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Souhrn

Cil: Cilem prace je identifikovat mozné tkanové biomarkery ke zhodnoceni efektu

sunitinibu v 1éEbé metastatického svétlobunééného renalniho karcinomu.

Material a metody: Retrospektivné hodnocena studie. Ze 119 pacientt IéCenych

v nasi nemocnici cilenou Ié€bou pro metastaticky karcinom ledviny (mRCC) od 2005
do 2012 bylo 45 vhodnych k dalSi analyze. Z nich 42 (93,3%) bylo svétlobunécnych
(CCRCC), jeden papilarni (PRCC), jeden chromofébni (CHRCC) a jeden
neklasifikovany RCC. Ze skupiny mCCRCC bylo 40 Ié€eno sunitinibem, u 14
pacientu (32,6%) byl sunitinib podan po selhani Ié€by cytokiny (INF-a a IL-2), u 4
pacientt (10%) byl sunitinib druhou linii po sorafenibu. Pfi operaénim vykonu pro
primarni tumor byly odebrany vzorky tkané tumoru a zdravého parenchymu ledviny,
nasledné byly vySetfeny imunohistochemicky a semikvantitativnhé byla hodnocena
pritomnost sledovanych biomarkeri: mTOR, p53, VEGF, HIF1, HIF2, CAIX.
Primérna mira exprese tkanovych markeru byla hodnocena ve vztahu k odpovédi
tumoru na podavanou léc¢bu, ve skupinach pacientu bez odpovédi na |éCbu
(progrese) a pacientu s odpovédi na Ié€bu (stabilni onemocnéni €i regrese tumoru),
hodnoceni pfi prvni kontrole po zahajeni IéCby po 3 az 7 mésicich. Vysledky jsme

hodnotili pomoci Studentova T-testu.

Vysledky: Statisticky vyznamny rozdil byl v expresi v tkani tumoru oproti zdravé tkani
u skupiny bez progrese u mTOR (4% vs. 16,7%; p<0,05), p53 (4% vs. 12,7%;
p<0,05), VEGF (62,7% vs. 45%; p<0,01), CAIX (45% vs. 15,33%; p<0,01). Statisticky
vyznamny rozdil mezi tumorem a zdravou tkani byl v expresi p53 a CAIX také ve
skupiné s progresi onemocnéni (3% vs. 21,3%; p<0,05 respektive 36,3% vs. 12%;
p<0,05). V porovnani skupin pacientd s odpovédi na IéCbu a s progresi onemocnéni
nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi testovanymi tkanémi. Statisticky
vyznamny rozdil byl také v porovnani Cetnosti vysoké exprese znaku mezi tkani
tumoru a zdravou tkani (vice nez 60%) u VEGF (65% vs. 35%; p<0,05) a CAIX (42%
vs. 8%; p<0,01) ve skupiné bez progrese. CAIX je vyznamné vice exprimovana ve

tkani tumoru oproti zdrave tkani ve vSech skupinach.

Zaveér: Vyznamné vySSi exprese VEGF ve tkani tumoru oproti zdravé tkani ledviny
muze predikovat lepSi odpovéd na podavani sunitinibu a naopak vysoka exprese

VEGF ve zdraveé tkani ledviny muze byt prediktorem horsi odpovédi na IéCbu.



Summary

Aim: To identify tissue biomarker that are predictive of the therapeutic effect of

sunitinib in treatment of metastatic clear cell renal cell carcinoma (MCRCC).

Material and methods: Our study included 39 patients with mCRCC; these were
selected from 119 patients who received sunitinib in our hospital between the years
2005 — 2012 according to inclusion criteria of the study. Patients were stratified into
two groups based on their response to sunitinib treatment; non-responders
(progression), and responders (stable disease, regression). The effect of treatment
was measured by comparing imaging studies performed before the initiation of
treatment, with those done between 3™ and 7™ months of treatment. Histological
samples of tumour tissue and healthy renal parenchyma, acquired during surgery of
the primary tumour, were examined with immunohistochemistry to detect tissue
biomarkers (MTOR, p53, VEGF, HIF1, HIF2, CAIX). The average levels of biomarker
expression in both, tumour tissue, as well as in healthy renal parenchyma were
compared between the two groups of patients. Results were evaluated using
Student’s T-test.

Results: When considering the results of the group of responders, statistically
significant differences in marker expression in tumour tissue versus healthy
parenchyma were found for mTOR (4% vs. 16.7%; p=0,01031), p53 (4% vs. 12,7%;
p=0,042019), VEGF (62,7% vs. 45%; p=0,019836) and CAIX (45% vs. 15,33%;
p=0,001624). A further significant difference was found in the frequency of high
expression (more than 60%) between tumour tissue and healthy parenchyma in
VEGF (65% vs. 35%; p=0,026487) and CAIX (42% vs. 8%; p=0,003328). In the
group of non-responders, a statistically significant difference was evident in p53 a
VEGF expression in tumour versus healthy tissue (3% vs. 21.3%; p=0,02824 resp.
36.3% vs. 12%; p=0,011921).

Conclusion: A significantly higher expression of VEGF in CRCC in comparison to
healthy parenchyma, can predict a better response to sunitinib. On the other hand,
the high expression of VEGF in healthy renal parenchyma can predict worse

response to treatment.
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Seznam zkratek

ABC — ATB-binding casette

ACD-RCC - acquired cystic disease — associated RCC
AKT-PKB - protein kinase B

ALK — anaplastic lymphoma kinase
AMPK — AMP-activated protein kinase
ASR-W - age specific rates — world

ATM - ataxia-teleangiectasia mutated
ATR — ataxia-teleangiectasia and Rad3-related
BAP — BRCA associated protein

BER — bazové excizni reparace

BHD - Birt-Hogg-Dubé

BRCA — breast cancer

CAIX — carboanhydrase IX

CCRCC - clear cell renal cell carcinoma
CDC - collecting duct carcinoma

CDK - cyclin-dependent kinase

CEP - centromeric enumeration probes
CFOS - lidsky protoonkogen

CISH — chromogenni in situ hybridizace
CKY7 — cytokeratin 7

CNS - centralni nervovy systém

DNA — deoxyribonucleic acid

dNTP — deoxynukleosid trifosfat

DSS - disease specific survival

EGFR — epidermal growth factor receptor
ERK — extracellular signal-related kinase
ESKD - end-stage kidney disease

FDA — U.S. Food and Drug Administration
FFPE - formalin-fixed paraffin-embedded
FGF2 — fibroblast growth factor 2

FH — fumarat hydratase

FISH — fluorescen¢ni in situ hybridizace
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FLCN - folikulin

FLT1 — gen kodujici vascular endothelial growth factor receptor
GLUT1 — glucose transporter 1

HE — hematoxylin-eosin

HGF/cMet — hepatocyte growth factor

HIF — hypoxia inducible factor

HLRCC — hereditary leiomyomatosis and renal cell carcinoma syndrome
HR — homologous replication

HRAS — Harvey RAS

CHK — check-point kinase

CHRCC — chropmophobe renal cell carcinoma

IHC — imunohistochemie

IL-2 — interleukin 2

INF-a — interferon a

ISUP — The International Society of Urological Pathology
JAK — Janus activated kinase

JUN - jeden z transkrip&nich faktor(

KDR - kinase insert domain receptor

KRAS - Kirstern RAS

LOH — loss of heterozygosity

LS| — locus specific identifier

MAPK — mitogen activated protein kinase

MAPK — mitogen-activated protein kinase

MDR — multidrug resistence

MEK — mitogen-activated protein kinase ERK kinase 1
MGMT — O°-metylguanosin metyltransferase

MHC — major histocompatibility complex

miRNA — micro-ribonucleic acid

MiT — microphthalmia-associated transcription

MMR — mismatch repair system

mRCC — metastatic renal cell carcinoma

mTOR — mammalian target of rapamycine

MUC1 — mucin 1

MVP/LRP — major vault protein/lung resistence-related protein
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MYC — jeden z transkrip&nich fakror(

NER — nukleotidové excizni reparace

NGS — next generation sequencing

NHEJ — non-homologous joining

NK — natural killers

NOS - not other specified

NOTCH - signalni draha regulace sebeobnovy bunék
NRAS — neuroblastoma RAS

OS - overall survival

p53 — protein 53

PARP1 — poly (ADP-ribose) polymerase 1
PBRM1 — polybromo 1

PCR - polymerase chain reaction

PD-1 — programmed death 1

PDGF - platalet derived growth factor
PDGFp — platelet derived growth factor
PD-L1 — programmed death ligand 1

PFS — progression free survival

PHD — prolyl hydroxylase

PI3K — phosphatidyl inositol 3 kinase
PRCC - papillary renal cell carcinoma
PTEN — phosphatase and tensin homologue
RAF — RAS associated factor

RAS - rat adenosarcoma

RB-1 — retinoblastoma 1

RMC - renal medullary carcinoma

RNA - ribonucleic acid

RT-PCR - reverse transcription PCR

SDH - succinate dehydrogenace

SDH — sukcinyl dehydrogenaza B

SMRT - single molecule real-time

STAT - signal transducer and activator of transcription
TCRCC - tubulocystic renal cell carcinoma
TERC - telomerase RNA komponent

12



TERT — telomerase reverse transcriptase
TFE — transkripcni faktor E

TGFa — transforming growth factor a

TSC — tuberous sclerosis complex

VEGF - vascular endothelial growth factor
VEGFR - VEGF receptor

VHL - Von Hippel-Lindau

WCP — whole chromosome painting

WHO — World Health Organisation

2SC — 2-sukcino cystein
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Molekularni biologie nadort ledvin v klinickém vyuziti

1 Uvod

Incidence zhoubnych nadoru ledvin celosvétové narlsta. Nadory ledvin predstavuiji
2,4% vsech ro¢né hlaSenych nadoru celosvétové a 3,8% v Evropé s incidenci
prepoctenou na svétovy standard (ASR-W) 11,6 na 100 tisic a rok (data za rok 2012)
(1). V Ceské republice je véak incidence dlouhodobé nejvy$si a dosahuje hodnoty
30,0 absolutné (obrazek 1), v pfepoctu na svétovy standard pak 15,4, data za rok
2014 (obrazek 2) (2). Narust incidence je pfevazné na vrub zvySujicimu se zachytu
nadoru ve stadiu | (T1NOMO), kterych v roce 2001 bylo 29,2% ze vSech hlaSenych
zhoubnych nadort ledviny a v roce 2014 jiz 54,6% (obrazek 3 a 4). Rozdily

v incidenci ostatnich stadii nejsou tak markantni. Dlouhodobé vsak €ini incidence
zhoubnych nadort ledviny stadia IV, tedy lokalné pokrocilych nebo
metastazovanych, pfiblizné jednu pétinu. V obdobi od roku 2000 do roku 2014 je
primérné zastoupeni stadia IV v celkové incidenci 18,9% (obrazek 3 a 4) (2).
Zhoubné nadory ledvin jsou onemocnénim pfevazné starsi populace s maximem
incidence v 6. az 7. dekadé Zivota (obrazek 5). V ramci Ceské republiky je
dlouhodobé nejvyssi incidence v Plzenském a JihoCeském kraji a na Vysociné
(obrazek 6). Mortalita u nadoru ledvin dlouhodobé klesa, v roce 2000 dosahovala
7,21 umrti na 100 tisic a rok (ASR-W), v roce 2014 pak jiz 4,8 (obrazek 7). Z pohledu
hrubé mortality nepfepocCitané na svétovy standard rozdil neni tak vyrazny, v roce
2000 cinila mortalita 12,5 a v roce 2014 pak 11,1 na 100 tisic a rok. RozdilngjSi je
vSak hrubd incidence, 23,2 v roce 2000 a 30,0 v roce 2014 (obrazek 8). Trendu
klesajici mortality je dosaZzeno pfedevSim narustem incidence nizSich stadii nadord a
také moznosti jejich efektivni chirurgické 1é€by. Uvedené trendy se odrazi na zméné
indexu mortalita/incidence, ktery pfi hodnoceni u vSech stadii souhrnné ma
dlouhodobé klesajici trend (obrazek 9) a v roce 2014 byl 0,37. Mortalita nador(
metastazovanych je v8ak dlouhodobé vysoka a index mortalita/incidence u
generalizovanych onemocnéni je také dlouhodobé téméf neménny. V roce 2000 tak
odpovidal hodnoté 0,89 a v roce 2014 hodnoté 0,86 (obrazek 10).
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Obrazek 2 - Srovnani incidence se zahrani¢im dle ASR-W
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| Rok| 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 _primér |

neznamo (%)

l

Stadium | (%) 12.9 201 322 347 363 425 418 422 447 451 502 496 503 525 546 42.1%

Stadium Il (%) 307 179 157 14 153 13 112 108 11 102 101 101 102 91 84 128%

Stadum il (%) 11.6 11 11 106 94 98 108 10 M2 122 107 119 122 128 125 112%

Stadium IV (%) 181 192 19.6 19.6 197 159 182 199 216 203 19 197 189 172 17.3 18.9%
I |

Stadlm o5 7 227 216 212 193 188 181 171 115 123 101 88 &3 85 7.1  15%

Obrazek 3 - Narust incidence stadia |, vyrovnana incidence stadia IV, pokles nadoru
bez zhodnoceni stadia
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Obrazek 4 - Vyvoj zastoupeni klinickych stadii nadort ledvin
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Obrazek 5 - Rozlozeni incidence dle vékové struktury populace
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Obrazek 6 - Hruba incidence v Ceské republice dle krajti
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C64 = ZN ledviny nino panvicku

Wiuoj v Case

13

"

10

ASRCW

-4 Incidence
- Mortalita

zdPDJ dat UEIS ER

Analyzovana data: Miinc)=42269, Mimor)=19013

@’@@@@ﬁ@" é’@@@@@@

it p: ffwww.seod. cz

Obrazek 7 - Incidence a mortalita, ASR-W
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Obrazek 8 - Incidence a mortalita, pocet na 100 000 osob
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Obrazek 9 - Index incidence/mortalita, vSechna stadia
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Obrazek 10 - Index incidence/mortalita u stadia IV

Systémova Iécba metastatického karcinomu ledviny (mRCC) v sou€asné dobé

vyuziva pfedevsim preparaty tzv. cilené terapie (angl. targeted therapy). Jedna se o

paliativni IéCbu, chirurgické odstranéni masy tumoru je dosud jedinou kurativni

moznosti. Tato moderni [éCba prodlouZzi pfeziti bez progrese (PFS, progression-free

survival) velké Easti pacientl az dvojnasobné ve srovnani s cytokinovou terapii a

nezadouci ucinky (palmoplantarni erytrodysestézie — tzv. hand-foot syndrome,
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hypertenze, unava, zvraceni atd.) jsou méné zavazné nez u cytokinové lecby (,flu-
like® syndrom, kardiovaskularni obtiZze, neurologické symptomy, hematologicka a
hepatotoxicita), efekt na celkové preziti (OS, overall survival) neni tak vyrazny.
Macleod et al. publikovali v roce 2015 metaanalyzu studii hodnoticich efektivitu
cytokinové 1éCby (studie od roku 1990-2005) a cilené lé€by (2006-2009) u mRCC.
Studie zahrnovala data celkem 14 521 pacientl diagnostikovanych mezi lety 1990 az
2009. Stratifikovani byli dle histologického typu karcinomu ledviny. V hodnoceni OS
pacientl metastatickym svétlobuné&nym renalnim karcinomem (N=4149) byl median
OS zlepsen z 11 mésicu pfi cytokinové |éCbé na 14 mésicu pfi cilené |éCbé
(p<0,001). U sarkomatoidni diferenciace mRCC (N=608) a nespecifikovaného RCC
(N=8860) nebyl rozdil Zzadny, OS pfi kazdé |écbé 4 mésice. U nesvétlobunécnych
karcinom( (N=904) bylo pak pozorovatelné zlepSeni OS ze 7 na 9 mésicu (p=0,008)

(3).

V obsahlé studii skandinavskych autorl z roku 2017 pak byli pacienti stratifikovani
podle doby diagnézy onemocnéni. Celkem bylo zafazeno 5463 nemocnych

s diagnostikovanym RCC, v letech 2002—-2005 (n=1898), 2006—2008 (n=1631) a
2009-2011 (n=1934). Primarné metastatické onemocnéni bylo nalezeno u celkové
31% z nich (n=1678). Ve skupinach pak 32,3% (n=542), 30,2% (n=506) respektive
37,5 (n=630). Rozdil mezi skupinami v jednotlivych obdobich je v podilu pacient
uzivajicich cilenou lIécbu v 1é€bé mRCC. V jednotlivych skupinach pak byla 1é¢ba
uzita u 61 pacientt (11,3%), 238 (47,0%) respektive 399 pacientl (63,3). Celkové
preziti (OS) pak bylo signifikantné vylepSeno s uzivanim cilené Ié¢by, OS ve
skupinach bylo 14 mésicu, 12 mésicl respekive 9 mésicl. Mezi dalsi pfiznivé
prognostické faktory pak patfil vysSi vék pacientd s mRCC (275 let), primarné
metastatické onemocnéni a histologie chromofobniho mRCC (4). | kdyZ jsou rozdily
v OS statisticky prokazatelné, stale se ale jedna o zlepSeni preziti v horizontu

mésicu.

Lécba je dosud velice nakladna a mira jejiho efektu je prakticky nepfedvidatelna.
Moznost odhadnuti odpovédi na cilenou lIé€bu by zlepSila a zrychlila strategii IéCby a
v neposledni fadé by lIé¢bu i zlevnila. Karcinom ledviny je vSak heterogenni skupinou
jak do poctu histopatologickych typu, tak i z pohledu genetické variability v ramci
jedné histologické kategorie a dokonce i v ramci jednoho nadoru. Snaha o nalezeni

vhodného molekularniho markeru je navic ztizena i komplexnosti a provazanim
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signalnich drah rlstu a angiogeneze nadort. Neni tedy zatim k dispozici zadny
specificky biomarker, ktery by predikci umoznil. Pfesna diagnostika nadoru se
v souCasné dobé neobejde bez genetického vysetifeni a pravé genetické mapovani

tkané tumoru ziejmé bude klicem k personalizovanému pfistupu v [é€bé mRCC.
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2 Cil prace

Na souboru vlastnich pacientt Ié€enych sunitinibem pro generalizaci

svétlobunécného renalniho karcinomu, ktefi byli operovani na Urologické klinice
Fakultni nemocnice Plzer pro primarni tumor ledviny, zhodnotit moznosti vyuziti
tkanovych biomarkera tkané primarniho tumoru i zdravého parenchymu ledviny

v predikci efektu cilené 1éEby metastatického onemocnéni.
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3 Molekularni biologie nadorového rustu u renalniho karcinomu

3.1 Obecna biologie malignich tumort

Soucasné principy systémove leécby nadorového onemocnéni vyuZzivaji znalosti
biologie nadorové tkané na bunécné i tkanoveé urovni. Nadorova tkan se v mnoha
ohledech li§i od tkané zdravé a pravé pochody vedouci k excesivni proliferaci
nadorovych bunék, prezivani, novotvorbé cév, metastazovani atd. je mozno po jejich
dokonalém zmapovani a pochopeni vyuzit jako cile IéCby v boji s malignim

onemocnénim.

