nej¢astéjSimi hematogennimi metastazami jsou kostni (40 %) a jaterni

metastazy (40 %) (obr. 2) (Moch et al. 2016).
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Obrazek 2 \lyskyt hematogennich orgdanovych metastaz rendlniho karcinomu. Prejato od (Moch et al.
2016).

Metastazovani ccRCC na neobvykld mista je umoznéno prostiednictvim §iteni nadorovych

bunék lymfatickou cestou (Moch et al. 2016).

v v

PRCC je dominantné Sifen hematogenné stejné, jako je tomu u ccRCC. Nador miize proniknout
do perirenalniho tuku, vedoucimu k $ifeni do retroperitonea. Siteni lymfatickymi uzlinami je u PRCC
Castéjsi nez u ccRCC (Moch et al. 2016).

2.6 Molekularni charakteristika ccRCC

Nejcastéjsi genetickou zménou v cCRCC je mutace Vv tumor supresorovém genu VHL (von
Hippel-Lindau), jehoz lokace je na kratkém raménku chromozomu 3 (3p 25-26). Vyskyt somatickych
mutaci VHL se ve sporadickych ccRCC pohybuje kolem 91 %. Metylaci VHL dochazi v 5-10 %
k umléeni genu a v 98 % ke ztraté heterozygozity (LOH) ve sporadickych ccRCC. 55 % somatickych
mutaci VHL je zapfi¢inéno zménou c¢teciho ramce (,,framshift“) nebo mutacemi zpusobujicimi
stopkodon (,,nonsens*). 32 % vSech somatickych mutaci zastupuji synonymni (,,missence*) mutace
(Gossage et al. 2015).

Gen VHL koduje protein VHL, ktery je souasti proteinového komplexu, hrajiciho zasadni roli
v degradaci hypoxii indukovaného faktoru 1 (HIF- o). Za normooxickych podminek je HIF-a
hydroxylovan polyhydroxylazou 1 (PHD1), PHD2 a PHD3. Na Takto hydroxylovany HIF- o se vaze
proteinovy komplex skladajici se ze specifickych proteinti (VHL, ELB, ELC, CUL2 a RBX1), které
vyvolavaji vazbu ubiquitinu a naslednou degradaci v proteazomu. Pfi hypoxii nejsou aktivni PHD,

nedochazi knavazani komplexu stézejniho pro naslednou ubiquitinilaci HIF- o a degradaci
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v proteazomu. Volné HIF-1a se hromadi a translokuji do jadra, kde vytvari heterodimery s HIF 1B, coz
vyvola transkripci HIF cilenych gend (obr. 3) (Gossage et al. 2015).
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Obrazek 3 Regulace VHL hypoxii. Prejato od (Gossage et al. 2015).

Uvazuje se, ze velké mnozstvi cilovych genit HIF-a hraje diileZitou roli ve vyvoji nddoru. Mezi

nimi jsou i geny fidici angiogenezi, jako je VEGFA, PDGF a CTCF (Kaelin Jr 2008).

V roce 2013 byla publikovana vlivna studie, ktera se zabyvala molekularni charakterizaci
cCRCC prostiednictvim analyzy 417 vzorkll z primarnich nadort. Bylo zjisténo, Ze do somatickych
zmeén jsou Casto zapojend ramena chromozomu nebo celé chromozomy, pfic¢emz nejfrekventované;si

byla ztrata 3p a to u 91 % vzorku (Creighton et al. 2013).

Bylo identifikovano devatenact signifikantné mutovanych genu, kde geny VHL, PBRM1, SED2,
KDM52, PTEN, BAP1, MTOR aTP53 reprezentuji osm nejsignifikantnéjSich nalezi (p=0,00001).
Nadory ccRCC maji vekou molekularni heterogenitu. Ve 20 % vsech vzorka nebyla identifikovana ani
jedna z devatenacti nejsignifikantnéjs§ich mutaci. Mnoho z nich neslo vzacné mutace. Mezi vSemi

mutacemi pouze jedina v genu BAP1 korelovala s horsi prognézou (Creighton et al. 2013).

Genetické mutace nadoru nejsou v soucasné dobé biomarkery, které by byly pouzivané
Vv klinické praxi (Ljungberg et al. 2015). Je mozné, ze potencialni roli bude v budoucim vyzkumu

zastavat zajem o zkoumani rozdilnych reakei na 1é¢bu v souvislosti se specifickou genetickou patologii.



3 Cilené drahy bunécné signalizace biologické 1é¢by renalniho
karcinomu

Pfi nadorové progresi ziskava buiitka urcity vycet specifickych schopnosti, kterymi se 1isi od
normalni tkané a které ji umozni obejit fadu mechanismu zajistujicich homeostazu organismu. Tyto
mechanické zmény jsou sdileny napfti¢ vétSiny nadord. Jedna se o sobéstacnost v ristovych signalech,
necitlivost k signalim zastavujici rast, vyhnuti se bunétné smrti, ziskani neomezeného déliciho
potencialu, vyvolani angiogeneze, aktivace tkanové invaze a schopnost metastazovani. Pozdé&ji byly
k témto systémim pfifazeny mechanismy zmény energetického metabolismu bunky a schopnost

nadorovych bunék vyhybat se imunitnimu systému (Hanahan a Weinberg 2011).

Imunitni systém zastava ve vyvoji nadoru dvoji protichtidnou roli. Zatimco role imunitniho
dohledu a odhojeni nadoru pusobi protinadorové, prostiedi chronického zanétu pozitivné podporuje

nadorovou iniciaci a postupovani (Hanahan a Weinberg 2011).
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Obrdzek 4 P¥iklady specifického terapeutického cileni charakteristickych rysii rakoviny. Prejato od
(Hanahan a Weinberg 2011).

Definovani charakteristickych ryst rakoviny sdilenych napfi¢ vétSinou nddorti poukazuje na

konkrétni rysy jako na mozné terapeutické cile 1é¢by rakoviny (obr. 4). Pfi cilené 1é¢bé mRCC jsou



terapeutickymi cili mechanismy angiogeneze, energetické zmény metabolismu a v posledni dobé role

imunitniho systému.

Prace se dale vyluéné zaméfuje na popis signalizace vaskularniho endotelidlniho rdstového
faktoru (VEGF) v interakci s TKR z rodiny receptort vaskularnich endotelialnich riastovych faktort
(VEGFR) a signalizaci drahy PI3K/Akt/mTOR. V inhibici téchto specifickych komponent zminénych

signalizacnich kaskad spociva cilena biologicka 1écba rakoviny ledvin.

3.1 VEGF - angiogeneze

Pro regulaci angiogeneze je klicovym mechanismem navazani ristovych faktort ze skupiny
VEGF na membranové TKR VEGFR, ktery nasledn¢ fosforyluje dalsi komponenty specifickych (nize

rozvedenych) signalizacnich drah.

Ligandem pro TKR z rodiny VEGFR je VEGF. Produktem genu VEGF-A je cytokin VEGF-A,
ktery je ¢lenem rodiny vaskularnich endotelialnich rastovych faktor odvozenych od krevnich desticek
(PDGF), kam se fadi dalsi ¢tyfi proteinové produkty gent VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D a PLGF
(placentarni rustovy faktor) u savct. Jejich funkce je predevSim regulace angiogeneze a
lymfangiogeneze. Vsechny vazou specifické TKR z rodiny flt-1 (Shibuya 2013). Maji preferenéné
strukturu homodimeru, avSak u VEGF-A a PLGF byly identifikovany heterodimery (Olsson et al. 2006).

Signalizace VEGF je zprostfedkovana tfemi transmembranovymi TKR: VEGFR1 (FLT1),
VEGFR2 (KDR) a VEGFR3 (FLT4). Vazba specifickych VEGF na tyto receptory vede k signalizacim,
které maji ve vysledku odlisné funkce (Rini et al. 2005). Flt-1 rodina TKR (Flt-1 family/7-1g-TKR)
obsahuje extracelularni ¢ast skladajici se ze 7 imunoglobulinu-podobnych domén (,,Ig-like®),
transmembranovou a intracelularni ¢ast. Poctem imunoglobulinu-podobnych domén v extracelularni
casti se zasadné 1isi od rodiny Fms, Kit a PDGFR, od kter¢ je vzdalen€ odvozena. Tyto TKR obsahuji 5
imunoglobulinu-podobnych domén ve své extracelularni doméné a jsou znamé taky jako rodina
PDGFR/5-1g-TKR (Shibuya 2010).