Karcinom ledviny je heterogenni skupinou, a to nejen z hlediska histologickych typd,
jak bude uvedeno v kapitole 5, ale z pohledu histologické a genetické diagnostiky je
obrovska variabilita i v ramci jedné histologické jednotky. Vidime tumory obsahuijici
rozdilné tkané s burikami rizné diferenciace, smiSené tumory a heterogenita tkani je
prokazatelna i geneticky. Tuto takzvanou intratumoralni heterogenitu Ize prokazat pfi
genetickém vySetfeni vzorkl z vice mist jednoho tumoru nebo tkani metastaz.

V zasadni praci z roku 2012 popisuijici tento jev provedli Gerlinger et al. analyzu az
deviti riznych regiont primarniho tumoru a metastaz u celkem &tyf pacientd

s metastatickym renalnim karcinomem |é€enych blokatorem mTOR. Autofi stanovili
128 somatickych mutaci, ze kterych jen 40 (tedy méné nez jednu tfetinu) bylo mozno
prokazat ve vSech vysSetfovanych regionech a 29 mutaci unikatnich pro specificky
region. Nalezeny byly tedy bunécné linie vyvijejici se podle darwinovského principu
vybéru, vyvoj zde neni linearni, kdy jeden klon bunék pfechazi vyvojem v jiny, ale je
patrné ,vétveni“ bunécnych fad tvoficich soubézné se vyskytujici riizné klonalni
kolonie (5). Tento princip vyznamné zasahuje do dalSiho vyzkumu nadorovych
biomarkeru, ale i vlastni IéEby cilenymi preparaty a do principu perzonalizované
mediciny. Pfikladné&, v nadorové burnce je urcity protein signalni drahy blokovan
specifickym cilenym preparatem a blokuje tak proliferaci, vedle toho se viak vyviji

klon, ktery pro nedostatek cilového proteinu je k 16Ebé rezistentni, a proliferuje dal.

Nadorova tkan obecné se vyznacuje nekontrolovatelnym ristem s tendenci k lokalni
invazivité a metastazovani. Vyjima se tak z princip kontroly ristu, kterymi jsou
normalni tkané organismu fizeny. Na urovni organovych struktur je fizeni pfedevsim

hormonalni, regulace ristu na Urovni bunék je zajisténa prfedevsim lokalnimi signaly
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(rstové faktory, cytokiny, adhezivni molekuly). Spravna funkce je trvale kontrolovana

imunitnim systémem.

Maturované buriky maji omezeny pocet moznych bunécnych déleni, mitdz, Citajici
nékolik desitek (takzvany Hayflicklv limit) (6). Tento tzv. replikacni potencial je
omezen postupnym zkracovanim koncovych ¢asti chromozomd, telomer, pfi kazdém
déleni buriky. Jedna se o useky DNA (deoxyribonukleové kyseliny), které jsou
tvoreny repetitivni sekvenci nukleoidd (TTAGGG). Na telomery se vazou specifické
proteiny, které ochraruji konce chromozomu, zabranuji rekombinaci s jinymi
chromozomy a zachovavaiji tak funkéni tu Cast DNA, ktera nese kddujici geny. P¥i
zkraceni telomer na kritickou délku, nastava tzv. replikacni senescence bunky, burika
se prestava délit a nakonec nastava bunécna smrt, apoptéza. Tkariova homeostaza

je tedy udrzovana rovnovahou mitogeneze, senescence a nasledné apoptozy.

Kmenové buriky, které zajistuji obnovu bunéénych populaci rychle se délicich tkani,
maji zvySenou expresi genu TERT (telomerase reverse transcriptase), kddujiciho
enzym telomerazu. Jedna se o RNA-dependentni DNA polymerazu (reverzni
transkriptazu). Sklada se z vlastniho enzymu a kratkého useku RNA (TERC;
telomerase RNA component) &itajiciho nékolik desitek az stovek nukleotidli. Tento
usek RNA je uzivan jako templat k tvorbé& DNA telomery, umoznéno je tak specifické
prodluzovani telomer. Exprese tohoto genu je obecné v maturovanych bunkach velmi

nizka, naopak vysoka je v bunkach kmenovych a bufikach nadorovych.

VétSina nadorovych bunék pouziva telomerazu k zajisténi trvalé replikacni aktivity.
genu TERT (7). Takové mutace byly nalezeny u sporadickych i familiarnich typu
melanomu, dale u gliomu, karcinomu stitné zlazy a urotelialniho karcinomu
mocového méchyre. V pfipadé urotelialniho karcinomu je pak detekce mutaci

promotoru TERT v materialu cytologie moci jiZ zavedeno jako neinvazivni

diagnosticka a screeningova metoda (8).

Samotna maligni transformace tkané a dalSi rist nadoru je obecné& umoznén
nékolika souvisejicimi mechanismy. Hlavni pfi€inou zmény normaini tkanové bunky
v bunku nadorovou je kumulace fady genetickych mutaci a epigenetickych alteraci.
Tyto somatické (vzniklé v prubéhu Zivota) genetické mutace méni strukturu

nukleovych kyselin (deoxyribonukleové kyseliny, DNA nebo mikro-ribonukleové
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kyseliny, miRNA). Genetické mutace mohou byt tzv. bodové, zmény na jednom
nukleotidu (delece, inzerce, substituce), nebo mutace rozsahlejSich oblasti (napf.
chromozomalni translokace, chromozomailni delece Ci inzerce). Tyto zmény
genetického kédu vedou ve svém dulsledku ke strukturalnimu naruseni proteint a
poruse jejich funkce (v pfipadé DNA) nebo ke zménéné expresi cilovych proteinu (v
pfipadé miRNA).

Nékteré takové zmény pfenosu genetické informace mohou mit charakter tzv.
kritickych mutaci. Takové jsou pfimym podkladem maligni transformace. Patfi mezi
né aktivace onkogendu, inaktivace tumor supresorovych genu, zvySena exprese
inhibitort apoptdzy, porucha genu pro regulatory bunééného cyklu apod. U solidnich

nadorl je v prubéhu karcinogeneze ¢asto nahromadéno i vice nez 6 kritickych mutaci

(9).

Aktivace protoonkogenu v onkogeny se muze odehrat pouze zménou na jedné alele
genu, jedna se o dominantni geny. Takové mutace se nazyvaji ,gain of function®.
Tumor supresorove geny jsou pak zpravidla recesivni a jejich inaktivace nastava pfi
zménach v obou alelach (tzv. ,two hit* model kancerogeneze). Tuto hypotézu popsal
Knudson v r. 1971, kdy analyzou vé&kové incidence sporadického unilateralniho a
bilateralniho (familiarniho) retinoblastomu vyskytujiciho se u déti bylo mozno
predpokladat rozvoj familiarnich tumortd pfi mutaci pouze jedné alely, kterou jedinec
ziska od rodiCe a tak vSechny bunky organu jsou rizikoveé k rozvoji nadoru a nador je
tak multifokalni a vznika ¢asné, a sporadickych nadort pfi bialelickém postizeni.
Mutace na obou alelach, nebo druhé nepostizené, pak mohou vzniknout v priibéhu
zivota jedince, sporadicky a tak tumory jsou bifokalni a vétSina se vyvine v pozdé&jSim
véku (10)(11). Zmény na alelach mohou mit formu inaktivace genu ztratovou ,/loss of
function* mutaci, ale také ztratou samotného lokusu DNA obsahuijiciho patfi¢ny gen,

tzv. ,loss of heterozygosity* (LOH).

Tedy ziskané mutace hereditarni, pfenasené v generacich zarode&nymi burikami,
jsou zakladem hereditarnich nadorovych syndromu (napf. Von Hippel-Lindau
choroba - mutace genu VHL (3p25), hereditarni papilarni renalni karcinom - mutace
protoonkogenu MET (7q31), familiarni adenomatoézni polypdza - mutace genu APC
(5921-922), apod.) (12).
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Epigenetické zmény pfedstavuji poruchy posttranslacni upravy DNA, tedy sekundarni
struktury DNA. Patfi sem metylace DNA &i acetylace histonud. Vyslednou zménou
usporadani DNA je ovlivnéna exprese pfislusnych genu. Mize dochazet ke snizeni &i
zvyseni exprese transkripcnich faktort, utlumeni tumor supresorovych genu, nebo

naopak zvysenou expresi onkogenu.

Geneticky kod a cely déj pfenosu informace ke vzniku vlastniho proteinu je
kontrolovan systémem repara¢nich mechanismu. Geny kédujici proteiny zodpovédné
za opravy DNA jsou jednim druhem tumor supresorovych genu. Pravé deregulace

kontrolniho repara¢niho systému nakonec umoznuje vlastni maligni transformaci.
3.2 Bunéény cyklus

Bunécny cyklus je soustava déju vedoucich k déleni burnky. Jednotlivé faze cyklu
jsou navazné a prichod cyklem je regulovan kontrolnimi a reparanimi mechanismy,
které detekuji a nasledné opravuji poruchy v syntéze DNA. Stfidaji se faze syntézy
DNA (tzv. S faze) a faze déleni bunky (M faze) oddélené dvéma fazemi klidu (G1 a
G2 faze). Tzv. faze GO oznacuje stav bunék, kdy se nedéli a zUstavaji v klidové fazi.
Cyklus je fizen pozitivnimi a negativnimi regulatory, proteiny, které podporuji prichod
cyklem nebo cyklus prerusuji a ukoncuji. Pozitivnimi regulatory jsou cyklin
dependentni kinazy (CDK), které v komplexech s adekvatnimi cykliny stimuluji
pruchod jednotlivymi fazemi cyklu (tabulka 1). Dale transkripéni faktory (E2F)
ovliviujici produkci nezbytnych efektorovych proteint. Negativnimi regulatory jsou

pak rtizné druhy inhibitord CDK nebo RB1 (retinoblastoma 1).

Tabulka 1 - Cykliny a cyklin dependentni kinazy a misto efektu v bunééném
cyklu

CDK Partnersky cyklin Misto efektu
CDK1 Cyklin B M faze
CDK2 Cyklin E G1/S pfechod
CDK2 Cyklin A S faze, G2 faze
CDK3 Cyklin C G1 faze
CDK4 Cyklin D G1 faze
CDK6 Cyklin D G1 faze

Zachovani integrity DNA je zajiSténo opakovanou kontrolou celé dvouSroubovice

DNA v Gastech cyklu, které se nazyvaji kontrolni, nebo restrik&ni body (check points).
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Hlavni kontrolni body jsou mezi fazemi G1-S a G2-M. Je-li detekénimi mechanismy

nalezena mutace, probéhne reparace DNA a cyklus mlUze pokraCovat.

ATR (ataxia-teleangiectasia and Rad3-related), tyto se vazou na mutovanou DNA, a
CHK1 a 2 (check-point kinase), které informaci o poruse DNA dale amplifikuji a
predavaji efektorovym proteinim opravy DNA (BRCA, PARP1 atd.), zastavy
bunécného cyklu (p21, CDC25) nebo apoptdzy (p53). Hlavni efektor kontrolniho
bodu G1-S je protein 53 (p53). Mnoho nadoru vykazuje alteraci drahy p53 (mutace
genu, delece, poruchy ostatnich molekul drahy), vstup do S faze tedy neni
kontrolovan. U téchto bunék je tedy zbyvajicim checkpointem pfechod G2-M

s kinazou CHK1. Inhibice CHK1 pak dovoli vstup buriky s kritickymi mutacemi do

mitotické faze.

Prichod burniky mezi fazemi G1-S je podminén plsobenim tzv. mitogenu (rdstové
faktory, hormony apod.) z extracelularniho prostredi. Mitogen aktivuje povrchovy
membranovy receptor buriky a dochazi k aktivaci proteinu RAS (rat sarcoma) a
nasledni signalni drahy, pfenasejici mitogenni singal do bunééného jadra. Signalni
draha se sklada z tzv. mitogenem aktivovanych protein-kinaz (MAPK). Posledni
¢lanek drahy jsou transkripéni faktory (napfiklad MYC) stimulujici expresi protein
potifebnych k probéhnuti G1-S pfechodu (cytokiny D-E, CDK 2, 4, 6). Vedle toho je
dalsi regulacni mechanismus, tedy transkrip&ni faktor E2F stimulujici prichod fazi
G1 a prechod do faze S a jeho regulace navazanim RB1. Po priichodu kontrolnim

bodem G1-S je jiz bunécny cyklus nezavisly na vnéjSich signalech.

Receptory pro mitogeny, protein RAS, proteiny drahy MAPK, cilové transkripéni
faktory jsou fazeny mezi onkogeny. P¥i jejich zvySené expresi, nebo mutaci, nebo
poruse regulace (napf. hyperfosforylace RB1 a uvolnéni E2F z vazby) muze dojit
k rozvoji aberantniho mitogenniho signalu (onkogenniho signalu) i bez pfitomnosti
extracelularniho mitogenu. To mlze za urcitych okolnosti, tfeba defekt drahy p53,

vést k autonomni proliferaci a malignimu zvratu.
3.3 Mechanismy reparace DNA

Pro konkrétni typy poSkozeni DNA existuji specifické reparacni systémy, které

obnovuji strukturu DNA. Pokud vSak dojde k neopravitelnému poskozeni DNA, dalSi
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kontrolni mechanismy zpUsobi zastavu bunééného cyklu, indukuji senescenci buriky

a apoptézy.

Oprava poskozeni bazi a poruch jejich parovani je zajisténa enzymem MGMT (O¢-
metylguanosin metyltransferase), ktery odstranuje metylovy zbytek z O¢-
metylguanosinu a obnovuje normalni funkci guaninu. Tento princip je vSak vyuzivan i
nadorovymi bufikami, které zvySenou expresi MGMT dokazou Celit zménam DNA
navozenych alkylaCnimi chemoterapeutiky, u anaplastického gliomu je snizena

exprese MGMT pozitivnhim prognostickym faktorem (13).

~.Mismatch repair system“ (MMR) opravuje chyby v parovani nukleotidl zpisobené
nepresnosti DNA polymeraz. Muze dojit k zaménam jednotlivych nukleotidl, nebo
sekvenci nukleotidu jejich inzerci &i deleci. Takto chybné umisténé nukleotidy jsou

rozpoznany, vyjmuty a nahrazeny novou sekvenci.

Bazové (BER) a nukleotidové (NER) excizni reparace feSi strukturni poruchy DNA
bud vystépenim a nahrazenim pouze dusikaté baze v pfipadé BER, nebo, v pfipadé
NER, odstranuji tzv. adukty bazi, tedy vazby s latkami poSkozujici DNA struktury

(napt. acetaldehyd, cis-platina apod.)

Dvouretézcové zlomy jsou vyznamné onkogenni poruchy genomu. Mdze k nim
dochazet na podkladé vnéjsich inzultl (radiace) i vnitfnich faktort jako napfiklad
chybné reparace DNA pomoci NER. Takového postizeni DNA Ize i vyuzit k destrukci
nadorovych bunék s nestabilnim genomem, pfi vysoké mitotické aktivité, pisobenim
radiacni IéCby nebo chemoterapeutik. Reparacni drahy jsou dvé zakladni.
Nehomologni spojovani volnych koncl DNA (NHEJ, non-homologous joining) je
nejcastéji pouzivanym principem ligace porusené dvousroubovice. Pfi asymetrickém
zlomu jsou presahujici konec fetézcu odstfizeny a nasledné jsou obé Casti DNA
spojeny. Mlze tak dochazet ke ztratam funkcénich genud. Naproti tomu pfi homologni
replikaci (HR) jsou chybéjici useky pfi zlomu dosyntetizovany podle templatu
sesterské chromatidy. Dochazi k tomu v S a G2 fazi bunééného cyklu, kdy je

sesterska chromatida pfitomna.

3.4 , Hallmarks“ nadorového onemocnéni

V poslednich dekadach doslo diky rozvoji poznatku v biologii nadorového

onemocnéni k zasadnimu posunu v koncepci systémové |éCby nadorovych
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onemocnéni. Nadorova tkan je komplexnim systémem obsahujici nejen rychle se
délici nadorové burky, ale také cévni struktury, bufiky imunitniho systému, podpurné
bufky a tkané pojiva a jiné. Takeé pojeti nadorového rustu nyni zohledfiuje mnozstvi

soubéznych a vzajemné se podminujicich jeva.

Hanahan a Weinberg definovali v roce 2011 soubor charakteristik nadorového

onemocnéni, které nazvali ,hallmarks of cancer”.

e Poruchy genomové integrity a vznik mutaci v€etné poruch gent pro DNA
reparacni proteiny, epigenetické zmény (metylace promotor tumor
supresorovych genu).

e Mitoticka hyperstimulace. Porucha v signalizaci vedouci k buné&éné proliferaci
muze byt na vSech urovnich, jak u receptoru a jejich tyrosinkinaz, tak i
cytoplazmatickych pfenasecu signall a transdukénich kinaz.

e Porucha regulace buné&ného déleni podminéna zvysenim aktivity cyklint a
cyklin dependentnich kinaz (CDK), inhibici jejich regulatort (napfiklad p21),
poruchami regulaénich proteinu kliCovych kontrolnich bodd bunééného cyklu
(napfiklad p53).

e Poruchy senescence a imortalizace bunky, napfiklad pfi zvySené aktivité
telomerazy.

e Poruchy apoptdzy jsou zplsobeny fadou alteraci na rliznych urovnich
aktivacnich drah apoptdzy. Napfiklad mutace genu pro aktivaéni membranové
receptory a antiapoptotické regulatory (BCL2, BAX, PUMA apod.)

e Aktivace invazivniho chovani a metastazovani pfi poruchach genu pro
adhezivni proteiny nebo jejich regulatory (mutace genu pro E-kadherin).

e ZvySena angiogeneze K zajisténi prisunu kysliku a Zivin umoznujici
akcelerovany rast. Inhibice angiogeneze je zasadnim principem v |é€bé
metastatického renalniho karcinomu.

¢ Nedostate€na imunitni regulace, neschopnost imunitnich bunék efektivné
eliminovat nadorové bunky. Tato vlastnost je opét dana nékolika mechanismy,
napfiklad produkci signalnich molekul s imunosupresivnimi u€inky, zmény
stavby novotvorenych cév nedovolujici pranik bunék nespecifické imunity

(natural killers; NK-burky), pronadorova zanétliva reakce.
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e Poruchy energetického metabolismu s akcentovanou anaerobni glykolyzou.
Zmény mnoha signalnich drah (obsahuijici PI3K, HIF, p53, MAPK1 a jiné)
vedou ke zménam metabolismu nadoru ve prospéch anaerobni glykolyzy.
Extenzivni metabolismus nadorové tkané je pri€inou nadorové kachexie u

pokrocilych onemocnéni a v kone¢ném dlsledku i smrti.

Moderni systémova léCba je vyvijena s cilem konkrétniho efektu v nadorovém
mikroprostiedi, jak v samotnych nadorovych burikach, tak i mimo né. V pfipadé
renalniho karcinomu hraje v sou€asné dobé hlavni ulohu inhibice angiogenni drahy
signalizované rustovym faktorem VEGF (vascular endothelial growth factor). Mezi
dalSi cile 1é€by mRCC patfi signalni draha PI3K/AktmTORC1 (pfenasejici signaly
pro bunécny rust, preziti, motilitu i angiogenezi), draha RAS-RAF-MEK-ERK, dale
nejnovéji i inhibice PD-1 (programmed death-1) jako aktivace imunitni destrukce
nadorovych bunék. Nékterymi multikinazovymi inhibitory |ze ovlivnit i signalizaci
HGF/cMet, viz kapitola 7.2.2.
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Obrazek 11 - "Hallmarks of cancer" a moznosti terapeutického ovlivnéni. Podle D.
Hanahan a R.A. Weinberg: Hallmarks of cancer: The Next Generation. Cell.
2011;144:647-74
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4 Metody molekularni diagnostiky

4.1 Preanalyticka faze

Preanalytické zpracovani a uchovani vySetfovaného materialu je kliCovym
momentem pro nasledné histopatologické a cytogenetické metody. Zachovani
bunécnych struktur a zabranéni degradaci proteint a nukleovych kyselin je
podminéno fadnou fixaci materialu ihned po odbéru. Ke klasické fixaci se uziva 10%
formaldehydu s neutralnim pH. Podstatna je délka fixace odvisla od objemu tkané (6-
48 hodin). Tkan je po fixaci zalita v bloCcich do parafinu a tak je uchovana k dalSimu
zpracovani. Takto oSetfeny vzorek tkané se nazyva ve zkratce FFPE (formalin-fixed
paraffin-embedded) a pfi spravném zpracovani zUstava fragmentovana, ale dale

neposkozena DNA k analyze.

DalSim zplsobem zachovani intaktnich nukleovych kyselin k analyze je hluboké
zamrazeni tkani ihned po odbéru. Lze vyuZit tekuty dusik, tkané je vSak nutno
udrzovat pfi teploté neprekracujici - 80°C (14). Rychlé zamrazeni zpUsobi poruseni
bunénych membran a po rozmrazeni dochazi k enzymatické degradaci RNA.
Vyuzivaji se tedy roztoky inhibujici enzymy RNazy. Také bézné histopatologické

hodnoceni svételnou mikroskopii je pro destrukci buné€nych membran nemozné.

Histologicky preparat vytvoreny z FFPE bloCku je standardné krajen mikrotomem na
2-5 ym silné fezy, tyto jsou dale barvené hematoxylinem-eosinem (HE).
Charakteristika nadorové tkané na podkladé HE barveni je zakladem diagnostiky,
hodnoti se charakter nadorové tkané v souvislosti se zdravou tkani, charakter bunék,
vlastnosti cytoplazmy, jadra, ¢etnost nadorovych bunék apod. Nasleduje
mikrodisekce tkané na zakladé prvniho vySetfeni vétsi oblasti v HE, a na tomto

cileném vzorku je dale provadéna specialni diagnostika.
4.2 Imunohistochemie

Imunohistochemicka (IHC) analyza tkané je nyni nedilnou soucasti histopatologie.
Lze stanovit urcité proteiny, nebo jejich ¢asti. Jedna se pfevazné o kvalitativni

analyzu k prikazu pfitomnosti, nebo nepfitomnosti antigenu. Nékdy je mozno urcit
semikvantitativné miru aktivity sledovaného proteinu na podkladé urovné zbarveni

pozitivni tkané. Toto hodnoceni je dosti zavislé na vlastni interpretaci odecitajiciho
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patologa, coz je jedna z limitaci kvantitativnich vystupu vySetfeni. Vlastnim principem

vySetfeni je vazba znaCené protilatky na sledovany antigen tkané.

Uzivany jsou dvé hlavni metody IHC, pfima a nepfima IHC. Pfi pfimé metodé
reaguje znacena protilatka pfimo s tkanovym antigenem, je to relativné rychla
metoda limitovana vSak nizkou senzitivitou. Druha metoda nepfimého stanoveni je
vicekrokova. S tkanovym antigenem reaguje primarni protilatka, ktera je neznacena a
slouzi jako vazebné misto pro sekundarni znacenou protilatku. Signal je touto
metodou zesilen a zlepSena je tak citlivost vySetfeni. Nepfimé stanoveni je

v soucasné dobé uzivano Castéji.

Znaceni protilatek muze byt fluorescenénimi barvivy (rhodamin, fluorescein
isothiokyanat — FITC apod.), tzv. imunofluorescence, nebo jsou znaeny enzymaticky
(alkalicka fosfataza, peroxidaza apod.), tzv. imunoenzymaticka metoda. V misté

pfitomnosti sledovaného proteinu je pak detekovatelné zbarveni bunék (15, 16).

Imunohistochemicka analyza je v patologické diagnostice renalnich tumort nezbytna.
Napfiklad typickymi znaky papilarniho renalniho karcinomu (PRCC) typu 1 je
pozitivita CK7 (cytokeratin 7), vimentinu a MUC1 (mucin 1), u PRCC typu 2 je vice
exprimovan E-cadherin a CK20. Patognomickym znakem SDH (sukcinyl
dehydrogenaza B) deficientnich renalnich karcinomu je pravé IHC prukaz ztraty
SDH. U renalniho karcinomu spojeného se syndromem hereditarni leiomyomatozy
(HLRCC) je diky inaktivaci genu pro fumarat hydratazu tento enzym nedetekovatelny
a Ize tak diferencialné diagnostiky odlisit od sporadického PRCC typu 2. V pfipadé
translokacnich renalnich karcinomd (TRCC) Ize diagndzu stanovit jak cytogeneticky,
tak imunohistochemicky. V pfipadé Xp11.2 TRCC je diky genetickym zmé&nam
zvysené exprimovan jaderny protein transkripéni faktor E3 (TFE3) a u TRCC typu
t(6;11) pak transkripéni faktor B (TFEB) (17).
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Obrazek 11 - Imunohistochemické zbarveni VEGF v tkani svétlobunééného renalniho

karcinomu, difuzni pozitivita (s laskavym svolenim prof. MUDr. Ondreje Hese, Ph.D.,
Siklav astav patologie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice
Plzen)
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Obrazek 12 - Imunohistochemické zbarveni p53 v tkani svétlobunééného renalniho
karcinomu, fokalni pozitivita (s laskavym svolenim prof. MUDr. Ondieje Hese, Ph.D.,
Siklav ustav patologie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice
Plzen)

4.3 Fluorescencéni in situ hybridizace (FISH)

Jedna se o molekularni metodu detekujici cytogenetické zmény bunék. Metoda je
zaloZena na komplementarnim parovani vySetfované DNA a znacené proby. Proba
(sonda) je umeéle vytvoreny oligonukleotidovy fetézec znaceny fluorescenénim
barvivem. Metoda je vysoce specificka a senzitivni a Ize ji aplikovat jak na tkané

FFPE, tak i Cerstvé zmrazené tkané nebo cirkulujici nadorové burnky.

Lze takto detekovat genetické zmény jak na vytvorenych chromozémech, tak na
interfaznich jadrech DNA. Kromé DNA Ize detekovat i molekulu RNA (mRNA,
miRNA).

35



Pouzitim rdznych typl sond pak Ize stanovit odliSné genetické zmény

e Proby (sondy) specifické pro lokus DNA (LSI, locus specific identifier). Po
jejich vazbé na urcity lokus (gen, usek chromozdému) Ize detekovat pocet kopii
genu, danych oblasti chromozéma.

e Proby cilené na sekvence centromer nebo telomer (CEP, centromeric
enumeration probes). VVySetfuje se tak pocet kopii daného chromozému.

e Celochromozémové proby (WCP, whole chromosome painting) oznaci cely
chromozom, nebo jeho rameno, a Ize tak sledovat strukturalni zmény

chromozému.

Po denaturaci DNA vzorku je sonda hybridizovana na dané useky DNA, nenavazané
sondy jsou ze vzorku vymyty. Po dobarveni vzorku je tento vySetfovan fluorescenéni
mikroskopii. V pfipadé specialni diagnostiky renalnich tumoru je metoda FISH
excelentni pfi detekci chromozomalnich translokaci, polysomii nebo chybéni

chromozémd, viz kapitola 5.
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Obrazek 13 - Fluorescenc¢ni in situ hybridizace zobrazujici rozdily v chromozomalnich
aberacich mezi chromofobnim renalnim karcinomem Panerova gradu 1 a
sarkomatoidni diferenciaci (s laskavym svolenim prof. MUDr. Ondreje Hese, Ph.D.,
Siklav astav patologie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice
Plzen)

Vizualizace pomoci chromogenniho barveni (peroxidaza, alkalicka fosfataza)

namisto fluorescencniho znacidla se nazyva chromogenni in situ hybridizace (CISH).
4.4 Polymerazova fetézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR, polymerase chain reaction) slouzi
k namnozeni, amplifikaci, vySetfovaného Useku nukleové kyseliny. Usek templatové

(pfedlohové) DNA, ktery ma byt replikovan, je vymezen primery, oligonukleotidy
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délky nékolik desitek bazi. DNA polymeraza je termostabilni enzym, ktery od mista
primeru, kde konci dvouretézec nukleové kyseliny, doplfiuje jednotlivé nukleotidy a
dostavuje tak usek komplementarni s templafovou DNA. Nukleotidy jsou v roztoku ve

formé deoxynukleosid trifosfatu (ANTP).

Reakce samotna je fizena antomatickym termocyklerem, ve kterém dochazi k cyklim
denaturace DNA pomoci zvySovani teploty. V kazdém cyklu dochazi k denaturaci
DNA, hybridizaci primer na templatovou DNA a syntéze nového fetézce DNA.

Takovych cykll je typicky 20-40.

Modifikaci je tzv. real-time PCR, kdy je pribéh reakce pozorovatelny v realném Case
na zakladé zmén fluorescence. Fluorescencni €inidlo se vaze na dvouvlaknovou
DNA, nebo se pfidavaiji fluorescenéné znacené proby. Fluorescence je snimana

v prubéhu reakce v termocykleru a pfi znamé koncentraci DNA je mozné
kvantifikovat pocet kopii DNA ve vzorku. Uziva se tedy pojem gPCR (quantitative
PCR).

Modifikace metody, pfi niz Ize amplifikovat DNA z templatu nejcastéji mRNA se
nazyva reverse transcription-PCR (RT-PCR). Lze tak stanovit expresi mRNA, coZ je
uzivano pfi specialni diagnostice, v pfipadé renalnich tumora napfiklad

translokacnich karcinoma (18).
4.5 DNA sekvenovani

VySetifeni genovych mutaci je nejpfesnéjSi pomoci pfimeho sekvenovani DNA.
Umoznuje stanoveni poradi jednotlivych nukleotidi. Biochemicka metoda byla
vyvinuta Sangerem v roce 1977, je zaloZena na elektroforetickém rozdéleni
ziskanych rozdilné dlouhych fragmentt DNA na elektroforetickém gelu. Useky DNA
jsou vytvoreny DNA polymerazou ale pouze z jedné strany templatu DNA. Do reakce
jsou kromé normalnich nukleotidi viazeny i degenerované nukleotidy fluorescenéné
oznacené, které nedovoli dalSi stavbu fetézce za nimi. Tyto degenerované nukleotidy
jsou zafazovany nahodné, diky tomu jsou produkovany ruzné dlouhé fetézce se
znamym terminalnim nukleotidem. Diky rozdilné délce pak obsadi rozdilnou pozici pfi
elektroforéze. Je tedy mozné usporadat jednotlivé useky dle délky a tak ziskame i

poradi terminalnich nukleotidll v sekvenci.

38



Chybou téchto metod je nizka senzitivita. Diky kontaminaci vlastni populace
nadorovych bunék ve vySetfovaném vzorku i tkanémi podpurnymi je senzitivita
priblizné 25% (15).

Sekvenovani nové generace (NGS, next-generation sequencing) je obecny pojem
oznacujici nové metody, které diky high-tech technologiim a specialnim softwariim
umoznuji v kratké dobé analyzovat i rozsahlé genomy a v sou€asnosti i daleko

levnéji. Mezi tyto metody patfi tzv. ,454 sekvenovani, ,Single Molecule Real-Time

sekvenovani“ (SMRT), ,/llumina sekvenovani“, technologie nanopérl a jiné.

39



5 Genetické vlastnosti renalniho karcinomu

Nadory ledvinného parenchymu jsou heterogenni skupinou, jak ukazuje nova
klasifikace nadort ledviny ISUP (The International Society of Urological Pathology)

z roku 2013 tzv. ,Vancouverska klasifikace“ a z ni vychazejici i nova WHO (World
Health Organization) klasifikace z roku 2016 (17, 19). V ISUP klasifikaci se jen
skupina nadoru vychazejicich z epitelialnich struktur rozrostla o renalni karcinom
asociovany se syndromem hereditarni leiomyomatézy (Hereditary leiomyomatosis
and renal cell carcinoma syndrome (HLRCC) — associated RCC), tubulocysticky RCC
(tubulocystic RCC), RCC spojeny se ziskanou cystdézou ledvin (aquired cystic dinase
— associated RCC) a svétlobunécny papilarni renalni karcinom a MiT translokacni
karcinomy (t(6,11)RCC a Xp11.2 TRCC).

Jako provizorni jednotky byly pridany dalSi 3 typy renalniho karcinomu, thyroid-like
follicular RCC, sukcinat-dehydrogenaza deficientni renalni karcinom (succinate
dehydrogenase (SDH) — deficient RCC), ALK - translokac¢ni renalni karcinom
(anaplastic lymphoma kinase TRCC).

Nové byla v ISUP zafazena plvodné samostatna jednotka multilokularniho
cystického renalniho karcinomu pod svétlobunéény RCC jako podskupina s nazvem
multilokularni cysticka svétlobunééna renalni neoplazie nizkého maligniho potencialu

(multilocular cystic clear cell renal cell neoplasm of low malignant potential).

Ctvrta edice WHO klasifikace urogenitalnich nadort byla publikovana v roce 2016 a
pfebira zmény z klasifikace ISUP. Oproti ISUP jsou SDH-deficientni renalni karcinom
a multilokularni cysticka svétlobunécna renalni neoplazie nizkého maligniho

potencialu vymezeny jako samostatné jednotky.

Je tedy patrné, Ze klasifikace renalnich tumort se v nomenklature opira jak o faktory
bunécné stavby — cytoplazmatické zmény (jako svétlobunéény RCC, chromofobni
RCC), vlastnosti architektonické stavby nadoru (papilarni RCC), anatomicky ptvod
bunék nadoru (karcinom ze sbérnych kanalkd, medularni renalni karcinom), spojitost
se zakladni nemoci (RCC spojeny s polycystézou ledvin), ale také o molekularni
zmény patognomické pro podtypy RCC (MiT translokacni karcinomy, SDH —

deficientni karcinom) nebo o hereditarni predispozice (RCC spojeny s hereditarni
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leiomyomatdzou). Pravé molekularné biologickému podkladu sporadickych i

hereditarnich forem renalnich nadort je vénovana tato kapitola.
5.1 Svétlobunéény renalni karcinom

Svétlobunécény renalni karcinom (CCRCC, clear cell renal cell carcinoma)
pfedstavuje pfiblizné 72-87% renalnich karcinomu feSenych chirurgicky (20, 21).
Pochazi z bunék proximalnich tubult. Makroskopicky vzhled tumoru je dan vysokym
obsahem lipidu, cholesterolu a glykogenu v bunécné cytoplazmé, proto je nador na
fezu typicky Zlutavé az Sedobilé barvy. Granularni varianta CCRCC je diky vysSimu
obsahu cytoplazmatickych organel, zvlasté mitochondrii, a tkan na fezu je hnédava.
Nadory jsou ¢asto makroskopicky heterogenni stavby s nekr6zami, hemoragiemi,
cystickou degeneraci a fibroznimi septy (22). Diferenciace tumoru se od vydani nové
klasifikace hodnoti doporu¢enymi kritérii WHO (19). Tento systém vychazi

z jaderného gradingoveho systému podle Fuhrmanové, sledujici velikost a vzhled
jader bunék, pfritomnost jadérek, pomér jader a cytoplazmy bunék. V puvodni
Fuhrmanoveé paci rozdily v gradu korelovaly s agresivitou tumoru a metastatickym
potencialem (23). V rozsahlé retrospektivni studii nalezli Patard et al. ve skupiné
celkem 3564 svétlobunécnych karcinomu nalezli ve 20,5% zastoupeni Gl, Gll ve
36,7%, Glll ve 34,4% a GIV v 8,4% (21). Lee et al. sledovali grade u nadort
metastazovanych, histologie byla ziskana punk¢ni biopsii nebo excizi. Bunécny
grade | nebyl nalezen u zadného pfipadu, Gll u 23,5%, Glll v 59,3% a GIV v 17,3%

(24). Jasné je vidét vysSi tendence k disseminaci u hufe diferencovanych tumora.
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Obrazek 14 - Low grade svétlobunéény renalni karcinom, hematoxylin-eosin, zvétseni
100x (s laskavym svolenim prof. MUDr. Ondfeje Hese, Ph.D., Sikltv Gstav patologie
Lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Plzen)

Zasadni vliv v etiopatogenezi CCRCC ma osa VHL-HIF. V roce 1904 popsal Eugen
von Hippel prvné angiomatozu retiny a v roce 1927 Arvid Lindau hemangiomy

v mozecCku a patefnim kanalu a viceCetné tumory ledvin, termin von Hippel-
Lindauova choroba byl prvné pouzit v r. 1936, ale do bézného povédomi se dostal az
v 70. letech (25). Jedna se autozomalné dominantné dédicné onemocnéni

s incidenci 1,18-2,78 pfipadl na 100 000 obyvatel predisponujici ke vzniku nej¢astgji
multifokalnich CCRCC, hemangioblastomu raznych lokalizaci, nej¢asté&ji centralniho
nervoveho systému, pankreatickych cyst, angiom retiny, neuroendokrinnich tumoru
a feochromocytom{, epididymalnich cyst a riznych vaskularnich 1ézi (10). CCRCC
se vyskytuje asi u 35-50% s VHL onemocnénim a je hlavni pfi¢inou mortality u
postizenych (22). Gen se nachazi na kratkém raménku tfetiho chromozomu v oblasti
3p25.3. Jedna se o tumor supresorovy gen a jak jiz bylo zminéno vyse, k jeho plné
inaktivaci je nutna alterace na obou alelach genu. Proto u vrozené poruchy, kdy uz
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jedna alela mutovana je, dochazi k rozvoji symptom( onemocnéni dfive, po mutaci
zbylé alely, oproti sporadickému vyskytu sejnych poruch, kdy je potfeba tzv. ,two hit*
mechanismus, postupna alterace obou alel. Tedy v pfipadé renalniho karcinomu
prumérné ve 40 letech u VHL nemoci, oproti sporadickému RCC, kde je primérny

vék incidence vice nez 65 let (26).