TKR se vyskytuji jako homodimery i jako heterodimery (Obr. 4) (Olsson et al. 2006). Receptor
VEGFR1 vaze VEGF-A, PLGF a VEGF-B. Ma vyznamnou funkci v remodelaci a ristu cév. Jeho
klicovym regulatorem je stav hypoxie. VEGFR1 ma svou tlohu v mnoha patologickych procesech, mezi
které patii i ty, co jsou spojené s vyvojem nadoru, jako je naru$end angiogeneze, rust nadoru a
metastazovani. VEGFR2 vaze VEGF-A s desetkrat vyssi afinitou nez VEGFR1. Vaze také proteolyticky
upravené VEGF-C a VEGF-D. Vazbou VEGF-A na VEGFR?2 je regulovana diferenciace, proliferace,
migrace endotelovych bunék a formovani cévni trubice. Patologickym procesem této drahy je
neovaskularizace nadoru. VEGFR3 vaze VEGF-C a VEGF-D, pticemz VEGF-C/VEGFR3 signalizace
je zodpovédna za tvorbu z jiz stavajicich novych lymfatickych cév. VEGF-C produkovany nadorovymi

bunikami zpuisobuje poruchu fizeni novotvorby lymfatickych cév, ktera vede k jejich destabilizaci a
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Siteni. Tyto zmény maji svlij vyznam pii vstupovani nadorovych bunék do lymfy a dal$im Sifeni

metastaz (Tugues et al. 2011).

Dulezitym regulacnim mechanismem VEGF je alternativni sestfih transkripti kodujicich
nékteré VEGF, konkrétné VEGF-A, VEGF-C a VEGF-D. Vznikaji izoformy genovych produktt, které
maji v disledku sestiihu jiné vlastnosti, vedouci k rozdilnym biologickym aktivitam. Lidské izoformy
VEGF-A jsou VEGFA121, VEGFA165, VEGFA189 a VEGFA206. Jejich regulacni schopnost spociva
v odlisné vazbé na koreceptory neuropiliny. Neuropiliny tvoii komplexy s VEGFR, konkrétné
s VEGFRI1 a 2, pficemz zesiluji signalni transdukci, zprostiedkovanou VEGFR2 (Neufeld a Kessler
2008). Alternativné sestiizené VEGF-C a VEGF-D zprostiedkovavaji vazbu s VEGFR2 (obr. 5) (Olsson
et al. 2006).
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VEGER2? VEGHFR3
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Obrdzek 5 Signdlni transdukce VEGF signalizace. Prejato od (Olsson et al. 2006).

VEGEF signalizace je regulovana prostfednictvim koreceptort jako jsou neuropiliny, integriny,
proteoglykany heparan sulfatu a také prostfednictvim vazeb ligandt, kterymi jsou semaforiny.
Neuropiliny jsou transmembranové proteiny, které jsou u obratlovcll zastoupeny transmembranovymi
receptory NRP1 a NRP2 (Obr. 6). Tyto receptory obsahuji ¢tyii odlisné extracelularni domény pro vazbu
ligandu, kratkou transmembranovou doménu a cytoplazmatickou doménu, ktera v§ak nema katalytickou
aktivitu. NRP byly nejprve objeveny jako neuronalni receptory vazajici semaforiny v souvislosti

s vyvojem a funkci nervové soustavy (Goel a Mercurio 2013).

Jeden z regulacnich vyznamt NRP1 spociva ve vazb¢ alternativné sestfizenych VEGF-A, ktera
je zavisla na vazbé heparinu. Exon 7 genu VEGF-A koéduje heparin vazebnou doménu. Pokud je
transkript sestfiZzen tak, Ze postrada exon 7, neni schopen vazby NRP1. Takovym ptikladem je sestfihova

forma VEGFAI121, ktera v dusledku toho muze mit antiangiogenni funkci, zatimco izoformy
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VEGFA145, 165, 189 a 206 vazou NRP (konkrétné VEGFA145, 165 vazou NRP2 a VEGFA165, 189

vazou NRP1), a proto mohou vést k proangiogenni odpovédi (Neufeld a Kessler 2008).

Dilezitou roli v regulaci VEGF zastavaji semaforiny, konkrétné semaforiny tfidy 3 (SEMA3)
predstavujici sekretované proteiny, které se vyskytuji vyluén€ u obratlovcti. Vazbou na koreceptory
NRP1 a NRP2 mohou modulovat angiogenezi a vaskuldrni homeostazu. Piikladem je inhibice
angiogeneze prostiednictvim inhibice vazby VEGFA165 k NRP1 nebo inhibice lymfangiogeneze
prostiednictvim vazby SEMA3 na NRP2 (Neufeld a Kessler 2008).

Dalsimi dtlezitymi extracelularnimi regulatory VEGF signalizace jsou proteoglykany heparan
sulfatu (HPSG) (Obr. 6), vyskytujici se jako transmembranové nebo sekretované proteiny, které
interaguji s VEGF prostfednictvim kovalentné vazanych fetézcti heparan sulfatu (HS). Funkci vazby HS
soucasnou vazbou na rustové faktory a receptory zvySuji polocas trvani receptorového komplexu.
Prostfednictvim HSPG exprimovanych na sousednich pericytech je zesilen signal VEGF165
k VEGFR2. Funkci HSPG ve VEGF signalizaci je pfedev§im ovlivnéni lokalizace, doby trvani a kvality
signalu k VEGFR (Olsson et al. 2006).

HSPG — | 'J]‘Ncuropilin

Cell membrane I

Obrazek 6 Modulace VEGF signalizace prostiednictvim koreceptorii — proteoglykanii heparan
sulfiatu a neuropilinii. Prejato od (Olsson et al. 2006).

Integriny jsou rodina transmembranovych heterodimerickych receptorii, jejichz funkci je
ptipojovani extracelularni matrix k cytoskeletu a zprostiedkovani oboustranného pienaSeni signalu
(Goel a Mercurio 2013). Stézejni roli pro VEGF signalizaci ma integrin owvfs, ktery zesiluje fosforylaci
VEGFR2 vyvolanou VEGFAL65. Tato signalizace ma vyznam v proliferaci a migraci endotelovych
bungk (Soldi et al. 1999).

Patologicka exprese mRNA kodujici VEGF je regulovana hypoxii. U pacientt s Von Hippel-

Lindau syndromem je inaktivovan gen pro VHL, jehoz produkt za normooxyckych podminek poskytuje
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negativni regulaci VEGF a dalSich gent regulovanych hypoxii. Pro VHL pacienty jsou Casté kapilarni

hemangioblastomy v sitnici a mozecku a svétlobunéény renalni karcinom (Kaelin Jr 2008).

3.1.1 VEGF-VEGFR signalizace

VEGFR se skladaji ze tfrech hlavnich ¢asti. Extracelularni doména, transmembranova doména
a intracelularni tyrosin kinazova doména, ktera se sklada z aminokyselinnych zbytkd (Shibuya a
Claesson-Welsh 2006). Signalni kaskada zac¢ina vazbou ligandu na receptor, nasleduje dimerizace a tim
fosforylace specifickych tyrozinovych zbytki intracelularni receptorové domény, které vedou k pienosu
dalsich signala (Rini a Small 2005).

3.1.1.1 Signalizace VEGFR 1

Na analyzach in vitro bylo demonstrovano, Ze specifita signalizace a nasledny pienos signalt
jednotlivych receptorti je zavisly na fosforylaci konkrétnich tyrozinovych zbytkl intracelularnich
domén receptorovych kinaz. U receptoru VEGFRI1 byla identifikovana konkrétni autofosforylac¢ni mista
(Tyr794, Tyr1213, Tyr1214, Tyr1333, Tyr1309, Tyr1327, Tyr1169) (Koch et al. 2011). Vazbou ligandu
VEGF-A nebo PLGF dochazi k vyvolani rozdilné konformace intracelularni domény dimeru VEGFR1
(Shibuya a Claesson-Welsh 2006). Konkrétné PLGF vyvolava fosforylaci Tyr1309, ktera vSak neni
zprostiedkovana interakci s VEGF-A (Koch et al. 2011).

Fosforylace Tyr794 a Tyrl169 vede k fosforylaci fosfolipazy C (PLCy) a aktivaci MAP-
kinazové drahy, ktera reguluje proliferaci endotelovych bunék (obr. 6). Fosforylace Tyr1213 vaze rizné
proteiny, které obsahuji SH2 (,,Src homology 2°), kterymi jsou: PLCy, GRB (rastovy faktor vazebny
protein)2, Nck, SHP-2 (,,SH2-domain-containing protein tyrosine phosphatase 2°), které iniciuji
aktivaci nékterych signalnich molekul, jako jsou p38MAPK, NFAT, RACK1 a SRC, vedouci k migraci
endotelovych bungk (Obr. 7). Fosforylace Tyr1213 vaze také p85 podjednotku PI3K (fosfatidylinositol-
3-kinazy), ktera je zodpoveédna za zapojeni signaliza¢ni drahy PI3K/Akt (Koch et al. 2011).
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Obrazek 7 Signalizace receptoru VEGFRL. Prejato od (Koch et al. 2011).