Produktem VHL genu je protein VHL (pVHL). Spolu s dalSimi proteiny (elonginy B a
C, RING box protein, cullin 2) tvofi ubikvitin ligazovy komplex, ktery za normoxickych
podminek vaze hypoxii indukovany faktor 1a (HIF1a) a tento je nasledné rychle
degradovan v proteasomu. V podminkach hypoxie nebo v pfipadé snizené produkce
pVHL (pfi mutaci nebo inaktivaci VHL genu) neni HIF1a degradovan a je stimulovana
jeho produkce. Vstupuje do bunééného jadra, kde tvofi dimer s HIF3 a transkripénim
koaktivatorem p300/CBP a indukuje pak transkripci mnozstvi gent véetné genu pro
VEGF (vascular endothelial growth factor), PDGF (platelet derived growth factor),
TGFa (transforming growth factor a), GLUT1 (glucose transporter 1), MUC1 (mucin

1, cell surface associated) a dalsi (25, 27).

Fenotypicky Ize odliSit 4 typy VHL syndromu. Ve zjednodusSeni Ize rozliSovat typy
dva, a to typ 1 s nizkym rizikem vzniku feochromocytom, kdy byvaji vyjadieny
retinalni angiomy, hemangioblastomy centralniho nervového systému, renalni
karcinomy a neuroendokrinni tumory. Typ 2 je charakterizovan feochromocytomy,
retinalnimi angiomy a CNS hemangioblastomy. Typ 2 je dale délen na typ 2A (s
nizkym rizikem RCC), 2B (s vysokym rizikem RCC) a typ 2C (riziko pouze pro

feochromocytom) (28).

U sporadického CCRCC Ize nalézt alterace genu VHL v 55-65% pfipadu, nejCastéji

je pak pozorovana ztrata heterozygozity (LOH) pfi deleci genového lokusu.

Druhym nejCastgji alterovanym genem po VHL je polybromo 1 (PBRM1), je mutovany
az v 45% CCRCC. Koduje protein BAF180, komponentu nukleosom-remodelujiciho
komplexu. Neni znamo, jak defekt PBRM1 plsobi tumorigenné, ale jednim

z vysvétleni mize byt nedostatek inhibitoru p21 cyklin-dependentni kinazy. Zfejmé
tedy PBRM1 reguluje buné&nou proliferaci. Jelikoz se gen nachazi v blizkosti VHL na

kratkém raménku 3. chromozomu, delece postihuje ¢asto oba geny (29).
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DalSi zmény v cytogenetickém profilu CCRCC mohou zahrnovat ztratu 8p, 6q, 9p, 4p
a ztratu Y u muzu, dale trisomii chromosomu 7 nebo gain 5q. Klatte et al. studovali
souvislost mezi cytogenetickym profilem CCRCC a prognézou onemocnéni. U 282
tumort stanovili nejbéznéjsi cytogenetické aberace a korelovali vysledky tumor-
specifickym prezitim (DSS, disease specific survival). Ztrata 3p byla nalezena v 60%
a korespondovala s nizSim TNM stagem a lepSi progn6zou onemocnéni. Ztraty 4p
(13%), 9p (16%) a 14q (28%) byly spojeny s vysSim TNM stagem, vySSim grade a
vétSim rozmérem tumoru a takeé i s horSi prognézou onemocnéni. Ztrata Y korelovala
s lepSim prezitim bez progrese (PFS, progression free survival). V multivarietni

analyze byla ztrata 9p nezavislym prognostickym faktorem (30).
5.2 Papilarni renalni karcinom

Papilarni renalni karcinom (PRCC, papillary renal cell carcinoma) tvofi pfiblizné 9-
17% ze vSech renalnich karcinomu (20, 21). Pivodem jsou nadorové bunky

z distalnich tubull ledvinného parenchymu. Diky vy$Simu obsahu pénitych
makrofagul ve stromatu nadoru ma vitalni tkan nadoru svétle Sedou az Zlutavou
barvu. Casty je v8ak vyskyt intratumoralnich hemoragii a nekréz (10). Klasicky se
PRCC déli dle Delahunta natyp 1 a typ 2 (31). PRCC typu 1 se sklada z papil a
tubularnich struktur pokrytych malymi burikami se svétlou cytoplazmou a malymi
ovalnymi jadry s nenapadnymi jardérky, Casté jsou glemoruloidni papily, edém papil,
pénité makrofagy ve stromatu papil a psammomatézni téliska. PRCC typu 2 se
vyznacuje papilami s velkymi bufikami s bohatou eozinofilni cytoplasmou, je
charakterizovan pseudostratifikaci a velkymi sférickymi jadry s vyraznymi jadérky.
PRCC typu 2 byva diagnostikovan u mladsSich jedincu, ¢astéji s vy$Sim Fuhrmanové
gradem a vyznamné horsi prognézou oproti typu 1 (32). Toto zakladni déleni bylo
dlouho pouzivano, ale dnes je zfejmé, Ze i PRCC je heterogenni jednotkou a jiz

v nove klasifikaci WHO 2016 jsou zakotveny nové podjednotky PRCC a to
onkocyticky PRCC a PRCC NOS (not other specified, blize nespecifikovany). Dale
byl vy&lenén tumor charakteru PRCC spojeny s germ line mutaci genu pro fumarat

hydratazu, tzv. renalni karcinom spojeny s hereditarni leiomyomatozou (19, 33, 34).
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Obrazek 15 - Papilarni renalni karcinom typu 1, hemaoxylin-eosin, zvétSeni 100x (s
laskavym svolenim prof. MUDr. Ondfeje Hese, Ph.D., Sikliv Gstav patologie Lékaiské
fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Plzen)
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Obrazek 16 - Papilarni renalni karcinom typu 2, hematoxylin-eosin, zvétSeni 40x (s
laskavym svolenim prof. MUDr. Ondreje Hese, Ph.D., Sikliv Gstav patologie Lékaiské
fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Plzen)

Z histopatologického hlediska je nejkonzistentn&jsi skupinou PRCC typu 1. Typickymi
znaky nadorového rustu této jednotky je exofyticky rust nadoru (vice nez polovina
tumort rosté vétsinou svého objemu nad konturou normainiho ledvinného
parenchymu), témér 99% tvofi sféricky tvar. Hypotéza vysvétlujici tento znak pracuje
s vysokym podilem nekrotickych tkani uvnitf tumoru, kde degradované proteiny a
makromolekuly pasobi osmoticky a pfenos tlaku v kapaliné podle Pascalova zakona
podporuje tendenci ke kulovitému tvaru tumoru (35).

V pfipadé PRCC typu 1 je typicka ztrata chromozomu Y u muzd a trizomie
chromozomu 7 a 17 (36). Méné jsou nachazeny dalSi aberace, jako trisomie
chromozmou 8, 12, 16 a 20 (37).

Hereditarni forma PRCC typu 1 je spojena s defektem genu pro c-Met. Tento protein

je také nazyvan tyrosin-protein kinaza Met a je receptorem pro rustovy faktor
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hepatocytll (HGFR), tento ma dulezitou funkci v regulaci proliferace a diferenciace
endotelovych bunék a epitelii. Gen MET je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 7 v lokusu 7g31.3. Dédicnost je autozomalné dominantni s nekompletni
penetraci (10). Inhibice c-Met se uplatriuje jiz nyni v IéEbé metastatického renalniho
karcinomu. Cabozantinib je novy tyrozinkinazovy inhibitor cilici na c-Met a VEGFR2.
Ve studii METEOR byl cabozantinib porovnavan s everolimem v druhé linii |éCby u
pacientl pfedléCenych prvni fadou tyrozinkinazovych inhibitor (TKI). U skupiny

s cabozantinibem bylo prokazano zlepSeni v celkovém preziti, delSi Cas do progrese

a vyraznéjsi objektivni odpovéd ve srovnani s everolimem (38).

Dal$im syndromem asociovanym s PRCC, i kdyz vzacné, je komplex tuberézni
sklerézy (TS, tuberous scelrosis). Tuberdzni skleréza je autozomalné dominantni
syndrom predisponujici k mnohocetnym benignim tumordm kize, mozku a vnitfnich
organu. V ramci syndromu je zvySena frekvence nejen benignich angiomyolipom(
ledvin, ale také bilateralnich a mnohocetnych renalnich karcinomud. Mezi nej¢astéjsi
histologie patfi CCRCC, CHRCC a PRCC. Nalezeny byvaji mutace v genech TSC1
(tuberous sclerosis 1) na chromozomu 9q34 kodujicim hamartin nebo TSC2 na

chromozomu 16p13 kodujicim tuberin (39).

Dfive popisovana hereditarni varianta PRCC typu 2 s defektem genu pro fumarat
hydratazu (FH), enzym Krebsova cyklu konvertujici fumarat na malat (40), je

v soucCasné klasifikaci pfehodnocena na samostatnou nadorovu podjednotku, renalni
karcinom spojeny se syndromem hereditarni leiomyomatézy (HLRCC-RCC,
hereditary leiomyomatosis and renal cell carcinoma associated renal cell carcinoma).
Jedna se o agresivni tumor s velmi Spatnou prognézou. Vyskytuje se jak ve formé
hereditarniho syndromu, tak i sporadicky (33, 41). Soucasti hereditarniho syndromu
jsou mnohocetné kozni leiomyomy, u Zen uterinni leiomyomy a renalni karcinom (42,
43). Dédi¢nost je autozomalné dominantni. Gen pro fumarat hydratazu je lokalizovan
na 1942.3-g43. Je-li defektni, neprodukuje funk&ni enzym a hromadi se fumarat. To
vede ke zvySené produkci reduktézového enzymu AKR1B10 (41). Dale fumarat
funguje jako kompetitivni inhibitor prolyl hydroxylazy (PHD). PFfi normoxickych
podminkach PHD hydroxyluje dva proliny HIF, to je nezbytné k navazani VHL a
nasledné ubikvitinizaci a degradaci komplexu (44). Pfi nadbytku fumaratu je PHD
afunkéni, coz ve svém dusledku stabilizuje HIF, jeho osa je stale stimulovana a tim je

zfejmé podpofena tumorigeneze (45).
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Jedna se o agresivni onemocnéni vyskytujici se u mladsich jedinct (primeérné 44 let,
v rozmezi 21-65) s mirnou predominanci muzt (33). Vyskytuje se vzacné,
predstavuje od 0,05 — 0,2% (19) nebo az 0,8% (33) ze vSech renalnich karcinomd, je
to v8ak jednotka velmi dulezita vzhledem k malignimu pribéhu onemocnéni. Trpkov
et al. analyzovali soubor 24 pfipadl (IHC prokazana FH deficience u tumoru
morfologicky hodnoceného jako PRCC typu 2 nebo neklasifikovaného high-grade
RCC nebo neklasifikovaného RCC s papilarni strukturou, celkem 124 vySetfenych
tumort). V dobé diagnézy byl v 57% tumor stadia pT3 a vy3si, v 52% byly prokazany
metastaticky postizené uzliny a v 19% jiz vzdalené metastazy. Tumor byl ve 39%
spojen s koznimi leiomyomy a v 55% s uterinnimi leiomyomy. Median sledovani byl
27 mésicu (1-114 mésicu), za tuto dobu 39% pacientl zemrelo nasledkem tumoru a
v 25% ostatnich byla prokazana progrese onemocnéni (33). Jako vhodna strategie je
vSeobecné akceptovano testovani germline mutaci a nasledné sledovani u rodinnych

pFislusnikd postizenych (46).

Standardni histopatologicka diagnostika s hematoxylinem-eosinem (HE) i s béZnou
imunohistochemickou (IHC) analyzou je pro diagnézu takové nadorové jednotky
nedostate¢na. | kdyz primarni morfologicky vzhled tumoru ledviny pfi HLRCC je
papilarni, mohou vznikat rizné morfologické projevy a ¢asto v kombinaci. Spravné

stanoveni diagndzy je tedy narocné.

V diagnostice se tedy nejvice vyuziva specifické IHC stanoveni aktivity 2SC nebo
negativity FH. ZvySena hladina fumaratu modifikuje rezidua cystinu v mnoha
proteinech rezultujici ve zvySenou sukcinylaci proteint a produkci S-(2-sukcino)-
cystein (zkracené 2-sukcinocystein; 2SC). Stanoveni 2SC je uzivano jako marker ke
stanoveni téchto FH-deficientnich tumoru, které vykazuji vysoké hladiny 2SC.
Naopak ztrata enzymatické aktivity FH je demonstrovana nizkym, nebo zcela
chybéjicim IHC zbarvenim. Tato vySetfeni jsou tedy vysoce specificka pro HLRCC

asociované tumory (33, 47).

Diagnostika pomoci IHC je vSak problematicka pro obtiZznou interpretaci nalezl a
v soucasné dobé i komercni dostupnost protilatek. Proto nejlepsi metodou
v diagnostice je analyza samotného FH genu. Molekularné geneticka diagnostika se

uziva zvlasté u nékterych obtiznych a vzacnych pfipadl. Vyuziva se zvlasté metod
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tzv. Next Generation Sequencing pfi odhalovani mutaci nebo jinych alteraci FH genu
(48).

5.3 Chromofébni renalni karcinom

Chromofdébni renalni karcinom (CHRCC) tvofi pfiblizné 5% renalnich karcinom
(2,7% - 12%) (20-22). Vyrasta z bunék kortikalnich sbérnych kanalkd. Ve srovnani
s CCRCC ma tendenci k niz8imu klinickému stage. Nizké je riziko nadorové
progrese, metastazovani a nador — specifické preziti je delSi (49). Makroskopicky je
tumor homogenni, bézovy az Sedohnédy, solidné uspofadany. Typicky chybi nekrézy
a hemoragie. Histologicky nalez v barveni hematoxylin-eosinem ukazuje bunky

s vyraznou nebarvici se cytoplazmou. Bunky byvaji ¢asto binuklearni nebo
ultinuklearni s perinuklearnim projasnénim. Jen vzacné jsou tumory vicecetné (10).
Vyskytuji se vzacng, pfiblizné v 8%, dediferencované varianty sarkomatoidni, které
maji Spatnou prognozu (50). PFiblizné v 30-45% jsou nadory smiSené s obsahem
eozinofilnich a svétlych bunék. Tyto onkocytické varianty jsou obtizné
diferencovatelné od renalnich onkocytomu. Zde je nutna jak imunohistochemicka
analyza, stanoveni cytokeratinu 7 a mitochondrialniho antigenu, ale také stanoveni
chromozomalnich aberaci k odliSeni benigniho onkocytomu od onkocytické varianty
CHRCC (51). Typické jsou u CHRCC ztraty chromozomu 1, 2, 6, 13, 17 a 21 (52).
V nedavné dobé byla prfedstavena nova gradingova klasifikace pro CHRCC dle
Panera, ktera je prognosticky relevantnéjsi oproti standardnimu grade dle
Fuhrmannové (53). Prace Spergy et al. z roku 2013 nejen, Ze ukazuje daleko SirSi
spektrum chromozomalnich aberaci nachazenych u CHRCC. Nejcastéji byly
nalezeny ztraty chromozomu 1, 2, 6, 10, 13, 17 a 21, ale také trisomie chromozomu
4,7,15,19, a 20. Korelace mezi chromozomalnimi aberacemi a Panerovym grade

nebyla nalezena (52).
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Obrazek 17 - Low grade chromofobni renalni karcinom, hematoxylin-eosin, zvétSeni
100x (s laskavym svolenim prof. MUDr. Ondfeje Hese, Ph.D., Siklav Ustav patologie
Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Plzen)

Vzacna multicysticka varianta CHRCC je indolentniho chovani s nizkou mitotickou
aktivitou (IHC aktivita Ki67 je menSi nez 1%) a byly popsany nepravidelné a

viceCetné chromozomalni aberace (54).

Chromofobni RCC se vyskytuje také jako sou€ast hereditarniho syndromu Birt-
Hogg-Dubé (BHD). Mezi dalSi entity vyskytujici se u BHD patfi onkocytom, PRCC a
CCRCC (22, 55), CHRCC je vSak u BDH nejCastéjsi. Jedna se o autozomalné
dominantné dédi¢ny syndrom vznikajici na podkladé alterace v tumor supresorovém
genu FLCN lokalizovaném v lokusu 17912 - g11.2, jehoZ produktem je protein
folikulin (FLCN). Vzhledem k Sirokému spektru renalnich tumor( asociovanych

s BHD syndromem se pfedpoklada, Ze gen FLCN hraje zasadni roli v diferenciaci
bunék renalnich tubul (55). Tedy, mutace FLCN postihne progenitorovou buriku

proximalniho nebo distalniho tubulu nebo sbérného kanalku, dojde k poruse tvorby
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extracelularni matrix, jejim strukturalnim zménam a porucham mikroprostfedi (56).
FLCN také negativné ovliviiuje jednu ze signalnich drah mTOR (mammalian target of
rapamycine, savC¢i rapamycinovy receptor), drahu AMPK/mTOR (AMP-activated
protein kinase, AMP-aktivovana protein kinaza). ZvySuje se tak vliv drahy PI3K/AKT-
PKB/mTOR (phosphatidyl- inositol-3-kinase/protein-kinase B/mTOR) (57). To zfejmé

pfispiva k nekontrolovatelné bunécné proliferaci.

Syndrom BHD se prezentuje jako genodermatéza s multifokalnimi benignimi koZnimi
nadory na horni poloviné téla v€etné obliceje (fibofolikulomy, fibrodiskomy,
akrochondrony). Mezi dalSi projevy patfi multifokalni plicni cysty s moznymi
spontannimi pneumotoraxy, stfevni polypy, medularni karcinom §titné zlazy a

bilateralni, multifokalni renalni nadory.

Renalni tumory jsou sou€asti BHD syndromu v 25-35% (58). Nejcastéjsi vyskyt
nadorl ledvin u BHD syndromu je okolo 50. roku véku, patrna je muzska
predominance, v pfibuzenskeé linii je asi 7x vy$Si riziko vzniku nadoru ledvin nez je

v bézné populaci (58, 59).
5.4 Karcinom ze sbérnych kanalkt a medularni renalni karcinom

Karcinom ze sbérnych kanalka (CDC, collecting duct carcinoma) ma predominantni
tubularni strukturu s burikami vysokého grade a roste infiltrativné. V méné nez 5%
pfipadd dochazi k diagnostickym obtizim pfi pfitomnosti urotelialni komponenty,
ktera muze byt dana divergentni diferenciaci z mista duktu, kde je v kontaktu

s urotelem. Obé entity se CasteCné prekryvaji i v imunohistochemickych vlastnostech,
PAX8 typicky pro CDC je pfitomen také az u 20% karcinomu hornich mo&ovych cest
a marker p63 typicky pro urotelidlni karcinom, je pak nalezen asi v 15% CDC. Tyto
tumory jsou €asto diagnostikovany v lokalné pokrocilém stadiu nebo s jiz zaloZzenymi

vzdalenymi metastazami.

Medularni renalni karcinom (RMC, renal medullary carcinoma) byl popsan v roce
1995 a vyskytuje se témér vyhradné u déti a mladych dospélych se srpkovitou
anémii (60). Jedna se o vysoce invazivni a letalni onemocnéni. Dochazi k hromadéni
HIF 1a a akcentaci HIF 1a signalni cesty. UvaZuje se ontologicka souvislost mezi
RMC a urotelialnim karcinomem. Tato jednotka nema konzistentni soubor

chromozomalnich aberaci, nebo molekularné genetickych poruch (17).
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5.5 Renalni karcinom spojeny se ziskanou cystézou ledvin

Renalni karcinom spojeny se ziskanou cystézou ledvin (ACD-RCC, acquired cystic
disease — associated RCC) je nejCastéjsi renalni karcinom vyskytujici se u tzv. ,end-
stage kidney disease“ (ESKD), tedy konecné faze ledvinného selhani, zvlasté v téch
pfipadech kdy je spojitost se ziskanou cystézou (az 46% z nich). Tumor se sklada

z bunék s eozinofilni cytoplazmou, kribriformni architektury a intratumoralnich
oxalatovych krystall. Zvazuje se také dlouhotrvajici hemodialyza (vice nez 10 let)
(61). Tumor Casto vykazuje tubularni, papilarni, cystickou nebo acinarni strukturu,
Casto je multifokalni, nékdy bilateralni. Makroskopicky se €asto jevi jako noduly
vyrustajici ze stény cysty, nebo tuto cystu vypliuji. Diky ¢asté papilarni architekture
dochazi k zaménam za PRCC typu 2 (dfive byl PRCC typu 2 povazovan za
nejCastéjsi tumor u ESKD). Molekularné geneticky Ize detekovat ztraty nebo
navyseni mnoha chromozémda, nej¢astéji polysomie 7 a/nebo 17, dale 1, 2, 3, 6, 16 a
Y (17). Biologické chovani tumoru je popisovano jako agresivnéjsi v porovnani

s jinymi typy nadora vyskytujicimi se u ESKD (62).
5.6 Mucinézni tubularni a vietenobunéény renalni karcinom

Tumor pfipominajici morfologicky stavbu Henleyho klicky. Jsou pfitomné dva typy
bunécnych populaci. Prvni, ¢etnéjsi, obsahuje ploché vietenovité buriky s Fidkou
cytoplazmou. Jsou aranZovany podobné jako low grade tumory s hladkého svalstva.
Druhou populaci tvofi kuboidni buriky sefazené do tubularnich struktur s eozinofilni,
nebo svétlou cytoplazmou. Casto se vyskytuje v kombinaci s urolitiazou. Objevuji se
chromozomalni alterace podobné jako u PRCC, tedy polysomie 7 a 17 a chybéni Y.
Jeho maligni potencial je celkem maly, ale objevuji se i agresivni sarkomatoidni

variace tumoru (17, 63, 64).
5.7 Sukcinat dehydrogenaza (SDH) - deficientni renalni karcinom

Sukcinat dehydrogenaza (SDH) - deficientni RCC byl uznan jako nova nadorova
jednotka WHO 2016 (17, 19). Dle provedenych studii na dostupnych souborech se
odhaduje ¢etnost tumort s deficienci SDH od 0,05% do 0,2% vSech renalnich
karcinomu. Stfedni vék pacientl v dobé diagnézy byl 37 let, patrna mirna
predominance muzd. Asi ve Ctvrtiné pfipadu je tumor zachycen jako bilateralni, nebo

mnohocetny a u 1/3 se rozvine metastatické postizeni (65). Nador obsahuje

52



eozinofilni buiky s vyraznymi vakuolami nebo svétlé buriky. SDH-B je jednim ze 4
proteinu (SDH-A az D) tvoficich spole¢né SDH. SDH konvertuje sukcinat na fumarat
v Krebsové citratovém cyklu. Pfi defektu SDH se hromadi sukcinat a nasledné HIF

s akcentaci signalni drahy. Tyto defekty jsou spojeny s rozvojem mnoha tumoru,
feochromocytomd, paragangliomu, gastrointestinalnich stromalnich tumoru,
pituitarnich adenoma a renalniho karcinomu (65). V diagnostice Ize uzit IHC

k zobrazeni deficience SDH-B (19) nebo vySetfeni poméru sukcinat/fumarat ve tkani
tumoru (66). Ke genetické analyze mutaci genu pro SDH se uziva PCR a pfimého

sekvenovani (65).
5.8 Tubulocysticky renalni karcinom

Tubulocysticky renalni karcinom (TCRCC) je pfevazné cysticky tumor.
Makroskopicky se sklada z mnohocetnych malych az stfedné velkych cyst a ma
houbovity charakter. Jadra bunék jsou zvétSena s vyraznymi jadérky. Cytoplazma je
vyrazné eozinofilni s podobnosti s burikami onkocytomu. Bylo popsano dosud okolo
70 pfipadl. Morfologické spektrum zahrnuje jak Cisté tubulocystickou stavbu, tak
tumor s okrsky papilarniho karcinomu, komponenty svétlobunééného karcinomu i
angiomyomatdzni komponenty. Tumor vykazuje variabilitu v chromozomalnich
aberacich, zvlasté polysomie chromozomu 7, 17 a ztratu Y, dale heterozygozitu 3p, a
to jak v okrscich typické stavby tubulocystické komponenty, tak i v okrscich odliSnych

morfologickych komponent (48).

U Spatné diferencovanych (high-grade) karcinomu s tubulocystickou stavbou se
zvazuje vztah k tumorim s deficitem fumarat hydratazy, jedna se vzdy o tumory
agresivni s Castymi nalezy uzlinového postiZzeni nebo vzdalenych metastaz v dobé
diagndézy. U vice nez 50% je nalezena IHC negativita FH a u 100% pozitivita 2SC
(67). Morfologicky i IHC jsou high-grade TCRCC a HLRCC zaménitelné a proto by se
v hrani¢nich pfipadech mély vysetfit mozné alterace FH genu (48).

Ve studii zabyvajici se moznou predikci efektu antiangiogenni IéEby sou€asnymi
tyrosinkinazovymi inhibitory u metastatického TCRCC stanovili Steiner et al. alterace
v 16 genech pro zasadni proteiny signalnich drah angiogeneze (VHL/HIF,
RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/Akt/mTOR) u vzorkd tumord 7 pacientl v porovnani se
vzorky zdravé tkané. Navic byl hodnocen stav mutaci a metylaci genu pro VHL a
pomoci IHC také hladiny VEGFA, HIF 1a a HIF 2a a mTOR. V porovnani vysledku

53



tumordzni tkané a zdravé tkané nebyly nalezeny signifikantni rozdily v mRNA genl
pro VHL, HIF 1a, HIF 2a, PTEN, Akt2, Akt3, mTOR, VEGFA, KDR, HRAS, C-Jun,
EGFR a FGF2. Signifikantné zvySena hladina mRNA pro p53 byla prokazana ve
tkani tumoru, zatimco mRNA pro FLT1 a CFOS byla snizena. Zmény v hladinach
sledovanych proteint VEGFA, HIF 1a a HIF 2a nebyly mezi vzorky prokazany, stejné
tak jako fosforylace mTOR. Nebyla tedy prokazana upregulace Zadné ze signalnich
drah vedoucich k angiogenezi v TCRCC a tedy Ize pfedpokladat i limitovany efekt

soucasné antiangiogenni cilené 1éCby u této nadorové jednotky (68).
5.9 MiT Translokaéni renalni karcinomy (TRCC)

Jedna se o renalni karcinomy spojené s translokacemi alterujicimi funkci genu pro
transkrip€ni faktory TFE3 (gen na kratkém raménku X chromozomu, oznaceni lokusu
jako Xp11.2) nebo TFEB (gen na kratkém raménku 6. chromozomu v misté 6p21).
TFE3 a TFEB patfi spolu s MITF a TFEC do MiT (microphtalmia transcription) rodiny
transkrip&nich faktord. Nejvyraznéjsi roli hraji v diferenciaci osteoklastl a melanocytu
(18), ale podstatna je role téchto faktortu v kancerogenezi. MITF je vyznamné
amplifikovan u maligniho melanomu a u urcitych tumord mladého a détského véku
jsou nalezeny translokace gent pro TFEB a TFE3 (69). Translokacemi Casti
chromozomu dochazi k fuzim gent a zménéné funkci vychozich proteind. Tyto tzv.
fuzni proteiny maji funkci transkrip&nich faktor a zpisobuji aberantni overexpresi
ur€itych genu. MiT translokacéni renalni karcinomy byly ustanoveny jako samostatna
skupina ISUP v roce 2013 (17).

5.9.1 Xp11.2 translokacni renalni karcinom

V lokusu Xp11.2 se nachazi gen pro transkripéni faktor E3 (TFE3). Prokazané
translokace Xp11.2 ma asi 40% renalnich karcinomd u mladych dospélych a déti
(dfive byly taky tyto tumory nazyvany ,jvenilnimi renalnimi karcinomy*) a asi 5% u
starSich dospélych (18). Vzhledem k incidenci renalniho karcinomu ve vékovych
skupinach (viz obrazek 5) je zjevné, Ze v absolutnich poctech Fadoveé prevySuji

dospéli pacienti.
Mezi nejCastéjsi translokace Xp11.2 patfi (18):

o t(X;1)(p11.2;q21) = pfesun genu TFE3 — gen PRCC (TFE3-PRCC)
o 1(X;17)(p11.2;925) = (TFE3-ASPL)
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o t(X;1)(p11.2;p34) = (TFE3-PSF)
e 1(X;17)(p11.2;g23) = (TFE3-CLTG)
e inv(X)(p11;912) = (TFE3-NonO)

TRCC Xp11.2 je zafazen do klasifikace WHO od roku 2004 (70). Hlavni vlastnosti
Xp11.2 TRCC jsou obdobné jako u svétlobunééného renalniho karcinomu (CCRCC).
Tumor je typicky solidni, Zlutohnédé nebo Sedavé barvy s nekrézami, hemoragiemi,
ojedinéle s papilarni stavbou. Mikroskopicky jsou tyto tumory sloZzeny z velkych
bunék s abundantni svétlou az eozinofilni nebo granularni cytoplazmou sefazenych
do papilarnich vétvicich se struktur, nékdy vytvarejici hnizda. Jadra jsou zvétSena a
nepravidelna, vysokého nuklearniho gradu. Takovy je vzhled typicky pro ASPL-TFE3
TRCC. Casto se prezentuje agresivnim fenotypem, v dobé& diagnézy jsou tumory
Casto pokrocilé s uzlinovym postizenim nebo vzdalenymi metastazami. Pro

méneé vyraznou cytoplazmou a nizSim nuklearnim grade nez ASPL-TFE3 varianta
(18, 71).

Diagnostika TRCC se opira jak o morfologické znamky, tak o vySetfeni IHC i
genetickou analyzu. Histopatologické metody vSak nevedou k bezchybnym
vysledkum. Genova translokace vede k overexpresi TFE3, pfedpoklada se, ze IHC
stanoveni TFE3 je dobrym diagnostickym nastrojem. PfesnéjSi diagnostika je vSak
pomoci cytogenetickych metod (napfiklad fluorescenéni in situ hybridizace, FISH),
nejsou vSak zcela rutinné pouzivané. Klatte et al. popsali u 17 TFE3 pozitivnich
pripadl pouze 2 cytogeneticky potvrzené (72). Komai et al. popsali 7 pfipadid TRCC
Xp11.2 ze souboru 443 pacientu, 4 byli diagnostikovani geneticky, 3 pomoci IHC
(73). Argani et al. pak v souboru 28 IHC diagnostikovanych potvrdili TRCC pomoci
cytogenetiky (74).
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Obrazek 18 - Translokacni renalni karcinom Xp11.2, hematoxylin-eosin, zvétSeni 100x
(s laskavym svolenim prof. MUDr. Ondieje Hese, Ph.D., Siklav ustav patologie
Lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Plzen)
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Obrazek 19 - Fluorescenc¢ni in situ hybridizace, translokacni renalni karcinom Xp11.2,
TFE3 break apart (s laskavym svolenim prof. MUDr. Ondreje Hese, Ph.D., Siklav astav
patologie Lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Plzen)

K diagnostickym moznostem pfispéli i Xu et al., popsali chimericky protein TMEDG-
COGS8 vyrazné exprimovany u tumoru s translokaci Xp11 jako novy marker téchto

translokacnich tumor( (75).
5.9.2 6p21 translokacni renalni karcinom

Dalsi ¢ast tumoru této skupiny je charakterizovana translokaci mista 6p21, kde se
nachazi gen pro transkripéni faktor EB (TFEB), jinak také byva znacen t(6;11).
Dochazi tedy ke genové fuzi TFEB v misté 21 na kratkém raménku 6. chromozému
(p21) a genu Alpha (MALAT1) na dlouhém raménku 11. chromozému (q12). Vede to

k overexpresi celého proteinu TFEB (18). Tumor ma typické histopatologické
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karcinom, nebo také HMB45 pozitivni karcinom. Jedna se extrémné vzacny tumor
popisovany od roku 2007, prvni review popisujici 11 pfipadu publikoval Hora et al.
v roce 2009 (76). Histologicky se projevuje papilarni stavbou se svétlymi nebo

eozinofilnimi burikami, morfologické spektrum je vSak Siroké.

Diagnosticky lze uzit imunohistochemické zobrazeni zvySené pritomnosti TFEB,
které se jinak u renalniho karcinomu nevyskytuje (77). Dale pomoci FISH Ize odhalit
translokaci pfimo, nebo pomoci reverse transcriptase —PCR (RT-PCR) stanovit
zvysSen mnozstvi fuzni Alpha-TFEB mRNA, nebo pfimo fuzi genu detekovat pomoci
DNA PCR (76-78). V diferencialni diagnostice je tfeba odlisit od PRCC, kdy chybi
typicka trisomie chromozému 7 a 17 a ztrata Y u muz(, dale od CCRCC, kdy neni

pfitomna delece 3p (18).

5.10 Hereditarni syndromy spojené s renalnimi tumory

Zde jsou ve zkratce shrnuty nejCastéjSi hereditarni syndromy spojené s vyskytem
renalnich tumort (25, 39, 42, 43, 79, 80).