3.1.1.2 Signalizace VEGFR2

Ptenos signalu z receptoru VEGFR?2 je vyvolan fosforylaci Tyr951, Tyr1054, Tyr1059 Tyr1175
aTyrl214T a Tyr1175. Fosforylovany Tyr1175 vaze PLCy a zptisobuje generaci diacylglycerolu (DAG)
a zvySeni koncentrace intraceluldrniho vapniku, ¢imz aktivuje protein kinazu C (PKC). PKC vyvolava
aktivaci MAPKI/Erk1/2 vedouci k proliferaci endotelovych bunék. Jinou cestou aktivni PKC je
stimulace Ras a nasledna aktivace Raf-MEK-MAP kinazové kaskady (Obr. 8) (Olsson et al. 2006).
Fosforylovany Tyrl1175 vaze také adaptorovou molekulu Shb, ktera aktivuje PI3K. PI3K nasledné
aktivuje kinazu Akt/PKB, ktera pfimo fosforyluje endotelialni syntazu (eNOS), ¢imz reguluje vaskularni
propustnost. PI3K mize také vést k aktivaci Rac/IQGAPL, ktery hraje roli v migraci endotelialnich
bunék (Obr. 8) (Olsson et al. 2006).
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Fosforylovany Tyr951 vaze specificky adaptor T-bunék TSAd, ktery vytvaii komplex s Src,

jehoz prostiednictvim je regulovana bunééna migrace a vaskularni propustnost (Obr. 8).
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Obrdzek 8 Signalizace receptoru VEGFR2. Prejato od (Olsson et al. 2006).

Fosforylace Tyr1214 vyvolava aktivaci p38MAPK, ktera reguluje vaskularni propustnost nebo
muze aktivovat chaperon HSP27 zprostfedkovavajici buné¢nou migraci a aktinovou remodelaci (Obr.

8) (Olsson et al. 2006).

3.1.1.3 VEGFR3 signalizace

Bylo identifikovano nékolik tyrozinovych zbytkd v C-koncové doméné VEGFR3, jejichz
fosforylaci je zprostiedkovana signalizace receptoru. Pteziti bunky je regulovano prostfednictvim
fosforylace Tyr1063 pies aktivaci molekul JINK a Crk1/2. Fosforylace Tyr1337, 1230, 1231 je vyvolana
vazba SHC-GRB2, jez inklinuje k aktivaci ERK1/2 vedouci k proliferatnim signalim a zaroven aktivaci
signalizaéni drahy PI3K/Akt (Obr. 9) (Koch et al. 2011).

Dutlezitou roli v signalizaci receptoru VEGFR3 hraji integriny, nebot mohou vyvolat
fosforylaci, ktera je zavisla na Src, a to na Tyr830, 833, 853, 1063, 1333 a 1337. Tato fosforylace vede
k aktivaci JNK a prostfednictvim Crk1/2 a SHC vede k vyvolani proliferacnich a ptezivsich signala
(Obr. 9) (Koch et al. 2011). Skutec¢nost, ze fosforylace VEGFR3 mize byt také nezavisla na VEGFC/D
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naznacuje, Ze blokovani liganda VEGFR3 neni dostate¢né k potladeni signalizace tohoto receptoru
(Koch et al. 2011).

ECM attachment >
(collagen I)

integrin {1 D) vecrrs extracellular
" plasma membrane
r - >Y830 cytoplasm

I 2 -p=Y833

> (SRC) - - Y853

1
" (@RIMI - - > Y1063 Y1063 CREMD - - - -~~~ - - (N

- = »Y1333

i @ - - Y1337

LTS PR T |

-
-

ST TS
|  PROLIFERATION || MIGRATION

r
|
|
A 4
L
'
'
]
'
]
\
\
\
'
\
\
\
\
\
\
\
\
b
.
\‘
\
\
- -
-] - - m e ... - -----

SURVIVAL
I ligand independent ][ ligand dependent
[ Lymphangiogenesis / Sprouting angiogenesis l

Obrazek 9 Signalizace receptoru VEGFR3. Prejato od (Koch et al. 2011).

3.1.1.4 Antiangiogenni terapie

Pii objasiiovani konkrétnich molekularnich mechanismi progrese nadoru vyvstala myslenka
blokovat konkrétni komponenty zasadnich signalnich drah a zaméfit tak pfi vyvoji 1éCiv konkrétni
molekularni cile. S konceptem inhibice signalizace rtistového faktoru, jako strategii protinadorové
terapie, ptisel poprvé zac¢atkem sedmdesatych let Judah Folkman (Folkman 1971). Pozd&ji se VEGF
ligandy a receptory staly hlavnim terapeutickym cilem pro antiangiogenni terapii. Soucasna terapeutika,
ktera cili specifické komponenty, zahrnuje dvé moznosti zpiisobu antiangiogenni inhibice. Tim, Ze se
tyto latky vazi na VEGF ligandy znemoziuji interakci s receptory. Jsou to rozpustné receptory,
ribozymy, peptidy a protilatky a jejich alternativy (Ferrara et al. 2003). V klinické 1é¢bé nadort ledvin
se na tomto principu pouziva bevacizumab (Ljungberg et al. 2015). Tato latka vaze a tim neutralizuje

vSechny lidské izoformy VEGF-A (Ferrara et al. 2004). Druhou skupinou klinickych 1éka jsou latky,
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které funguji na principu cilené inhibice intracelularnich domén TKR (Ferrara et al. 2003). V klinice se
pti 1é¢bé rakoviny ledvin pouzivaji sunitinib, sorafenib, pazopanib a axitinib (Ferrara a Adamis 2016).
Novym lé¢ivem pro mRCC, ktery je dalsi z fad inhibitori TKR je cabozantinib. Oc¢ekavana III.
faze klinické studie byla publikovana zacatkem Cervna roku 2016. Jednalo se o srovnani cabozantinibu
s everolimem u pacienti s mRCC. Na zakladé ptiznivych vysledkd v této studii ve prospéch
cabozantinibu (median celkového pieziti byl 21,4 mésicti oproti 15,5 na everolimu) by se mohl stat v

budoucnu novou lé¢ebnou moznosti pro pacienty s pokro¢ilym mRCC (Choueiri et al. 2016).

3.2 mTOR — metabolismus

Proteinova kindza mTOR (mechanistic target of rapamycin) byla objevena zacatkem
devadesatych let. Jednalo se nejprve o studie uc¢inku rapamycinu, ktery byl zkouman predevsim jako
antimykotikum a nasledné pak pro svoje imunosupresivni a protirakovinné ucinky. Dalsi vyzkumy byly
vénovany signalizaénim procestim, které souviseji S MTOR. MTOR je serin threoninova kinaza, ktera
reguluje bunéény rust, ribozomalni biogenezi, autofagii a metabolismus (Sabatini 2006). Aktivace
MTOR je umoznéna prostiednictvim ATP, aminokyselin a rtstovych faktord, které aktivuji signalni
kaskadu PI3K/Akt/mTOR (obr. 10) (Dancey 2010).

3.2.1 Draha PI3K/Akt/mTOR

Aktivace mTOR serin threoninové kinazy probiha nejéastéji prostiednictvim drahy
PI3K/Akt/mTOR. Nejprve dojde k aktivaci PI3K jako reakce na signal z transmembanovych TKR pro
rustové faktory, jako jsou TKR strukturné odvozené od EGFR, receptory fibroblastového ristového
faktoru (FGFR) a receptor pro inzulinu podobny ristovy faktor 1 (IGF-1R). Aktivaéni signaly mohou
byt také vyvolany bunécnymi adhezivnimi molekulami, mezi které patii integriny nebo receptory
spiazené s G proteiny (GPCRs) (Polivka Jr. a Janku 2014). Aktivovana PI3K fosforyluje
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) ve tieti pozici inositolového kruhu. Produktem fosforylace je
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3), ktery ma funkci druhého posla (Engelman et al. 2006). Pomoci
PIP3 a pyruvatdehydrogenazy-kinazy-1 (PDK1) probiha aktivace protein kinazy B (Akt). V normalnich
bunkach je fosforylace PIP2 na PIP3 pomoci PI3K regulovana fosfataizou PTEN, ktera defosforyluje
PIP3 na PIP2 a znemoznuje tak piebytecnou aktivaci Akt. Inaktivujici mutace tumor supresorového
genu PTEN podporuji karcinogenezi a jsou pfitomné v mnoha nadorech (Polivka Jr. a Janku 2014).
Dalsi kli¢ovou regulaéni komponentou této signalizace ve zdravé bunce je protein Tscl/Tsc2. Jedna se
o0 heterodimer proteinti hemartinu a tuberinu, které jsou kodovany tumor supresorovymi geny tuberozni
skler6zy. Komplex Tscl/Tsc2 je GAP (GTPase activating protein) GTP-vazebného proteinu Rheb. Za
pomoci Tsc1/Tsc2 protein Rheb hydrolyzuje GTP na GDP a stava se neaktivni (obr. 10) (Sarbassov et
al. 2005). Pokud je aktivni Akt, zptsobi ptimou fosforylaci Tsc2, coz ma za nasledek destabilizaci Tsc2

a naruseni komplexu Tscl/Tsc2, ktery ztraci regula¢ni funkei a aktivuje mTOR (Inoki et al. 2002).
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Aktivovana mTOR kinaza fosforyluje dva zasadni proteiny, a to produkt genu P70S6K1 a genu 4E-BP1
(obr. 10). Aktivace proteinu p70S6K1 zpiisobi translaci ribozomalnich proteint, elongacnich faktort a
dalsich nezbytnych komponent umoznujicich ptechod bunky z G1 faze do S faze bunécného cyklu.
Fosforylovana 4E-BP1 kinaza se uvolni z elf-4E (eukaryotického transla¢niho faktoru) a spusti translaci
(Dancey 2010).

Kinaza mTOR se v sav¢im organismu vyskytuje jako soucast dvou komplexi - mMTORC1 a
mMTORC2 (obr. 10). MTORCI je heterotrimericky protein, ktery se sklada ze tii podjednotek —
katalyticka podjednotka mTOR, raptor (regulator associted protein of mTOR) a GBL (G protein f3-
subunit-like protein) (llagan a Manning 2016). Raptor se vaze k mTOR. Tato vazba je nezbytna pro
fosforylaci 4E-BP1 in vitro. Dalsi funkci vazby Raptor-mTOR je zesileni kinazové aktivity mTOR
k p70S6K1 (Hara et al. 2002). Na rozdil od mTORCI, komplex mTORC?2 tvoii specificka regula¢ni
podjednotka Rictor, GBL a SIN1. MTORC2 déle fosforyluje dalsi komponenty, naptiklad Akt, p70S6K1
nebo PKC (llagan a Manning 2016).

‘ Amino acids H Energy (ATP) | Growth factors

} Rapalogs |

and FKBP12 ‘—1 s P mTORC1/2 G GBL)
complex \ inhibitors
S mTORC1 — mTORC2

mRNA translation, cellular growth, proliferation Cell survival

Obrazek 10 mTOR signalizace. Prejato od (Dancey 2010).

3.2.2 Inhibice mTORC1 komplexu prostiednictvim rapamycinu

Rapamycin (jinak téz Sirolimus) je bakterialni makrolidové antibiotikum objevené na
Velikono¢nim ostrové (Rapa-Nui), podle kterého nese své jméno. Je soucasti rodiny imunosupresivnich
latek produkovanych baterii Streptomyces hygroscopicus (Vézina et al. 1975).

Intracelularni protein z rodiny imunofilinit FKBP12 (FKBP1A, FK506 vazebny protein) vaze
rapamycin. Komplex FKBP12/rapamycin je specificky rozpoznavan doménou FRB (FKBP12-

rapamycin binding domain) na mTOR kinaze, ktera je soucasti komplexu mTORC1. FRB doména
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rozpoznavana timto komplexem je specificka pouze pro mTORCI1, a proto FKBP12/rapamycin inhibuje
mTOR signalizaci komplexu mTORC1, nikoliv komplexu mTORC2. FRBP12/rapamycin inhibuje
mTOR signalizaci pomoci disociace proteinu raptor z mTOR a redukuje tak dalsi raptor-zavislé
soucasti, jako je fosforylace p70S6k a 4E-BP1 (Oshiro et al. 2004).

3.2.3 Klinicka 1é¢iva na principu inhibice mTOR

Na vys$e zminéném principu inhibice mTOR kinazy jsou v soucasné dobé v 1é¢bé mRCC
registrované dv¢ latky-Temsirolimus a Everolimus. Rozdily mezi nimi spocivaji pfedev§im ve
farmakokinetickych a farmakologickych vlastnostech latek. Temserolimus (CCI-779) je rozpustny
ester rapamycinu a mTOR kinazu inhibuje vytvorenim komplexu s FKBP12 a navazanim se do FRB
podjednotky na mTOR. Nese obchodni nazev Torisel (Rini 2008).

Everolimus (RADO001) prodavany pod nazvem Afinitor je také derivatem rapamycinu a je
funkéné a strukturné podobny Temsirolimu. Je podavan oralné na rozdil od intraven6zné podavaného

temsirolimu (Motzer et al. 2008).

VEGF a mTOR signalizace, na které je prace zamétena, nejsou zdaleka jedinymi, jejichz
poruchy a zména tizeni vedou k progresi a vyvoji nadoru. Pro pochopeni molekularnich systému a
vyvoj novych molekul v [é€b€ proti rakoving viibec, je nezbytné komplexni porozuméni specifickym

souvislostem velkého mnozstvi signalnich kaskad.

3.3 Vyhlidky do budoucna

Nejnoveéjsim pokrokem v 1é¢bé rakoviny jsou 1é¢iva, ktera cili imunitni bunééné kontrolni body
T-bunék, a to pomoci blokujicich monoklonalnich protilatek. Tyto 1€ky zabrani spusténi inhibi¢nich
povrchovych receptort T-bunék: PD-1 (receptor programmed death-1) a CTLA-4 (cytotoxic T-

lymphocyte antigen-4), které maji tlumici roli pfi nadmérné reakci imunitniho systému (Pardoll 2012).

Receptor CTLA-4 je exprimovan vyhradné na T-lymfocytech, pti jejich brzké fazi aktivace
v lymfatickych uzlinach. Aktivace T-lymfocytu je utlumena vazbou inhibi¢niho receptoru CTLA-4 na
CD80 a CD86 dendritickych bunék. Kostimula¢ni receptor T-lymfocytd CD28, ktery silné¢ zesiluje
aktivaci T-lymfocytt, vaze shodné ligandy jako CTLA-4. Ma v8ak Kk témto liganddm mnohem vétsi
afinitu. Exprese CTLA-4 na povrchu T-lymfocyti vede primarné k inhibici imunitni odpovédi T-
lymfocytt (Pardoll 2012).

Receptor PD-1 je exprimovan na efektorovych T-lymfocytech, pficemz jeho hlavni funkci je
tlumeni aktivity T-lymfocytl v periferni tkani pfi zanétu a omezeni autoimunitni reakce (Pardoll 2012).
Jednim z ligandl receptoru PD-1 je PD-L1, ktery muze byt exprimovan nadorovymi bunikami a
imunitnimi bunikami infiltrovanymi nadorem. Pfi blokovani PD-1/PD-L1 interakce je tltumena inhibi¢ni

funkce receptoru a drive existujici protinadorové T-lymfocyty mohou silné obnovit svou efektorovou
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funkci (Chen a Mellman 2013). Protoze receptor PD-1 je kromé& T-lymfocytti exprimovan také na NK

bunkach a B-lymfocytech, tlumeni jeho funkce vede ke zvySeni aktivity NK bun¢k a vyrobu protilatek
(Pardoll 2012).

Jedinou registrovanou imunoterapii v 1é€bé mRCC je protilatka nivolumab, ktera selektivné
blokuje interakci mezi PD-1 receptorem a ligandy PD-L1 a PD-L2. V Iét¢ roku 2015 vysly vysledky
z randomizované klinické studie, porovnavajici nivolumab s everolimem u pacientd, jejichz nador se
V prubéhu 1é€by stal odolnym na cilenou lécbu VEGF TKI. Do studie bylo zafazeno 821 pacienti
s mRCC, u kterych bylo sledovano OS a PFS, pficemz median OS u pacientli lécenych nivolumabem
byl 25 mésici oproti 19,6 mésiciim u pacientil lécenych everolimem. U pacientl nebyl registrovan rozdil
v PFS. U pacientd, kterym byl podavan nivolumab byla zjiSténa nizsi toxicita, nez tomu bylo u pacientt
na everolimu. Pacienti, kteti vykazovali 1% a vy$8§i expresi nddorového PD-L1, méli hor$i prognézu,
nez pacienti s niz8i expresi. PD-L1 v8ak neni prediktivnim biomarkerem ukazujici vyhodu z 1é¢by
nivolumabem a ma pouze prognosticky vyznam. Vztah mezi expresi PD-L1 a odpovédi pacienta na
1é¢bu je zfejme zavisly na nadorovém typu a histologické tiidé. Spojitost mezi lepsi odpoveédi na 1écbu
a expresi PD-L1 byla zjisténa pouze u metastatického melanomu a jednoho typu rakoviny plic (Motzer

et al. 2015).