5.10.1 Von Hippel-Lindau nemoc (VHL)

postizeny gen: VHL (supresorovy gen)

e |okus: 3p25

e penetrace: vysoka (RCC se vyskytne asi u 45% z postizenych, do 65 let véku)

e dédi¢nost: autozomalné dominantni (AD)

e produkt: VHL protein

e funkce: vazba a degradace HIF1a

e typ renalniho tumoru: svétlobunéény RCC

e manifestace syndromu: hemangioblastomy retiny, CNS (mozecku),
feochromocytomy, cysty pankreatu, neuroendokrinni tumory, cysty nadvarlat

e incidence: 1,18-2,78/100 000

5.10.2 Hereditarni papilarni renalni karcinom (HPRCC)
e postizeny gen: MET (protoonkogen)

58



lokus: 7q31

penetrace: inkompletni

dédic¢nost: AD

produkt: c-MET (HGFR)

funkce: tyrozinkinazovy receptor pro HGF (hepatocyte growth factor)
typ renalniho tumoru: papilarni RCC typu 1

manifestace syndromu: jen PRCC

incidence: neni jasna

5.10.3 Renalni karcinom spojeny se syndromem hereditarni
leiomyomatézy a renalniho karcinomu (HLRCC-RCC)
postizeny gen: FH (supresor)
lokus: 731
penetrace: inkompletni
dédi¢nost: AD
produkt: c-MET (HGFR)
funkce: tyrozinkinazovy receptor pro HGF (hepatocyte growth factor)
typ renalniho tumoru: papilarni RCC typu 1
manifestace syndromu: jen PRCC

incidence: neni jasna

5.10.4 Birt-Hogg-Dubé syndrom
postizeny gen: FLCN (supresor)
lokus: 17q12-q11.2
penetrace: renalni tumory se vyskytnou v 25-30% BHD pacientt
dédic¢nost: AD
produkt: folikulin
funkce: sou¢ast drahy MAPK/AKT/TSC1-TCS2/mTOR; ovliviiuje TFE3 a TFEB
transkripCni aktivitu
typ renalniho tumoru: CHRCC, onkocytom, PRCC a CCRCC
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manifestace syndromu: fibrofolikulomy kize, plicni cysty, spontanni

pneumotoraxy, polypy tracniku a renalni nadory

5.10.5 Tuberoézni skleréza
postizeny gen: TSC1, TSC2 (tuberous sclerosis complex)
lokus: 9934 (TSC1) 16p13.3 (TSC2)
penetrace: témeér kompletni
dédicnost: AD
produkt: hamartin, tuberin
funkce: heterodimer hamartinu a tuberinu inhibuje drahu mTOR
typ renalniho tumoru: renalni angiomyolipomy (pfiblizné v 75-80%), cysty,
onkocytomy a renalni karcinomy (pfiblizné v 5%)
manifestace syndromu: angiofibromy obli¢eje, hypomelanocytarni makuly,

hamartomy rlznych organu, angiofioromy raznych lokalizaci, epilepsie

5.10.6 Dalsi vzacné syndromy spojované s renalnimi tumory

PTEN (phosphatase and tensin homologue) hamartoma syndrom

CCRCC

Syndrom spojeny s mutaci BAP1 (BRCA associated protein)

CCRCC

SDH- deficientni renalni karcinom

CCRCC, CHRCC, onkocytomy (43)
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Tabulka 2 - WHO klasifikace renalnich nadort z roku 2016

Nadory z renalnich bunék

Svétlobunéény renalni karcinom (CCRCC)

Multilokularni cysticka renalni neoplazie nizkého
maligniho potencialu

Papilarni renalni karcinom (PRCC)

Renalni karcinom asociovany s hereditarni
leiomyomatbzou

Chromofobni renalni karcinom

Karcinom ze sbérnych kanalku (Bellini)

Medularni renalni karcinom

MiT translokacni renalni karcinomy

Sukcinat dehydrogenaza-deficientni renalni karcinom

Mucindzni tubularni a vietenobunécny renalni karcinom

Tubulocysticky renalni karcinom

Renalni karcinom spojeny se ziskanou cystdézou ledvin

Svétlobunécény (tubulo-) papilarni renalni karcinom

Neklasifikovany renalni karcinom

Papilarni adenom

Onkocytom

Metanefrické tumory

Metanefricky adenom

Metanefricky adenofibrom

Metanefricky stromalni tumor

Nefroblastické a cystické tumory
vznikajici hlavné u déti

Nefroblastom

Nefrogenni pozlstatky

Cysticky ¢astecné diferencovany nefroblastom

Cysticky nefrom détského véku
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Mesenchymalni tumory

Svétlobunéény sarkom

vznikajici hlavne u déti

Rhabdoidni tumor

Kongenitalni mesoblasticky nefrom

Osifikujici renalni tumor déti

Leiomyosakrom

vznikajici hlavné u dospélych

Angiosarkom

Rhabdomyosarkom

Osteosarkom

Ewingllv sarkom

Angiomyolipom

Epiteloidni angiomyolipom

Synovialni sarkom

Leiomyom

Hemangiom

Lymfangiom

Hemangioblastom

Tumor z juxtaglomerularnich bunék

Renomedularni intersticialni tumor

Schwannom

Solitarni fibrézni tumor

Cysticky nefrom

SmiSené mezenchymalni a
epitelové tumory

SmisSeny epitelialni a stromalni tumor

Dobfe diferencovany neuroendokrinni tumor

Neuroendokrinni tumory

Neuroendokrinni karcinom (high-grade neuroendokrinni
tumor)

Velkobunécny neuroendokrinni karcinom

Malobunécény neuroendokrinni karcinom

Feochromocytom

Hematopoetické a lymfoidni
tumory

Nadory ze zarode€nych bunék

Metastatické tumory

Ostatni
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6 Signalni drahy renalniho karcinomu

V pfipadé renalniho karcinomu obecné je nejpodstatnéjsi hyperaktivita
proangiogenni drahy VEGF hyperstimulované nadbytkem HIF 1a pfi defektu VHL a
nedostatku pVHL. Pro nadory ledvin je charakteristicka tkanova hypoxie pfi vysSi
spotrebé nez pfisunu kysliku. Neoangiogeneze je u karcinomu ledviny oproti jinym

solidnim nadoruam vyraznéjsi (81).

Defektni gen VHL (bodova mutace, delece €i hypermetylace promotoru genu) netvofi
VHL, nedochazi k ubikvitinizaci HIF1a a dochazi ke zvysené transkripci mnozstvi
gena, zvlasté pro VEGF, PDGFp a dalSi (27). Efekty takto podminéné genové
exprese, jsou jednak intrinsické (tedy ve vlastni nadorové bunce), ale také extrinsické
s uCinkem na blizké endotelialni buriky cév, kde podminuiji rust cév. Riastové faktory,
jako zde VEGF a PDGF, po navazani na pfisludné receptory spusti kaskady déju,
které ve svém dusledku vedou k stimulaci exprese genu pro vlastni efektorové
proteiny. Tyto pomysiné kaskady jsou predstavovany jednotlivymi
intracytoplazmatickymi proteiny s kinazovou aktivitou. Vzajemné se aktivuji a dochazi
tak k pfenosu impulzu od extracelularniho mitogenu (rustového faktoru) do jadra
bunky, kde je spusténa genova transkripce. U renalniho karcinomu jsou nejvice

prostudovany nasledujici signalni drahy.
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Obrazek 20 - Bunécéné signalni drahy, cile systémové lécby. Upraveno podle Sun M et
al.: Prognostic Factors and Predictive Models in Renal Cell Carcinoma: A
Contemporary Review. Eur Urol 60: 644—-661, 2011

6.1 PI3K/Akt/mTOR signalni cesta

Jedna se o vyznamnou signalni drahu integrujici rizni mitogenni stimuly
extracelularni i intracelularni, ktera ma dulezitou ulohu v kontrole bunééného ruistu,
proliferace, angiogeneze, invazivity a bunécného preziti. Cytoplazmatické signaini
drahy obecné jsou velmi komplexni a provazané. PI3K/Akt/mTOR cesta je propojena
s drahami MAPK, NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) a proteiny RAS, RAF, STAT (signal transducer and activator of transcription) a
jinymi. Kinaza PI3K (phosphatidylinositol-3-kinase) fosforyluje PIP2 (Pl -2-phosphate)
na PIP3. Tato pfeména je negativné regulovana PTEN (phosphatase and tensin

homologue). PIP3 aktivuje dalSi kinazy jako PDK1 (phosphoinositide-dependent
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kinase 1) a nasledné PKB (protein kinase B), bézné nazyvanou Akt/PKB, zkracené
Akt (9, 82, 83)

Aktivovana Akt inhibuje apoptozu (inaktivaci proapoptotickych proteind, napf. bcl-
2/BAD) a ma vliv na udrzeni bunécného cyklu. Pfi aktivaci Akt cestou VEGF dale
fosforyluje TSC2 (tuberous sclerosis komplex 2) a tim brani vytvoreni komplexu
TSC1/TSC2. Tim jsou vytvofeny podminky pro aktivaci mTOR (pomoci enzymu

s GTPazovou aktivitou).

mTOR (mammalian target of rapamycine) je serin-threoninova kinaza, ktera pasobi
ve dvou komplexech, mMTORC1 a mTORC2. Komplex mTORC1 stimuluje syntézu
proteinu a bunéény cyklus, komplex mTORC2 ma vliv na stavbu cytoskeletu pfi
déleni buriky a navic sam fosforyluje Akt, pusobi tedy v kaskadé nad i pod touto
kinazou (82). Komplex mTORC1 dale pusobi cestou kinazy p70S6K1 kterou aktivuje
a proteinu 4EBP1, ktery blokuje. Tato draha ma vice efektu, reguluje autofagii,

stimuje rast a proliferaci, buné€nou migraci a angiogenezi.
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Obrazek 21 - Signalni draha PI3BK/AKT/mTOR. Upraveno podle Klener P jr. and Klener
P: Principy systémové protinadorové lIécby. Praha, Grada Publishing a.s., 2013
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Overexprese signalni drahy mTOR, nebo jednotlivych jejich proteinu (4EBP1,
p70S6K1), byla opakované prokazana v rlznych solidnich tumorech a popsan byl i

vztah k horSi prognéze onemocnéni (83, 84).

Inhibice mTOR je jednim z mechanismu cilené protinadorové 1éCby uzivané u
metastatického renalniho karcinomu. Pfimé inhibitory blokujici katalytické misto
mTOR kinazy nejsou zatim klinicky vyuzivany. Tzv. nepfima inhibice mTOR je
zprostfedkovana disociaci a inhibici komplexu mTORC1. Jedna se o nejdéle
pouzivany mechanismus inhibice této signalni drahy. Prvni inhibitor, rapamycin
(sirolimus), byl nejprve pouZzivan pro své imunosupresivni u€inky v pfedchazeni
rejekce Stépu po transplantacich. Nyni jsou analoga rapamycinu (temsirolimus,
everolimus) indikovana v 1é€bé mRCC, rezistentniho lymfomu z plastovych bunék a

HER2 negativnich karcinomud prsu menopauzalnich zen (9).
6.2 RAS/RAF/MEK/ERK

Protein RAS (Rat adenosarcoma) je intrinzicka GTPaza s kliCovou funkci v pfenosu
mitogennich signalld z vnéjSiho prostiedi intracelularné. Po navazani GTP je kinaza
aktivni v pfenosu signalu, zahy vSak dochazi k degradaci GTP na GDP vlastnim

vnitfnim uc€inkem RAS. Do doby dalSi fosforylace neni kinaza RAS dalSiho pfenosu

schopna.

RAS rodina zaujima mnoho proteint, z nich 3 jsou pro onko-biologii velmi vyznamné,
HRAS (Harvey), KRAS (Kirsten), NRAS (neuroblastoma). Rlizné mutace genu pro
proteiny RAS mohou zpUsobit na ligandu nezavislou aktivaci proteinu a signalizaci
(ligand-independent signaling) vedouci k patologické proliferaci. Geny RAS patfi
nalezeny byvaji az u 90% karcinomu pankreatu, 50% karcinomu kolorekta a 30%
karcinomu plic (85). Vyznam proteini RAS v terapii solidnich nadort je jednak

v moznosti samotného terapeutického ovlivnéni jejich aktivity (inhibitory farnesyl-
transferazy v klinickych studiich 1éEby metastatického kolorektalniho karcinomu),
jednak jako signalniho proteinu v draze, kterou lé€bou inhibujeme. Zde dulezitost
zachovani normalni funkce nemutovaného KRAS pro efekt monoklonalni protilatky

cetuximabu v 1é€bé metastatického kolorektalniho karcinomu. Cetuximab blokuje
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extracelularni doménu receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGFR, epidermal

growth factor receptor) a blokuje tak pfenos signalu. Je-li KRAS jako dalSi protein v
»-downstream® signalizaci mutovan, je signalni draha trvale stimulovana bez ohledu
na blokadu EGFR. Nemutovana forma KRAS (wild type) je indikacni podminkou

k cetuximabu v |é€bé kolorektalniho karcinomu (12, 85).

V soucCasné dobé je popsano asi deset efektorovych molekul RAS, ale mezi
nejpodstatnéjsi kaskady spousténé RAS patfi draha mitogen aktivovanych protein
kinaz RAF/MEK/ERK a dale téz PI3K/Akt/mTOR (viz vySe).

Skupina RAF (RAS-associated factor) predstavuje tfi formy serin/treoninovych kinaz
(ARAF, BRAF, CRAF) na vnitfni strané cytoplazmatické membrany. Aktivovany RAF
fosroryluje kinazy MEK (mitogen-activated protein kinase ERK kinase 1)1 a2aty
dale zase ERK (extracellular signal-related kinase) 1 a 2. Aktivni ERK pak vstupuji do
jadra, kde pusobi na transkripcni faktory (JUN, MYC apod.) a ty stimuluji expresi

genu se vztahem k adhezivité bunék, motilité a angiogenezi (9, 86, 87).
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Obrazek 22 - Signalni draha RAS-RAF-MEK-ERK. Upraveno podle Klener P jr. and
Klener P: Principy systémové protinadorové Iééby. Praha, Grada Publishing a.s., 2013
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V cilené |é€bé mRCC se uplatriuje zatim pouze jedna molekula s inhibi¢nim efektem
v draze RAF/MEK/ERK. Sorafenib je multikinazovy inhibitor s aktivitou proti
intracelularni komponenté VEGFR2-3, PDGFR a A-RAF a B-RAF. Kromé renalniho
karcinomu je indikovan v 1éEbé neresekabilnich hepatocelularnich karcinomU a

karcinomu §titné zlazy (87, 88).

6.3 Signalni draha JAK/STAT

Draha JAK (Janus activated kinase)/STAT (signal transducers and activators of
transcription) neni v rastu renalniho karcinomu zfejmé tolik vyjadiena a vétsi vyznam
patogeneticky a terapeuticky ma u rdznych myloproliferativnich onemocnéni. Jako
signalni molekuly obsazujici receptory této drahy se uplatiuji rizné cytokiny, vétsSina
interleukinu, hematopoetické rustové faktory a vdechny interferony. Draha interferuje
s kaskadami od PI3K i proteinu RAS (9). Vyznam u mRCC ma tato draha snad

v nalezené souvislosti s efektem |éCby interferonem-a (INFa). Pfedpoklada se ucinek
INFa na pozastaveni bunééného cyklu ve fazi G1 cestou JAK/STAT a tim i zamezeni
proliferaci (89). Navic byla prokazana souvislost mezi rezistenci mRCC k INF-a a
mutacnim stavem JAK/STAT (90).

6.4 Signalni draha NOTCH

Vyznam této drahy je nyni pfedevsim v patogenezi a |é€bé akutnich lymfoblastickych
leukémii, dale byva nalezena aberantné zvysena aktivace NOTCH u karcinomu prsu
a ovaria. Jedna se o transmembranové receptory se specifickymi ligandy ovliviujici
regulaci sebeobnovy kmenovych bunék, také v embryogenezi a v hematopoéze. Po
navazani ligandu se odstépi intracelularni ¢ast receptoru pomoci enzymu y-sekretazy
a translokuje s do jadra, kde aktivuje transkripéni faktory a tim expresi genu.

Z hlediska onkologické |IéCby jsou inhibitory y-sekretazy slibnou cestou

v antiangiogenni |éCbé (9). Byla prokazana exprese NOTCH drahy u CCRCC a také
in vitro i in vivo prokazana inhibice rastu bunék CCRCC (91). Inhibitory y-sekretazy i
monoklonalni protilatky proti NOTCH nebo ligandu DLL4 jsou v8ak stale pfedmétem

vyvoje a klinickych studii.
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7 Systémova lééba metastatického renalniho karcinomu

Generalizovany renalni karcinom (metastatic renal cell carcinoma, mRCC) je velmi
Spatné ovlivnitelny systémovou lécbou. Vykazuje vysokou miru rezistence ke
konvencni chemoterapii a v sou€asné dobé podavana cilena léCba zasahujici do
signalnich drah angiogeneze, proliferace a prezivani, je vzdy jen doasné ucinna.

Tyto vlastnosti délaji z renalniho karcinomu nejletalnéjsi urologickou malignitu.

Rezistence renalniho karcinomu vac&i konvenénim chemoterapeutikiim je zpusobena
pfedevsim mechanismy tzv. mnohocetné I1ékové rezistence (multidrug resistence —
MDR). Vytvofené transportni proteiny vypuzuji cytostatikum ven z nadorové buriky.
MDR-1 P-glykoprotein (MDR-1 P-gp). Jeho zvy$ena exprese je pfi€inou rezistence
k fadé cytostatik a je typicka pro renalni karcinom (92, 93). Detekce zvySené exprese
je mozna pomoci PCR amplifikaci genu ABCB1/MDR1, ktery protein kéduje. Lze tak
odhadnout stupen rezistence pfi planovani chemoterapie. Mezi dalSi exkre¢ni
proteiny patfi MRP-1 (multidrug resistence associated protein -1) kodovany genem
ABCC1/MPR-1 a protein MVP/LRP (major vault protein/lung resistence-related
protein), ktery zprostfedkovava transporty jak z jadra do cytoplazmy, tak i ven

z buniky. ZvySena pfitomnost téchto exkrecnich proteinl byla nalezena v burikach

karcinomu tlustého stfeva, pankreatu a pravé karcinomu ledviny (9).

Existuje nékolik prognostickych modelu preziti, které byly vytvofeny v dobé, kdy
jedinou IéEebnou moznosti s pozorovatelnym efektem byla imunoterapie, tedy IéCba
interleukinem-2 a interferonem-q, tedy na konci 90. let 20. stoleti a zacatek 21.
stoleti. Tyto prognostické modely byly zaloZzeny pfevazné na klinickych parametrech
zdravotniho stavu nemocného, s projevy pokroc€ilosti onemocnéni a rychlosti ristu
(viz tabulka 3) (94-97). Presto, ze systémova |éCba ma nyni zaklad v cilené blokadé
konkrétnich proteint i déju v biologii nadoroveé buriky, jsou dosud uzivana tzv.
MSKCC (Memorial Sloan-Kettering Cancer Centre) kritéria, ke stratifikaci nemocnych
pred indikaci systémové |éCby (tabulka 4). Trva tedy snaha o nalezeni vhodnych
biomarkeru k predikci efektu cilené 1éCby.
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7.1 Imunoterapie

Nespecificka imunoterapie interleukinem-2 a interferonem-a byla od 80. let 20.
stoleti, kdy se zaCala u mRCC uzivat, dlouhou dobu jedinou systémovou Ié¢bou

s prokazanou objektivni odpovédi. Zaznamenané vysledky studii v 90. letech
ukazovaly pfiblizné u 20-30% nemocnych objektivni odpovéd na IéCbu, coz byl do té

doby nejlepsi vysledek (10).
7.1.1 Interleukin-2

Interleukin-2 (IL-2) byl k 1é¢bé mRCC uzivan od 80. let 20. stoleti. Ve vysokych
davkach ma zdaleka nejvyraznéjsi prozanétlivy efekt, diky kterému Ize dosahnout
dlouhodobé Ié€ebné odpovédi, ale také ma velmi vysokou toxicitu. Byl soucasti

kombinacnich Ié€ebnych protokolu. V 1éEbé se jiz nepouziva (12, 98, 99).
7.1.2 Interferon-a (INF-a)

Vyznam cytokinu je v sou€asné éfe cilené terapie velmi okrajovy. Stale je mozné uzit
interferon-a v kombinaci s bevacizumabem u pacientl s dobrou prognézou dle
MSKCC kritérii, ale prakticky vzdy dostavaji pfednost v prvni linii |éCby
tyrosinkinazové inhibitory (TKI) (99).

Jasné vysvétleni efektu interferonu-a u mMRCC nemame. Zda samotny INF-a pusobi
antiproliferacné, nebo je efekt dan stimulaci imunitni odpovédi organismu neni
pfesné znamo. Jeho antivirova aktivita probiha pres drahu JAK-STAT,
antiproliferaCni aktivita je pak nejCastéji vysvétlovana indukci exprese inhibitora
bunééného cyklu prechodu G1-S faze, stimulaci aktivity NK bunék, CD8 T-lymfocyt(,
indukci exprese MHC | a Il (major histocompatiblity complex) (9, 89, 90). Potvrzeni
efektu IéCby a dalSi doporuceni v€etné rozdéleni do rizikovych skupin vychazi z praci
Motzera et al. z let 1999 a 2000, kdy hodnotil vysledky souboru 670 pacientu

s mRCC lé€enych INF-a. Z multivarietni analyzy vysly tyto rizikové faktory, snizeny
Karnofského performance status (KPS < 80%), zvy$ena laktat dehydrogenaza (LDH
> 1,5 nasobek normalu), hemoglobin niZSi nez normalni rozmezi, korigované kalcium
> 2,5 mmol/l a neprovedena nefrektomie primarniho nadoru. Nemocni s Zzadnym
rizikovym faktorem byli fazeni do skupiny s dobrou prognézou, s 1-2 rizikovymi
faktory do skupiny se stfedni prognéznou a s 3 a vice faktory do skupiny se Spatnou

prognézou. Median preziti byl pak 27, 12 a 6 mésicl u skupiny s dobrou, stfedni a
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Spatnou prognézou. Pacienti v rameni studie 1é€eni riznymi druhy chemoterapie

nebo hormonalni IéEby pak méli ve stejnych rizikovych skupinach preziti 15,7 a 3

mésice (94, 100).

Tento soubor prognostickych faktort byl v roce 2002 revidovan a misto kritéria

odstranéni primarniho nadoru bylo pfifazeno kritérium zahajeni [éCby od diagndzy

onemocnéni do 1 roku (95). Rozdéleni do rizikovych skupin dle Motzera bylo

pouzivano i v indikaci cilené 1é€by. V souCasnosti je preferovan model dle Henga

(DCM, Database Consortium Model) vyjimajici udaj o hladiné LDH, navic vSak

s pridanymi kritérii leukocytozy a trombocytézy (101, 102). V Ceské republice jsou

uzivana tzv. modifikovana MSKCC kritéria s kritériem 2 a vice postizenych organu

(tabulka 3 a 4) (103).

Tabulka 3 — Uzivané prognostické modely pro systémovou Ié¢ébu mRCC

MSKCC | MSKCC | Modif.

Kritéria hodnota 1999 |2002 | MSKCC|DCM

* * * *
Karnofského skore <80
sérova laktat * * *
dehydrogenaza (LDH) |> 1,5 nasobek normalu

* * * *
hemoglobin < dolni hranice normalu

* * * *
korigované kalcium > 2,5 mmol/l (10,0 mg/dl)
¢as od diagnozy do * * *
systémove lecby <1 rok
pocet postiZzenych *
organl 2 avice

*
primarni tumor in situ

*
leukocytdza
*

trombocytoza

Tabulka 4 — Rozdéleni do prognostickych skupin

Prognostické skupiny

pocet rizikovych faktora

dobra prognoza 0
stfedni progn6za 1az2
Spatna prognoza 2 a vice
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ZaCatkem 21. stoleti byla cytokinova Ié¢ba soucasti kombinacni IéCby s 5-
fluorouracilem s objektivni odpovédi u 31% pacientt a celkovy pfezitim (OS) 25
mésicu (98). Na zakladé metaanalyzy 53 studii s celkem 6117 pacienty z Cochrane
databaze je prokazatelny efekt cytokinové lé€by u 12,9% nemocnych s OS 13,3
mésice (v rozmezi 6-27 mésicll) (104). Dulezitym faktorem lécby cytokiny jsou
vedlejsi ucinky lé€by. Jako velmi u€inné imunomodulaéni preparaty pusobi INF-a i IL-
2 Casné tzv. ,flu-like syndrom“ s chfipce podobnymi pfiznaky (horecky, zimnice,
svalové bolesti, bolesti hlavy, nevolnosti) s poCatkem nékolika hodin po podani Iéku a
trvaji pfiblizné 24 hodin. Dale snizeni vSech fad krevnich bunék s rizikem rozvoje
anémie, krvaceni, nachylnosti k infekcim. Mezi dalSi nezadouci uCinky 1éCby patfi
zhorSeni jaternich funkci, prdjmy, slabosti, ztrata viast a dalSi (95, 105, 106). Jak uz

bylo uvedeno vyse, IéCba cytokiny v monoterapii nebo kombinaci s klasickou

T

7.2 Cilena lécba
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Obrazek 23 - Cile systémové Ié€by u renalniko karcinomu. Upraveno podle Klener P jr.
and Klener P: Principy systémové protinadorové Ié¢by. Praha, Grada Publishing a.s.,
2013
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7.2.1 Monoklonalni protilatky

7.21.1 Bevacizumab

Bevacizumab (Avastin®) je rekombinaéni humanizovana monoklonalni protilatka
blokujici VEGF-A. Schvaleni americkou FDA (Food and Drug Administration)
probéhlo v roce 2004 jako prvniho inhibitoru angiogeneze se schalenim uziti u
metastatického kolorektalniho karcinomu. V dalSich letech probéhlo schvaleni

v indikaci I1éCby karcinomu plic, prsu, mozku a v roce 2009 také ledviny (dostupné

online: http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm).

Ve studii AVOREN porovnavajici u€inek kombinace bevacizumabu a INF-a oproti
INF-a samotnému byl median PFS 10,2 mésice u kombinace oproti 5,4 msice u INF-
a samotného (p=0,0001) u pacientd s dobrou a stfedni prognézou. Efekt u skupiny
se Spatnou prognézou nebyl prokazan a nebyla prokazana signifikantni rozdilnost

v OS mezi sledovanymi skupinami (23,3 vs. 21,3 mésicl) (107). Doporuceni pro
bevacizumab je v guidelines EAU (European Association of Urology) a NCCN

(National Comprehensive Cancer Network) pro uziti u pacientu s dobrou a stfedni

0

prognozou v prvni linii IéEby v kombinaci s INF-a (99, 108)

o
N
/Y

PDGFR

VEGFR2

Obrazek 24 - Extracelularni blokada ligandu tyrosinkinazového receptoru, zde VEGF.
Upraveno podle Klener P jr. and Klener P: Principy systémové protinadorové Ié¢by.
Praha, Grada Publishing a.s., 2013
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7.2.2 Tyrosinkinazové inhibitory

Inhibitory intracelularnich tyrosinkinaz (TKI, tyrosine-kinase inhibitors)
membranovych receptorl pro rlstové faktory jsou v sou€asné dobé léky volby u
mRCC. Svym ucinkem blokuji pfenos signalu rastového faktoru jiz na urovni
receptoru. Molekuly uzivané u mRCC jsou multikinazovymi inhibitory, tedy kromé
tyrosinkinazy receptoru blokuji také dalSi intracelularni kinazy paralelnich signalnich
drah. V lécbé mRCC znamenaly revoluci, nejen v samotném sofistikovaném principu
léCby a zlepSeni terapeutického efektu, za pozornost stoji i dobra tolerance 1éCby

s méné vyraznymi nezadoucimi ucinky oproti INF-a, ale i Iékova forma v podobé

peroralné podavanych tablet.

NéjcastéjSimi nezadoucimi uc€inky lé€by TKI jsou obecné poruchy kize jako zména
pigmentace pokozky nebo vlasu, suchost, ztlusténi, rozpraskani €i puchyre dlani a
plosek chodidel (tzv. ,hand-foot syndrome*), krvacivé pfihody, gastrointestinalni
poruchy jako prljem, zvraceni, bolesti bficha, stomatitida, vzacné téz perforace
stfeva. Hypertenze, pokles poctu neutrofilt, anémie, Zilni tromboembolické pfihody
prfevodni srdeCni poruchy, vzacné kardiomyopatie Ci ischemie myokardu. | pozdné
béhem lécby TKI se muze objevit dysfunkce §titné zlazy, pankreatitida, hepatotoxicita
¢i poruchy renalnich funkci. DalSi, zvlasté neurologické symptomy, jsou vzacné.
Nicméné v porovnani s lIé€bou cytokiny jsou TKI tolerovany o mnoho lépe (106, 109—
112).

K IéEbé mRCC jsou v sou€asné dobé schvaleny tyto molekuly: sunitinib (Sutent®),
sorafenib (Nexavar®), pazopanib (Votrient®), axitinib (Inlyta®) a v sou€asné dobé i

cabozantinib (Cabometyx®) a lenvatinib (Lenvima®).

Cilové proteiny pro TKI:

sunitinib: VEGFR2, PGDFR, KIT, RET, CFS-1R, FLT3

e sorafenib: VEGFR, PDGFR, C-RAF, B-RAF, FLT3, c-KIT
e pazopanib: VEGFR, PDGFR, KIT, FGFR

e axitinib: VEGFR, PDGFR, KIT

e cabozantinib: c-Met, VEGFR2

e lenvatinib: VEGFR1-3
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Obrazek 25 - Nejbéznéji cilené membranové receptory riistovych faktort. Upraveno
podle Klener P jr. and Klener P: Principy systémové protinadorové Iécby. Praha, Grada
Publishing a.s., 2013
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Obrazek 26 - Inhibice intracelularni komponenty - tyrosinkinazy - receptorti pro
rustové faktory. Upraveno podle Klener P jr. and Klener P: Principy systémové
protinadorové lIécby. Praha, Grada Publishing a.s., 2013

7.2.21 Sorafenib

Sorafenib (Nexavar®) byl prvnim ze schvalenych (FDA, leden 2005) TKI pro IéCbu
mRCC. Mezi dalSi indikace patfi hepatocelularni karcinom a pokrocily karcinom

Stitné Zlazy. Svym uc€inkem blokuje neoangiogenezi a také rust a motilitu bunék.
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Studie TARGET (Treatment Approaches in Renal Cancer Global Evaluation Trial)
hodnocena v roce 2007 prokazala na souboru 903 pacientl randomizovanych 1:1
efektivitu sorafenibu proti placebu u pacientl po IéCbé cytokiny zlepSeni PFS (5,5 vs.
2,8 mésice; p<0,01) (113). DalSi provedené studie mirné odliSného designu udavaiji
mirné vysSi PFS oproti TARGETu (5,5-6,5 mésice) (111). V 1éEbé mRCC je
indikovan v druhé linii po TKI, nebo ve tfeti linii po mTOR inhibitorech (99, 108). Ve
studii INTORSECT bylo srovnavano PFS a OS ve druhé linii po TKI mezi sorafeniem
a mTOR inhibitorem temsirolimem. Nebyl nalezen signifikantni rozdil v PFS (3,9
vs.4,3mésice; p=0,19), signifikantné v8ak bylo lepsi OS v souboru se sorafenibem
(16,6 vs. 12,3 mésice; p=0,01) (114).

trametinib, PD0325901,
MEK162/ARRY-162,
TAK-733

I_J

proliferace
/ 9 X / adhez,v,fa
franskripcni transkrip&ni ‘irqnskrlpce — motilita
faktory faktory

N
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Obrazek 27 - Inhibice RAS-RAF-MEK-ERK signalni drahy. Upraveno podle Klener P jr.
and Klener P: Principy systémové protinadorové Ié¢by. Praha, Grada Publishing a.s.,
2013

7.2.2.2 Sunitinib

Nejcastéji uzivanym TKI v prvni linii I€€by mRCC s dobrou a stfedni prognézou
svétlobunécné histologie a také v prvni linii [éEby nesvétlobunéénych mRCC je
sunitinib (Sutent®). Registrovan FDA je od roku 2006, kdy byla prokazana efektivita

u pacientud predlécenych INF-a. V souboru 63 lé€enych pacientl byla ¢aste¢na
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odpovéd (PR, partial response) prokazana u 40% a dalSich 27% vykazovalo stabilni
onemocnéni (SD, stable disease) po 3 a vice mésicich. Median PFS byl 8,7 mésice
a OS 16,4 mésice (115). V prvni linii IéCby prokazal sunitinib oproti INF-a vyrazné
prodlouzeni PFS (11 vs. 5 mésicu; p=0,001), OS (26,4 vs. 21,8 mésicu; p=0,051) a
vyraznéjSi objektivni odpovéd na 1ébu (47% vs. 12%; p=0,001). Kromé toho byla
hodnocena také kvalita Zivota (QoL, quality of life), ktera byla vyrazné lepSi v rameni
se sunitinibem (116). Aktualné zdstava sunitinib na pozici Iéku volby v prvni linii IéCby

vétsiny mRCC.
7.2.2.3 Pazopanib

Pazopanib (Votrient®) je indikovan v prvni linii IéEby svétlobunécného mRCC, nebo
v druhé linii po TKI nebo cytokinové IéCbé. Ve srovnani s placebem u skupiny bez
pfedchozi |é€by dosahoval pazopanib medianu PFS 11,1 mésice oproti 2,8 mésicim
u skupiny s placebem (p<0,0001) a u skupiny pfedléCenych cytokiny pak 9,2 vs. 4,2
mésice (p<0,0001). Rozdil v OS vSak nebyl mezi obéma skupinami statisticky
vyznamny (22,9 vs. 20,5 mésice, p=0,229), vysledek je vSak zkreslen Eetnymi cross
overy v ramenech studie, tedy pfechodu z placeba na ucinnou IéCbu pfi progresi
(117). Ve srovnani se sunitinibem v randomizované studii (COMPARZ) byla
prokazana non-inferiorita pazopanibu oproti sunitinibu, rozdil nebyl statisticky
signifikantni v PFS (1,05; 95% ClI, 0,9-1,22) ani v OS (0,91; 95% ClI, 0,76-1,08) lépe
vSak byla hodnocena kvalita zivota pfi uzivani pazopanibu (118). Pfimo se
tolerabilitou I1&éCby a kvalitou Zivota zabyvala randomizovana cross over studie studie
PISCES sleduijici preferenci pacientl. Signifikantné vétsi byla preference pazopanibu
(70%) oproti sunitinibu (22%) pro nizSi toxicitu, 8% pacientt bez preference
(p<0,001) (119).

7.2.2.4 Axitinib

Axitinib (Inlyta®) je TKI druhé generace inhibujici pouze VEGFR1-3. Indikovan je

v duhé linii po selhani TKI nebo cytokinl a jako takovy byl také hodnocen ve studii
AXIS oproti sorafenibu. V celém souboru 723 pacientd bylo prokazano zlepSeni PFS
v rameni s axitinibem (6,7 mésicul) oproti sorafenibu (4,8 mésice). Vyraznéjsi efekt
byl u pacientl po selhani cytokinové léCby (12,1 vs. 6,5 mésicl; p<0,0001), u
pacientu pfedléCenych sunitinibem nebyl rozdil tolik markantni (4,8 vs. 3,4 mésice;
p<0,01) (120).
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7.2.2.5 Cabozantinib

Mezi nové schvalené TKI v IéEbé mRCC je cabozantinib (Cabometyx®). Kromé
VEGFR blokuje také kinazu c-Met. Ve studii METEOR byla hodnocena ucinnost a
bezpeénost v druhé linii IéCby po selhani TKI oproti everolimu. Cabozantinib vykazuje
delSi OS (21,4 vs. 16,5 mésicu; p=0,00026) i PFS a lepSi objektivni odpovéd (17%
vs. 3%; p<0,0001). Cetnost zavaznych vedlejSich G&inkl IéSby obéma preparaty byla
shodna (40% vs. 39%) (38).

7.2.2.6 Lenvatinib

Mezi TKI nové generace patfi i lenvatinib (Lenvima®). Je FDA schvalen k |1é¢bé
metastatického karcinomu §titné Zlazy, pro mRCC zatim ve fazi klinickych studii.

V druhé linii 1éEby po selhani TKI byl hodnocen v randomizované studii 2 faze oproti
everolimu a kombinaci lenvatinib + everolimus u svétlobunééného mRCC. Lenvatinib
signifikantné prodlouzil PFS oproti everolimu samotnému jak samostatné (HR 0,61;
p=0,048) tak v kombinaci lenvatinib + everolimus (14,6 vs. 5,5 mésict; HR 0,4, 95%
Cl 0,24-0,68; p=0,0005) (121).

7.2.3 Inhibitory mTOR

DalSi skupinou lékl uzivanych v 1ébé mRCC jsou inhibitory kinazy mTOR, pfesnéji
komplexu mTORCH1, ktery disociuji a tim inhibuji. mTORC1 je soucasti signalni drahy
pod PI3K prenasejici signaly pro bunécny rust, proliferaci, angiogenezi a prezivani

bunky.
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Obrazek 28 - Inhibice PI3K-AKT-mTOR signalni drahy. Upraveno podile Klener P jr. and
Klener P: Principy systémové protinadorové lééby. Praha, Grada Publishing a.s., 2013

7.2.3.1 Everolimus

Everolimus (Afinitor®) je oralni mTOR inhibitor indikovany k 1é¢bé mRCC a HER-2
negativniho karcinomu prsu u postmenopauzalnich Zen. V ramci lé€by mRCC je pak
fazen everolimus do prvni linie IéEby u nesvétlobunéénych typd mRCC a do druhé &i
treti linie po selhani VEGFR inhibitord. Ve studii RECORD-1 byla hodnocena
efektivita everolimu po selhani VEGFR inhibitort oproti placebu. Median PFS byl ve
prospéch everolimu 5,5 vs. 1,9 mésicl (p<0,001), nebyl vSak prokazatelny rozdil

v OS, 14,8 vs. 14,4 mésicl (p=0,162). Mezi nejCastéjSi vedlejSi ucinky IéCby patfily
infek&ni komplikace, dyspnoe, slabost a nevolnosti (122). V sou€asné dobé jsou po
selhani TKI efektivnéj§i moznosti I€Cby (cabozantinib, nivolumab), vzhledem

k dostupnosti je vSak everolimus pevnou soucasti Ié¢ebného protokolu.
7.2.3.2 Temsirolimus

Temsirolimus (Torisel®) byl schvalen k terapii mMRCC a lymfomu z plastovych bunék
v roce 2007. V léCebné strategii mMRCC ma temsirolimus misto v prvni linii |€Cby

nesvétlobunééného mRCC a svétlobunééného mRCC se Spatnou prognézou. Ve
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studii porovnavajici efekt I€é€by oproti INF-a prokazal temsirolimus prodlouzeni OS
(10,9 vs. 7,3; p=0,008) (123). Studie INTORSECT vsak neprokazala vyssi efektivitu
temsirolimu proti sorafenibu u pacientt po selhani Ié€by sunitinibem (PFS 4,3 vs. 3,9
mésice; p=0,19; OS 12,3 vs. 16,6 mésicl; p=0,01), proto neni temsirolimus

doporucovan v dalSich liniich 1éEby po selhani TKI (114).