Zatimco biologicka 1écba cili konkrétni molekularni mechanismy nadorovych bunék,
imunoterapie spusti velké mnozstvi imunitnich funkci, které mohou zahajit komplexni imunitni

odpovéd’. V mechanismu ucinku se cilena 1écba a imunoterapie zna¢né lisi.

4 Terapie mRCC

Nastaveni 1é¢ebnych postuptt je doporuceno Evropskou urologickou asociaci formou
doporucenych postupt — “guidelines®, které jsou veifejné dostupné 1ékaiim i pacientim na internetu.
Kazdy rok jsou aktualizované v anglickém jazyce a shrnuji nejnovéjsi doporucena nastaveni 1é¢by na

zaklad¢ aktualnich vysledka registracnich studii a vyzkumi (Ljungberg et al. 2015).

4.1 Validované klinické markery pro 1écbu

Existuje vice prognostickych systém, které odhaduji stadium nemoci pacienta a podle dale
specifikovanych kritérii klasifikuji miru zavaznosti onemocnéni. Dil¢i kritéria prognostickych systému
jsou jiz validovana pro klinickou praxi a jsou pouzivana pii rozhodovani o 1é€bé nemocného pacienta

(Ljungberg et al. 2015).

U renalniho karcinomu se hodnoti TNM stadium, kde T (,,tumor*) uréuje velikost nadoru a jeho
Sifeni do okolnich tkani, N (,,node) popisuje §ifeni do sousednich miznich uzlin a M (,,metastases")

popisuje metastazovani do dalSich ¢asti téla (Ljungberg et al. 2015).
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Na principu histologického kritéria, konkrétné¢ pozorovani jader, je zaloZen "Fuhrman Nuclear
Grade". Stupnice podle Fuhrmanové je v rozmezi od jedné do étyf, kde stupeni jedna nese nejlepsi
prognézu a stupen Ctyfi nejhorsi. Nuklearni charakteristiky pouzivané Vv téhle stupnici ukazuji, jak
aktivné probiha translace v jadfe. Hodnoti se velikost a tvar jadra, pocet a velikost nukleol a shlukovani

chromatinu (Fuhrman et al. 1982).

Bylo vytvoteno nékolik progostickych systému, jejichz kritéria maji na zékladé signifikantnich
korelaci vliv na prognozu pacienta. Model SSIGN (,,Stage Size Grade Necrosis*) v hodnoceni zahrnuje
TNM, stupen podle Fuhrmanové, velikost nadoru a pfitomnost nadorovych nekroz (Frank et al. 2002).
UISS (,,University of California Los Angeles integrated staging systém‘) zahrnuje TNM, vykonnostni
stav pacienta a stupen podle Fuhrmanové (Zisman et al. 2001). Karakiewiczv nomogram po
nefrektomii hodnoti TNM, piitomnost symptomu a stupné podle Fuhrmanové (Karakiewicz et al. 2007).
Tyto systémy jsou surCitou pravdépodobnosti prediktorem doby pieziti pacientl s rendlnim

karcinomem.

StéZejnimi pouzivanymi kritérii pro stanoveni 1éby mRCC jsou kritéria podle MSKCC
(,,Memorial Sloan-Kettering Cancer Center). Posuzuji Karnofského index (udava celkovy stav
pacienta), zvyseni celkové koncentrace laktatdehydrogenazy v séru (LDH), koncentraci vapniku v séru,
hemoglobin a ¢as od diagndzy do zacatku 1écby. Rizikovym faktorem se kritérium stava tehdy, kdy
ptekroci stanoveny piedem urceny limit (Tab. 1). Prognéza je bud’ dobra v ptipadé zadného rizikového
faktoru, stfedni v pfipadé zasahu jednoho nebo dvou rizikovych faktord a Spatna za podminky, Ze

stadium pacientova stavu zasahlo tfi a vice rizikovych faktord (Motzer et al. 2002).

Tabulka €. 1 (Motzer et al. 2002)

Karnofského index <80 %

LDH > 1,5 nasobek horni hranice normy
Koncentrace vapniku v séru > 2,4 mmol/|

Hemoglobin < dolni hranice normy

Cas od diagnozy do za¢atku systémové <1lrok

1écby

V roce 2007 byla provedena klicova studie, kde se jednalo o srovnani i¢innosti temsirolimu
s interferonem alfa s terapii kombinaci obojiho. Bylo zde vyhodnoceno jesté jedno kritérium
poukazujici na chudou progndzu pacienta. Jedna se o kritérium zasazeni > 2 mist organovych metastaz
(Hudes et al. 2007) (tab. 2). Tii a vice kritérii z tohoto skorovaciho systému poukazuji na $patnou
prognézu. MiiZe se vSak stat, ze pacient splituje dvé kritéria z klasického MSKCC, ale z modifikovaného
MSKCC z roku 2007 kritéria tfi. To Se stane v piipad¢€, ze ke dvéma kritériim, které se v tabulkach
shoduji, splituje pacient i noveé pfidané kritérium organovych metastaz. V takové situaci by jeho
progndza mohla byt vyhodnocena jako stiedni (podle MSKCC 2002), nebo $patna (dle MSKCC 2007).

Pokud je tomu pravé tak, rozhodnuti o prognoze je v pravomoci lékate, zda poda pacientovi léky pro
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stitedni prognézu (inhibitory TKI) nebo Spatnou prognédzu (inhibitory mTOR). Na tomto misté je

relevantni moznost jeho vlastni volby (Biichler et al. 2015).

Tabulka ¢. 2 (Hudes et al. 2007)

Karnofského index <80 %

LDH > 1,5 nasobek horni hranice normy
Koncentrace vapniku v séru > 2,4 mmol/|

Hemoglobin < dolni hranice normy

Organy postizené mezastazami > 2 mist organovych metastaz

Cas od diagnozy do zacatku systémové <1rok

1écby

4.2 Aktualni nastaveni lécby podle guidelines Evropské urologické asociace

Pii diagnéze mRCC je multidisciplinarnim tymem Iékaiti zvazovana nejvhodnéjsi 1écba.
Chirurgické odstranéni nadoru - cytoredukeni nefrektomie je zvazovana v pripadé velkého primarniho
nadoru a malého metastatického objemu. Naopak neni doporuc¢ovana pii malém primarnim nadoru a
velkém objemu organovych metastaz. Retrospektivni srovnavaci studie ukazuji na prospéch z kompletni

metastazektomie z hlediska OS a oddaleni systémové 1é¢by (Ljungberg et al. 2015).

Progndza je stanovena podle vySe zminénych prognostickych systémi. V “guidelines” je
evidovano, ze bylo zkoumano nékolik potencidlnich molekularnich biomarkerd, kterymi jsou CAIX,
VEGF, HIF, Ki67, p53, p21, PTEN, E-katherin, CRP, osteopontin, CD44, CXCR4 a dal$i biomarkery
proliferace a bun&éného cyklu. Zadny z nich nebyl externé ovéien a nedoporuéuje se jejich vysetfovani
v klinické praxi. U zadného z téchto biomarkert nebyla nalezena vyS$si prediktivni hodnota, neZ je tomu

u zavedenych prognostickych systému (Ljungberg et al. 2015).

K vysledktim registra¢nich studii lze ptihlizet v pfipad€, ze byl 1€k schvalen nalezitym organem.
Pro Evropskou Unii je to European Medicines Agency (EMA) ve spolupraci s agenturou v konkrétni
zemi, kde ma byt 1€k schvalen. Napiiklad ve Spojenych statech americkych 1éky schvaluje Food and
Drug Administration (FDA).

Vysledky prob&hlych, momentalné probihajicich nebo preruSenych registracnich studii je

mozné vetejné vyhledavat v svétové databazi ptistupné z https://clinicaltrials.gov/ .

Nadory ledvin jsou specifické pfedevsim svou vysokou chemorezistenci

a radiorezistenci. Pfed nastupem éry cilenych 1é¢iv se mRCC 1é¢ila predevsim interferonem alfa (IFN
a) a interlekinem-2 (IL-2) (Ljungberg et al. 2015). Ptehled cilenych 1é¢iv a jejich obchodni nazvy, které

se pouzivaji v 1é¢bé mRCC dnes, jsou uvedeny v tabulce (tab. 3)
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Tabulka ¢. 3

Nazev Obchodni nazev Funkce
sorafenib Nexavar®
sunitinib Sutent®
pazopanib Votrient® inhibitory TKR
axitinib Inlyta®
cabozantinib Cabometyx®
bevacizumab Avastin® protilatka — vazba a
neutralizace VEGF-A
temsirolimus Torisel®
inhibitory mTOR kinazy
everolimus Afinitor®
nivolumab Opdivo® inhibitor receptoru PD-1

Pacientovi s mRCC je nejprve stanovena piizniva, stiedni, nebo Spatna progndza, podle jiz
zminénych MSKCC kritérii. Lécba je podavéana v liniich. Prvni podavani t¢innych latek je prvni linie.
Pokud pacient piestane na lécivo odpovidat a jeho nddor postupuje, pfechazi se na nové 1éCebné
nastaveni, a to na dalsi 1é¢ebnou linii, ktera nasleduje. Postoupeni nadoru znamena odolnost nadoru na
1é¢bu, ktera tak ztratila svijj efekt. V nejnovéjs$im nataveni je v prvni linii lécby pacientiim s pfiznivou
stiedni a chudou prognézou podavan sunitinib, nebo pazopanib. V druhé linii je doporucen nivolumab
nebo cabozantinib nebo axitinib nebo sorafenib nebo everolimus. V tieti linii po selhani VEGF terapie
je doporucovan nivolumab nebo cabozantinib nebo everolimus. Po selhani VEGF terapie a mTOR je
doporu¢en sorafenib. V ptipadé ptedchozi 1é¢by inhibitori VEGF a nivolumabu je v dals$i 1é¢bé
doporucovan cabozantinib nebo axitinib nebo everolimus. Ve ¢tvrté linii by méla byt podana 1é¢iva,

ktera dosud podana nebyla, zejména nivolumab nebo cabozantinib (tab. 4) (Ljungberg et al. 2015).
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tabulka €. 4 Doporu¢eni mozného 1é¢ebného nastaveni pro pacienty s mMRCC, ktefi prestali odpovidat
na jednu nebo vice lini VEGF cilené terapie (Ljungberg et al. 2015).

=P Doporuceni s vyhodou v 05

—»  Doporuceni bez vyhody v OS

---——---—-=-p Doporuceni, pokud nejsou dostupné jiné moZnosti

sunitinib
pazopanib

1. linie

v

nivolumab

cabozantinib

W cabozantinib

nivolumab

| axitinib

everolimus-
axitinib

everolimus

2. linie

3. linie

4.3 Momentalni stav klinické 1é¢by v Ceské republice

Ctvrtd linie
léCby by se
méla soustiedit
na léciva, ktera
nebyla
podavana v
predchozich
liniich,
obvzlasté
nivolumab
nebo
cabozantinib

4. linie

V 1é¢ebném nastaveni pro Ceskou republiku je pro podani 1é¢iva nezbytné jeho registrace Statnim

tistavem pro kontrolu 1é&iv (SUKL). Jedna se o spravni organ Ceské republiky a ze zikona neni mozné

podat pacientovi 1€k, ktery nebyl timto orgdnem schvalen. Dalsim stéZejnim bodem pro moznost podani

1é¢iva je jeho thrada pojistovnou. I pfesto, ze je 1€k pro pacienta vhodny, jeho tihrada je dtlezita, nebot’

orienta¢ni cena napiiklad TKI sunitinibu se pohybuje kolem 130 657,71 K¢. Informace o dostupnosti

1é¢iv a jejich uhradé jsou vefejné dostupné na internetovych strankiach SUKL, dostupné z

http://www.sukl.cz/ .

Relevantni 1é¢ebna nastaveni pro Ceskou republiku jsou dostupna v Modré knize. Modra kniha

je kazdoro¢né aktualizovany dokument, ktery shrnuje nejnovéj$i mozna 1é¢ebna nastaveni v souladu
s ustanovenimi SUKL (Biichler et al. 2015).
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Tabulka €. 5 upraveno a piejato od (Biichler et al. 2015).

Lécéba mRCC prvni linie
Svétlebunéény karcinom Nesvétlebunéény karcinom
|
| |
dobra /stfedni progndza Spatna progndza
dle MSKCC dle MSKCC
I=
Sunitinib =i
Bevacizumab+interferon-a Temsirolimus Neni definovana _:_g §
Pazopanib f% -
Temsirolimus - B
Vysokodavkovany e e €9
interlauking Sunitinib Sumr.lmp 25
Sorafenib E
Lécéba mRCC druhé linie
Predchozi |&égba inhibitorem VEGF
[tyrozinkinazowy inhibitor Predchozi [écba cytokiny
nebo bevacizumab)
Sorafenib E
Everalimus Pazopanib '_g ;-g
Axitinib Axitinib E @
Sunitinib n
Dosud nepousity - g
tyrozinkinazowi E 5
inhibitor £
Lééba mRCC tFeti linie
el Predchozf kdba cytokiny Predchoz létha
il e a inhibitorem VEGF dvéma inhibitary VEGF
ainhibitorem mTOR ry
=
F=
Sorafenib Everolimus Everolimus -g ﬁ
Dosud nepouZity Dosud nepouzity Dosud nepouZity % é
tyrozinkinazowy inhibitor tyrozinkinazowy inhibitor tyrozinkinazowvy inhibitor [m] E

Aktualni 1ééba mRCC v Ceské republice, ktera je shrnuta v nasledujici tabulce je prejata a

upravena z Modré knihy. Je také dostupna z http://www.linkos.cz/informace-pro-praxi/modra-kniha/21-

zhoubny-novotvar-ledviny-c64/
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V Ceské republice prozatim neni v 1é¢b& mRCC doporucen nivolumab, nebot’ neni hrazen
pojistovnou. Evropskou registraci ma od 10.4.2016 a v Ceské republice byl podavan v ramci
specialniho 1é¢ebného programu (,,expanded access program®), ktery skoncil 26.4.2016. V ramci
takového programu lze 1é¢ivo podat i pacientiim, ktetfi nespliuji kritéria pro zatazeni do klinické studie,
Vv pfipadé ze neexistuje jina alternativa a 1€k by jim mohl pomoci. Cabozantinib momentalné¢ nema

evropskou registraci.

Lékai se pii 1é€bé renalniho karcinomu fidi predev§im doporuéenimi z aktualizovanych
“guidelines* a informaci o schvéleni 16¢iva v Ceské republice Statnim astavem pro kontrolu 1é¢iv. Navic
bere v tivahu i dostupnost 1é¢iva, pticemz hraje roli thrada pojistovnou nebo mala dostupnost Iéku,
ktera mize byt omezena na podani latky pouze v ramci Klinické studie. Lékar by mél vzdy zvazit

moznost zafazeni pacienta do klinické studie.

5 Vyhlidky smérem k personalizované mediciné

5.1 Molekularni biomarkery

S vyvojem cilenych 1éCiv prichédzi i hledani signifikantnich molekularnich biomarkert, které by
se mohly stat bud’ dal$imi prognostickymi ukazateli hodnotici stadium nemoci, nebo prediktory
odpovédi na podavani specifického 1éciva. Nalezeni signifikantnich korelaci mezi nékterymi
biomarkery a odpovédi na 1é¢bu a jejich validace pro Kklinickou praxi znamena posun Kk

personalizovanému piistupu v 1écbé rakoviny ledvin.

V ramci klinickych studii, které probihaly pfi testovani biologickych 1é¢iv, bylo provedeno i
molekularni mapovani pacientti. Nyni existuji studie zabyvajici se vyhodnocovanim souvislosti mezi
reakci na Iéciva a molekularnim profilem pacientd. Déle jsou popsané ty, které svymi signifikantnimi

vysledky prinaseji nadéji budouciho zkoumani a uziti v klinické praxi.

5.1.1 Molekularni biomarkery a odpovédi na VEGF cilenou 1é¢bu

Pii hledani molekularnich biomarkert byly vyzity klinické studie ovéfujici Gcinnost
biologickych 1é¢iv, které se nyni pouzivaji v 1écbé mRCC. Jedna se o mapovani pacienti lécenych

sorafenibem, bevacizumabem, sunitinibem, pazopanibem a axitinibem.

5.1.1.1 Polymorfismy

MV wrw

Nejbéznéjsim typem zmén v DNA jsou jednonukleotidové polymorfismy (SNPs), ke kterym
dochazi, pokud je jeden nukleotid v DNA zaménén za jiny. Tyto zmény mohou ovlivnit to, jak ¢lovék

reaguje na bakterie, viry, Iéky a jiné latky.
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I presto, Ze 1éEba TKI puisobi ve vSech pacientech stejnym mechanismem, odpovéd’ na ni
miiZze byt U individualnich pacientli odlisna. Ptic¢inou téchto rozdilti jsou SNPs.

Pii 1éCeni sorafenibem nebo bevacizumabem nebo kombinaci obojiho, byla zjisténa
signifikantni souvislost mezi vyvojem toxicity a PFS i OS. Pacienti, ktefi reagovali na biologika
hypertenzi (HT) nebo hand-foot syndromem (HFSR), vykazovali signifikantné delsi PFS i OS, nez
pacienti, u kterych se tahle toxicita neobjevila. Vyskyt HT a HFSR byl spojen s polymorfismem
rs180377 VEGFR2. U Pacientii nesouci tento polymorfismus byla frekvence zminéné specifické
toxicity témet dvakrat vyssi. Vyse zminéné biomarkery byly zjistovany pro rakovinu prostaty a solidni
nadory. Nebyly sekundarné validovany piimo v souvislosti s mRCC (Jain et al. 2010). Ve spojitosti
s odpovédi na bevacizumab byl nalezen SNP rs7993418 postihujici Tyrl1213 ve VEGF-1 tyrozin-
kinazové doméné. Pacienti nesouci tento polymorfismus vykazovali signifikantné chudou odpovéd’ na
lé¢bu bevacizumabem v PFS (p=0,033). Nebyla vSak registrovana signifikantni zména v OS
(Lambrechts et al. 2012).

V klinické studii AXIS, kterd srovnavala G¢inek axitinibu vs. serafenibu ve druhé linii, byl
nalezen jeden zarode¢ny SNP VEGFR2 — rs2071559. Nositelé specifickych genotypovych variant
vykazovali signifikantné del$i PFS a OS pii odpovédi na 1écbu sorafenibem. V souvislosti s odpovédi
na axitinib nakonec nebyly nalezeny signifikantni polymorfismy, které by byly prognostickym nebo
prediktivnim faktorem 1é¢by axitinibem ve studii AXIS (Escudier et al. 2015). Pozd¢ji byly nalezeny
dalsi zarode¢né polymorfismy ve VEGF a VEGF2 (rs1570360 a rs2239702) spojené s PFS, nebo OS,
podle specifické genotypové varianty (Qin et al. 2016).

Nejvice diskutovanym lé¢ivem v souvislosti s vykazovanim signifikantnich souvislosti mezi
SNP a odpovédi na 1é¢bu je sunitinib. Byly zkoumany SNPs v genech, které ovliviiuji farmakokinetiku
(ABCBL1, NR1/2 a NR1/3), farmakodynamiku (VEGFR2) a proangiogenni VEGF drahy v souvislosti
s terapeutickou odpovédi na sunitinib. Byla nalezena signifikantni souvislost mezi SNP VEGF3
rs307821 a kratsim PFS i OS (p=0,011). Jako dalsi stézejni polymorfismus byl identifikovan rs307826
ve VEGFR3, jehoz nositelé vykazovali signifikantné kratsi OS (p=0,013). Byly nalezeny i signifikantni
vysledky odpovédi na 1é¢bu v souvislosti s ABCB1, NR1/2 a NR2/3 (Beuselinck et al. 2013). Pozdgji
byla objevena statisticky vyznamna souvislost mezi specifickymi variantami polymorfismii VEGFR1
rs9582036 a rs9554320 a kratsim PFS i OS (rs9582036 PFS=10 vs. 18 mésict, p=0,033; OS=14 vs. 31
mesict, p= 0,019; rs9554320 PFS= 12 vs. 21 mésict, p=0,0066; OS=22 vs. 34 méesict, p=0,019)
(Beuselinck et al. 2014).

Farmakogenomicka studie zabyvajici se polymorfismy a jejich vlivem na 1é¢bu pazopanibem
identifikovala dva polymorfismy rs1126647; rs4073 v Interleukinu 8 (IL-8). Signifikantni rozdil
v odpovédi na 1écbu vykazovali také pacienti nesouci polymorfismy v genech kodujici receptory
HIF1A, NR1/2 a VEGF-A (Xu et al. 2011). Pozdgji byly diive zminéné varianty v IL-8 objeveny v

souvislosti s chudsi prognézou pii 16€bé pazopanibem a sunitinibem. IL-8 ma vyznamné mitogenni a
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angiogenni vlastnosti. Ve studii je diskutovano, Ze IL-8 zprostiedkovana angiogeneze byla u mysi
identifikovana jako kompenza¢ni mechanismus rezistence na sunitinib. Vyvstava zde myslenka, ze
vysoka exprese riiznych forem IL-8 mtize byt ukazatelem na vice agresivni nadory, s nimiz je spojena
chudsi prognodza, nez u téch, ktefi vykazuji jejich nizké expresni hladiny. IL-8 by tak mohl byt zvazovan

jako novy terapeuticky cil ve vyvoji 1kt praveé pro tuto specifickou skupinu pacient (Xu et al. 2015).

5.1.1.2 Inaktivace VHL

Inaktivace genu VHL vyvolava akumulaci transkripéniho faktoru HIF a vede k nadmérné expresi
cilovych genti jako je VEGF, PDGF a CAIX.

V roce 2008 Choueiri et al. Publikovali studii, kterd zkoumala vyznam inaktivace genu VHL
Vv odpovédi na VEGF cilenou terapii v 1é¢bé mRCC. Bylo zde zjisténo, Ze pacienti, kteti méli mutace
ztraty funkce (,,loss of function), jako jsou-posun cteciho ramce, nesmyslné mutace, delece a inserce
genu VHL, méli signifikantné vys$8i procento odezvy (response rate, dale jen RR). RR udava procento
odezvy pacientd, jejichZ nador se po 1é¢bé zmensil nebo zmizel. RR u pacientd s mutacemi ztraty funkce
bylo 52 % oproti 31 % u pacientd s divokym typem VHL. VHL genovy status nemél vliv na PFS ani OS
(Choueiri et al. 2008).

V jiné publikaci byl zjistovan vyznam VHL genového statusu a exprese HIF-1/2a na lécebnou
odpovéd’ pazopanibem. Nebyly zde nalezeny zadné signifikantni vysledky (Choueiri et al. 2013).
Nepodarilo se nalézt ani signifikantni souvislosti mezi VHL genovym statusem a lécebnou odpovédi na

sorafenib (Pena et al. 2010).

VHL genovy status se podle provedenych analyz nezdd byt vhodnym prediktivnim

biomarkerem, ktery by pfedvidal pacientovu reakci na lé¢bu VEGF cilenou terapii.

5.1.1.3 Exprese karbonické anhydrazy CAIX (CA9)

Karbonicka anhydraza IX (CA9) je protein, k jehoz expresi dochazi na membrané nadorovych
bun¢k v dusledku hypoxie, tedy za podminek inaktivace VHL a zvySené regulaci dalSich proteint
zapojujicich se do procesu patologické angiogeneze. Nadory ledvin, které vykazuji vyssi expresni
hladiny CAIX, maji signifikantné lepsi prognozu, nez nadory s nizkou expresni hladinou (Klatte et al.
2007).

Byla testovana hypotéza, ze expresni hladina CAIX mize mit rozdilnou prediktivni hodnotu
v zavislosti na tom, ktery 1ék je pacientovi podavan. Predpokladem bylo, Ze pacienti budou vykazovat
jinou lé¢ebnou odpoveéd’ s vysokymi oproti pacientim s nizkymi hladinami exprese CAIX, pii podavani
sunitinibu nebo sorafenibu. Bylo zjisténo, Ze pacienti s vysokou expresni hladinou CAIX méli

signifikantné lepsi odpovéd’ ve skupiné, kde byl podavan sorafenib (Choueiri et al. 2010).
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5.1.1.4 microRNA

MicroRNA (miRNA) jsou malé nekodujici fetézce jednofetézcové RNA regulujici
posttranskripcni genovou expresi. Expresni hladiny miRNA jsou zménény ve velkém mnozstvi nemoci
véetné rakoviny. Jejich exprese ma tak svou ulohu v iniciaci, progresi nadoru a metastazach (Kong et
al. 2012).

V roce 2012 byla udélana analyza miRNA ze vzorkd periferni krve pacienti [éCenych
sunitinibem. Byl nalezen rozdilny expresni profil pro pacienty, ktefi na 1é¢ivo odpovidali a témi, ktefi
vykazovali rezistenci. Median PFS ve skupiné s chudou odpovédi na 1éébu byl 3,5 mésicti oproti 24
mésictim. Stejné tak rezistentni pacienti vykazovali median 8,5 mésice v OS ve srovnani s 29,5 mésici
ve skupiné odpovidajicich pacientd (Gamez-Pozo et al. 2012).

Po identifikaci rozdilné exprese miRNA u pacientti s Citlivou nebo rezistentni odpovédi na sunitinib
byla jako nejsilnéj$im ukazatelem objevena miR-942. Byl popsan mechanismus, jehoz prostiednictvim
vysoka hladina miR-942 v mRCC burikach zvySuje sekreci matrixové metaloproteinazy — 9 (MMP-9) a
VEGF, coz zpusobuje zvyseni endotelialni migrace a rezistenci na sunitinib (Prior et al. 2014). Pfi¢emz
uz diive bylo zjisténo, ze MMP-9 je jednou z nezbytnych soucasti komponent, které se ucastni
na procesu vzniku a Sifeni metastaz (Kaplan et al. 2005). Nedavna studie prezentuje miRNA-30 jako
inhibitor genu BECN-1, coz zptsobuje snizeni potencialniho téinku sorafenibu (Zheng et al. 2015).

Beclin-1 je centralni molekulou autofagie a zasadné se podili na bunééné smrti (Yu et al. 2004).

5.1.1.5 Cirkulujici endotelové buniky

Cirkulujici endotelové builkky by mohly byt potencidlnim ukazatelem na farmakologickou
aktivitu podavanych 1éCiv. Pti 1éCeni se meéni hladiny CEC (cirkulujicich endotelovych bun¢k) a
potencialné i hladiny CEP (cirkulujicich endotelovych progenitorovych buné€k). ZvySena hladina CEC
je spojovana s narusovanim nové vznikajicich cév, coz by mohlo hrat dilezitou roli jako ¢asny ukazatel
ptiznivé odpovédi na antiangiogenni 1éciva. U pacientl, ktefi vykazovali pfiznivéj$i odpoved v PFS,
bylo zjisténo signifikantni zvySeni CEC, a to ze 40 +44 CEC /ml na 111 +61 CEC/ml. U pacienti se
slabou odpovédi v PFS nebylo zaznamenano signifikantni zvyseni hladiny CEC. (Gruenwald et al.

2010).

5.1.1.6 Sérova hladina cytokini a angiogennich faktoru

V roce 2012 byly identifikované plazmatické biomarkery, jejichz koncentrace v plazmé vétsi
nez median, m¢la statisticky vyznamnou souvislost s krat§im PFS pii 1é¢bé pazopanibem. Tyto
konkrétni plazmatické biomarkery IL- 8 (p=0,006), osteopontin (p=0,0004), hepatocytarni rastovy
faktor (HGF) (p=0,010) a tkanovy inhibitor metaloproteinazy 1 (TIMP-1 ) (p=0,006) maji velky
potencial jako ukazatel predikce pii 1é¢bé pazopanibem. Ve skupiné dostavajici placebo byly vysoké

koncentrace interleukin 6 (IL-6) (p<0,0001), IL-8 (p=0,002), osteopontin (p<0,0001) prognosticky
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asociovany s krat§im PFS. Jediny potencialni prediktivni biomarker pro 1é€bu pazopanibem byl IL-6
(p<0,0001), protoze jeho vysoka koncentrace byla asociovana s del§im PFS pfi podavani pazopanibu
(Tran et al. 2012). Pozdéji byla identifikovana nizsi hladina angiopoetinu-2 a vyssi hladina matrixové

metallopoteinazy-2 (MMP-2) jako biomarker celkové priznivé odpovédi (Motzer et al. 2014).

5.1.2 Molekularni biomarkery a odpovédi na 1éébu mTOR inhibitory

Pro nalezeni prediktorti po odpovédi na 1é¢bu mTOR inhibitory nebylo dosud publikovano velké
mnozstvi studii. Pfedpoklada se, Zze nadmérna exprese dil¢ich komponent drahy PI3K/Akt/mTOR by

mobhla byt profilem ptiznivé odpovédi na 1écbu latkami odvozenych od rapamycinu.

Ve studii publikované v roce 2007 bylo upozornéno na moznou souvislost mezi zvysenou expresi
fosforylované S6K a Akt a lepsi odpovédi na 1é¢bu temsirolimem. Studie vSak byla provedena pouze na

dvaceti pacientech a pro spolehlivéjsi vysledky je potieba navazujiciho vyzkumu (Cho et al. 2007).

Dale byl zkouman prediktivni vyznam PTEN a HIF 1a na 1é¢bu temsirolimem. Nebyly zde zjistény
zadné signifikantni vysledky (Figlin et al. 2009).

V roce 2012 byla zjistovana prediktivni hodnota LDH jako prediktivniho biomarkeru pfti 1é¢be
temsirolimem. U pacient s LDH vys$i, nez je horni hranice normy bylo pozorovano signifikantni
zlepseni v OS pii 1écbé temsirolimem. Median OS byl 6,9 mésicii oproti 4,2 mésicim (p<0,002)

(Armstrong et al. 2012).

I presto ze souCasny vyzkum se zbyva piedevsim hledanim signifikantnich biomarkert
predikujicich 1é¢ebnou odpovéd’, jejich validace v praxi je problematicka a jsou zde prekazky, které se
tykaji oblasti i mimo samotny proces veédeckého vyzkumu. Zahrnuji predev§im nakladnost a
zdlouhavost celého procesu. Rovnéz zahrnuji zajem vyrobce 1€ku o propojeni s firmou molekularni
diagnostiky. A v neposledni fadé je nezbytna také spoluprace pii vyzkumu biomarkeri a klinického
testovani 1éCiv, které jsou na sobé zavislé a jejich pokrok je paralelni. Komplexni problematiku

biomarkera popisuje reserse (Sawyers 2008).
/4 4
6 Zavér
Prace seznamuje s onemocnénim renalniho karcinomu, pfiblizuje situaci v klinické praxi pfi
onemocnéni a poskytuje informaci o nejnoveéjsim smeéfovani vyzkumu v této oblasti.

Jsou zde popsany molekularni drahy VEGF signalizace a PI3K/Akt/mTOR signalni kaskady,
které maji zasadni ilohu ve vyvoji a postupovani nadoru. Inhibice téchto molekularnich mechanismu je
terapeutickym cilem soucasné cilené klinické 1é¢by mRCC. V navazujicim vyzkumu je nezbytné
podrobné popsat dalsi molekularni drahy a nalézt komplexni propojeni signalnich kaskad. Tyto

poznatky jsou dulezité pro objeveni novych potencidlnich terapeutickych cilti v 1é€bé mRCC.
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MRCC je soucasné 1é¢en cilenou 1éEbou prostiednictvim TKI a inhibitord mTOR kinazy. Piesto, ze
je cilend lécba velkym pokrokem v 1é€bé mRCC, pacienti nemaji trvalou odpovéd’. Nove prichazejici
imunoterapie pfinasi lepsi vysledky, které by mohly v budoucnosti vést kjejimu

dominantnimu terapeutickému nastaveni pii 1¢écbé mRCC.

V klinické praxi dosud nebyly ovéfeny zadné molekulérni biomarekery, které by pacienta na zaklade
jeho podrobné diagnostiky sméfovaly k vhodné 1é¢bé. V soucasném vyzkumu je vyzadovano zkoumani

podrobné molekularni patologie v souvislosti s charakteristikou a prib&hem onemocnéni.

Védecké vyzkumy usilujici o lepsi stratifikaci pacientti se zabyvaji analyzou molekularnich
biomarkerd z dat klinickych studii, které by predikovaly pacientovu odpovéd’ na specifickou 1é¢bu.
Ackoli vyzkum cilené VEGF terapie zahltila velka vina studii hledajicich signifikantni molekularni
biomarkery, momentalni vyzkumy jsou spiSe pilotni a teprve naznacuji souvislosti S 1é¢ebnou odpovédi.
Problematikou v publikovanych studiich je pfedev§im populaéni nesourodost vzorku, ¢imz je
znemoznéna homogennéjsi stratifikace vzorku z divodu randomizace. Dal$i intenzivni vyzkum a
nasledné ovéfeni biomarkerd v klinické praxi jsou nezbytné pro posun standartni 1écby

k personalizované.
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