7.2.4 Inhibice PD-1/PD-L1

Zcela novym konceptem moderni terapie mRCC je cilena imunomodulacni léCba
blokadou nadorové inhibice imunitniho systému. PD-1 (programmed death 1) je
membranovy protein z rodiny CD28/CTLA-4 exprimovany na aktivovanych T-
lymfocytech, jeho intracelularni komponenta je tyrosinova kinaza s inhibi¢nim
efektem na navazujici signalni drahu. Po vazbé specifickych ligandi PD-L1 a PD-L2
je funkce T-lymfocytl (produkce cytokinu a také proliferace) utlumena. PD-L2 je
exprimovan na antigen prezentujicich burikach a ma ulohu v navozeni tolerance vici
vnéjSim antigenim. PD-L1 je exprimovan na povrchu nadorovych i nenadorovych
bunék, nadoroveé buriky tak inhibuji ataky imunitniho systému. Blokadou vazby PD-

1/PD-L1 se protinadorova imunitni odpovéd obnovuje (9, 12, 124)
7.2.4.1 Nivolumab

Jedna se o anti-PD-1 humanizovanou IgG4 monoklonalni protilatku blokujici PD-1 T-
lymfocytd. Nivolumab (Opdivo®) indikovan v 1éEbé metastatického maligniho
melanomu, nemalobunécného plicniho karcinomu, pokrocilého a metastatického
renalniho karcinomu a ovarialniho karcinomu. V druhé linii IéCby po selhani TKI je
nivolumab superiorni oproti everolimu jak v dosazeni OS (HR 0,73, 95% CI, 0,57-
0,93; 25 vs. 19,6 mésicu; p<0,002), tak objektivni odpovédi (25% vs. 5%, p<0,001).
Median PFS nebyl signifikantné rozdilny (4,6 vs. 4,4 mésice, p=0,11) (125). Zde je
nutné vzit v uvahu biologii protinadorového efektu nivolumabu. Po inhibici PD-1 je
tumor infiltrovan délicimi se T-lymfocyty a samotna jejich pfitomnost véetné rozvoje
zanétlivé protinadorové reakce zvétSuje objem nadorovych loZisek. Navic vlastni
protinadorova odpoveéd se dostavuje s urCitym zpozdénim, Ize tedy pozorovat i vznik
novych lozisek, které nasledné regreduji. Tyto jevy pak ve zvyklém hodnoceni PFS

pomoci RECIST kritérii vede k faleSné horsim vysledkim nivolumabu (12). Proto jsou
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sestavena a validovana nova kritéria hodnoceni terapeutické odpovédi, tzv. immune-
related response criteria, IrRECIST (126). | kdyZ pfedchazejici studie naznaCovaly
moznou predikci efektu inhibitordl PD-1 pomoci IHC stanoveni exprese PD-L1 v tkani
nadoru pfed lé€bou (objektivni odpovéd u IHC PD-L1 negativnich 0%, IHC PD-L1
pozitivni pak 36%; p=0,006) (127), nasledné studie tyto zavéry nepotvrzuji (128) a
analyza tumordzni tkané na pfitomnost PD-L1 neni pfed Ié¢bou indikovana (129).

Nivolumab je nyni, pokud je dostupny, striktné indikovan v naslednych liniich 1éCby
po selhani TKI (129).

Mezi dalSi pouzivané inhibitory PD-1 patfi pembrolizumab zatim uzivany v terapii
metastatického melanomu.

7.2.4.2 Inhibitory PD-L1

Monoklonalni protilatky proti PD-L1 zatim prochazeji studiemi I. a |l. faze. Dosud byly
publikovany vysledky s 12% objektivni odpovédi u mRCC, 17% u melanomu a 10% u
nemalobunécéného karcinomu plic (124).

T-lymfocytdrnireceptor
rozpozndvajici
nadorovou bunku

MHC prezer

PD-L1 se vdie na PD-1
— inhibuje T-buné&cnou
imunitni odpovéd’

Obrazek 29 - Nadorova inhibice T-bunééné odpovédi. Upraveno podle Klener P jr. and
Klener P: Principy systémové protinadorové Ié€by. Praha, Grada Publishing a.s., 2013
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Protilatka (Nivolumab)
blokujici inhibiéni signdl
na PD-1

Protilatky
(BMS936559)
blokujici PD -L1 na
nddorové buiice

Obrazek 30 - Blokada nadorové inhibice imunitni odpovédi. Upraveno podle Klener P
jr. and Klener P: Principy systémové protinadorové Iécby. Praha, Grada Publishing
a.s., 2013
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8 Moznosti predikce ucinnosti cilené Ié¢by

8.1 Prediktivnhi nomogramy

Bylo publikovano nékolik modell k predikci efektu antiangiogennich latek. ZaloZzeny
jsou vesmés na klinickych a biochemickych faktorech. V roce 2008 publikoval Motzer
et al. prediktivni nomogram PFS (progression-free survival, pfeziti bez progrese) pfi
|éCbé sunitinibem (130). Soucasti nomogramu jsou kromé jiz uzivanych MSKCC
kritérii téZ pfitomnost plicnich respektive jaternich metastaz, pocet metastaz,
trombocytoza, hladina alkalické fosfatazy a neodstranény primarni nador. Heng et al.
v r. 2009 zahrnul neutrofilii a trombocytézu ke ¢tyfem z péti MSKCC kritériim
(hemoglobin, korigovany vapnik, performance status a ¢as od diagnézy do |é¢by)

k predikci mortality pfi anti-VEGF lé¢bé (101). Karakiewicz et al. v r. 2011
komparoval vysledky predikce PFS u pacientl Ié€enych INF + bevacizumabem a INF
samotnym pomoci nomogramu zahrnujiciho performance status, ¢as od diagnézy do
IéCby, hladinu sérového albuminu a alkalické fostatazy s Motzerovymi kritérii,
vysledky byly vyznamné zpfesnény (131). Tato studie byla opakované validovana

(132). Index konkordance téchto nomogramu je pfiblizné 60-75%.

8.2 Markery stanovované z tkané tumoru

Nadorova tkan je vySetfena patologem nejen histologicky, ale ke stanoveni pfesné
diagnodzy je v souCasné dobé nezbytné i vySetfeni imunohistochemické a genetické.
Jak bylo zminéno v uvodu, i jediny nador je tvofen heterogenni tkani s rozdilnymi
genovymi mutacemi DNA v rlznych mistech nadoru (5). VySetieni tkariovych
markeru je tedy z tohoto pohledu limitovano omezenym poc¢tem vySetfovanych
vzorkl. Zda tato skute€nost ovliviuje i odpovéd tumoru na cilenou lé€bu je otazkou

pro dal$i studie.
8.2.1 Alterace VHL (von Hippel-Lindau) genu

VHL gen je tumor supresorovy gen lokalizovany na kratkém raménku 3. chromozomu
kéduijici proteiny, tzv. pVHL, které v multiproteinovych komplexech reguluji expresi
riznych gen(, ovliviuji tak tvorbu a ukladani extracelularni matrix a protein(
mikrotubuld zapojenych do procesu mikroangiogeneze a nadorové invaze. Ugastni
se téz regulace bunécéného cyklu cestou p53. Diky deficitu VHL proteind se snizuje

odbouravani HIF -1a a jeho koncentrace roste i za normalnich (normoxickych)
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podminek. Tzv. VHL syndrom je autozomalné dédicny syndrom charakterizovany
vyskytem vaskularizovanych tumort (hemangioblastomy mozku, sitnice, tumory
ledvin a jater), pfi€inou je delece kratkého raménka 3. chromozomu obsahujici VHL
gen. Ruzné alterace VHL genu (hypermetylace ¢i mutace) jsou vSak nalezeny i

v témér 70 % sporadickych karcinomu ledviny (133). Pfitomnost VHL alterace
predikuje lepSi prognozu, delsi PFS (133, 134). Vliv na progresi tumoru maji pouze
tzv. ,loss-of-function mutace (mutace se ztratou funkce genu) (133, 135). Rini et al.
prokazali 60% vyskyt alteraci VHL genu u pacientd s mRCC, objektivni odpovéd na
léCbu TKI mélo 48% z nich oproti 35% pozitivnich odpovédi u pacientd s normalnim
VHL genem. Také nalezl vysoké procento, 89,2%, alterovaného VHL genu u
sporadickych karcinomu (136). Pfitomnost nealterovaného VHL genu €i mutace VHL
s vy$Si produkci VEGF korelovalo se Spatnou prognézou a agresivnéjsim fenotypem
tumoru (137). VySetieni alterace VHL genu lze povazovat za mozny prediktor efektu

antiangiogenni lécby.
8.2.2 HIF-a (hypoxii indukovany faktor -a)

Hypoxii indukované faktory (HIFs) jsou transkrip&ni faktory regulujici na 200 genu
zapojenych do zasadnich signalnich drah tumorigeneze. HIF-a ma nékolik
podjednotek, diskutovany jsou dvé, HIF-1a a HIF-2a. HIF-1a se kumuluje v situacich
hypoxie bunky ¢i pfi deficitu pVHL. HIF-1a vstupuje do jadra bunky, kde po spojeni
s B podjednotkou tvofi aktivni heterodimer a reguluje geny ovliviujici neoangiogenezi
ve stavech hypoxie, proteiny kédované cilovymi geny jsou VEGF (vascular
endothelial growth factor), PDGF (platelet derived growth factor) a dalSi (25, 27, 82).
Dale v jadre bunky stabilizuje protein p53 a tim indukuje apoptdzu bunky, jako reakci
na hypoxii. Dale ovliviiuje metabolismus glukézy, erytropoézu (138) a inhibuje
onkoprotein c-Myc (139). Produkce HIF-2a neni ovlivnéna pVHL a na rozdil od HIF-
1a stimuluje aktivaci c-Myc (139). ZvySena exprese HIF-a byla nalezena v 75%
svétlobunécnych a pouze v 38% nesvétlobunéénych RCC (140). Jako prediktivni
marker pfeziti u mRCC je kontroverzni, nezavislé studie si svymi vysledky odporuji.
Lindgren et al. v r. 2005 popisuje zvySenou expresi HIF-1a jako nezavisly pfiznivy
prediktivni faktor u skupiny 66 pacientd s ccRCC (Western blot) (141), nasledujici
studie stejnych autorli z r. 2006 se skupinou 176 pacientu tyto zavéry nepotvrzuje
(142). Klatte et al. v r. 2007 publikoval opaéné zavéry, v souboru 141 pacientd méla

skupina s vysokou expresi HIF-1a signifikantné horsi preZziti, nez pacienti s nizkou
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expresi (13,5 mésicl versus 24,4 mésice). V této studii byly HIF-1a a
karboanhydraza IX (CAIX) nejsiln&jSi prognostické faktory (143). Rozdily ve
vysledcich studii mohou byt dany nesourodosti soubord, rozdilnymi metodikami
detekce. LepSi odpovéd na IéCbu sunitinibem (parcialni i kompletni regrese) byla
pozorovana u pacientl s vysokou expresi HIF-1a nebo HIF-2a ve tkani tumoru, napf.
objektivni odpoveéd byla zaznamenana u 76 % pacientl s vysokym stupném exprese
HIF-2a a jen u 13% s nedetekovatelnym HIF-2a (144, 145). Toschi et al. prokazal
rozdilnou citlivost syntézy HIF-a podjednotek na inhibitory mTOR, produkce HIF-1a
je vyrazné senzitivnéjsi (146). Gordan et al. nalezl v souboru 160 pacientd s VHL
inaktivaci rozdilnou expresi HIF-a, skupina s expresi obou podjednotek (HIF-1a i
HIF-2a — H1H2) a s expresi pouze HIF-2a (H2). U tumord H1H2 byla vyrazné
aktivovana Akt/mTOR cesta, u skupiny H2 exprese c-Myc. Efekt inhibitord mTOR Ize
oCekavat vétsi u H1H2 skupiny (147).

8.2.3 Vaskularni endotelialni riistovy faktor (VEGF) a VEGF receptor
(VEGFR)

VEGEF je dimericky glykoprotein podporujici angiogenezi tumoru. Produkce VEGF je
zvysSena u renalnich karcinomu s alteraci VHL genu (148), tedy hlavné
svétlobunécnych, nalezena byla vSak také u papilarnich renalnich karcinomu (149).
Zvysena exprese ve tkani je spojena se stage a grade tumoru, nekrézou (150)
agresivnéjSim fenotypem tumoru a signifikantné kratSim prezitim (148). V kombinaci
se stanovenim hladin dalSich proteint inkorporovanych do signalnich drah
angiogeneze (napfiklad cyklooxygenaza 1 - COX-1, CD147, karboanhydrazou IX -
CAIX apod.), muze byt vypovidajici hodnota VEGF v progn6ze onemocnéni i predikci
efektu TKI zpfesnéna (151-153).

Casto jsou studovany defekty genti pro VEGF nebo VEGF receptor (VEGFR) na
podkladé polymorfismu jednotlivych nukleotidd (SNP, single-nucleotide
polymorphism). Popsany byly jednotlivé SNP se signifikantnim vztahem k PFS a OS
u pacientu Ié€enych sunitinibem. Signifikantné horsi PFS a OS pfi uzivani sunitinibu
v prvni linii l6Eby méli pacienti s prokazanymi polymorfismy z tkané tumoru VEGFA
CC rs 699947, VEGFA CC rs2010963, VEGFR3 CG rs6877011 (154). V jiné studii
byly nalezeny SNP s korelaci s lep§im PFS a OS pfi 1é¢bé TKI, jmenovité VEGFA CT
rs 833061, VEGFA GC rs2010963 (155). V dalSi ze studii, zaujimajici 101
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vySetfovanych pacientl s prvni linii sunitinibu pro mMCCRCC, byly nalezeny dva
VEGFR3 SNP signifikatné souvisejici s kratSim PFS, a to rs307826 a rs307821.
V Casti studie sledujici toxicitu 1éEby pak SNP rs776746 v genu pro CYP3A5.1 (156)

Imunohistochemickou analyzu tkané primarné metastatického CCRCC provedli You
et al. v roce 2015, ze studovanch biomarkert pak s prodlouzenim PFS, i objektivni
odpovédi korelovala zvy$ena exprese VEGFR2 (157). Oproti nasemu projektu nebyla

provedena korelace s expresi ve zdravé tkani.
8.2.4 Karboanhydraza IX (CAIX)

Jedna se o HIF-1a regulovany transmembranovy protein regulujici intracelularni a
extracelularni pH v zavislosti na mife hypoxie v tumorozni tkani a anaerobnim
metabolismu. U mnoha solidnich metastatickych nadort je vysoka exprese CAIX
znakem agresivniho fenotypu a Spatné prognézy (158, 159). U renalniho karcinomu,
lokalizovaného i metastatického, je popisovan vSak vztah vysoké exprese CAIX

s pfiznivéjSi prognozou (134, 151, 160). Diky mutacim VHL genu ve vétsiné
renalnich karcinomu je silny vztah mezi expresi CAIX a VEGF. Nizka exprese CAIX
zvlasté ve spojeni s vysokou expresi VEGF (151) a absenci mutace VHL genu (134)
ukazuje na agresivni fenotyp a Spatnou prognézu renalniho karcinomu. Jako
prediktor efektu biologické 1éCby je CAIX jen omezené vyuZitelna. Rozdilny efekt
léCby dvéma typy TKI, sunitinibem a sorafenibem, ve vztahu k expresi CAIX popsal
Choueiri et al. Primérné zmenseni nadorové masy dle RECIST kriterii u pacientu
IéCenych sunitinibem bylo -17% u skupiny s vysokou expresi versus -25% u skupiny
s nizkou expresi, kdezto u pacientl Ié€enych sorafenibem byl rozdil mezi témito

skupinami vyrazny, -13% vs. +9% (161).

8.2.5 PI3K/Akt/mTOR signalni cesta

Signalni cesta tzv. sav€iho rapamycinového receptoru (mTOR — mammalian target of
rapamycin) reguluje bunéény rast, pfezivani a angiogenezi. Autokrinni stimulaci
nadorové bunky po vazbé VEGF a PDGF a povrchové receptory ve sténé nadorové
burky aktivuje PI3K (fosfatidil inozitol 3- kinazu). Produkty této kinazy podmiruji
aktivaci Akt (jinak téz PKB - protein kinaza B). Aktivovana Akt jednak pusobi anti-

apoptoticky, podporuje bunéény rast a angiogenezi fosforylaci Sirokého spektra
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substratli v cytoplazmé, véetné mTOR (82, 83). Dysregulace PI3K/pAkt/mTOR
signalni cesty je znakem svétlobunécného i papilarniho renalniho karcinomu (162,
163).

e pAkt/PKB (protein kinaza B)

Zavéry studii sledujici vztah pAkt a prognézy onemocnéni nejsou jednoznacne.
Pantuck et al. popisuje pfiznivéjSi progndzu lokalizovaného karcinomu s vysokou
expresi pAkt v jadfe, naopak vysoka exprese cytoplazmatické pAkt byla spojena

s horsi progn6zou mRCC. U lokalizovaného karcinomu byla nalezena vysSi exprese
jadrové pAkt, nez v tkani mRCC (164). Na souboru vzorku 19 pacientl uzivajicich
temsirolimus prokazal Cho et al. vy$Si expresi pAkt pouze u objektivnich respondér
(165).

e mTOR

mTOR (mammalian target of rapamycin; sav€i rapamycinovy receptor) vytvari
s dalSimi proteiny funkéni komplexy (mMTORC1 a mTORC2) a reguluje bunéc¢ny rust,
proliferaci, motilitu, pfezivani a syntézu proteint. Vyraznéjsi exprese mTOR ve

vzorcich mRCC korelovala s lepS§i progndzou (166).
e pS6 (ribozomalni protein S6)

Ribozomalni protein S6 je kinaza regulovana mTOR, v buné¢ném jadfe ovliviuje
mMRNA translaci. Vysoka exprese byla nalezena u svétlobunéénych renalnich
karcinom(, tumorl s vy$Sim gradem a stagem a u generalizovaného onemocnéni.

V multivarietni analyze se pS6 ukazal jako nejsilngjSi prediktor DSS (disease specific
survival) (164). Cho et al. v souboru 20 pacientl prokazal, Zze vysoka exprese pS6
koreluje s odpovédi na IéCbu temsirolimem, naznaceny trend byl téZ pro pAkt, navic
objektivni odpovéd na |[éEbu mTOR inhibitory byla pouze u pacientu se zvySenou
expresi pS6 nebo pAkt (165).

e PTEN (Phosphatase and tensin homolog)

PTEN je tumor supresorovy protein, regulujici mTOR signalni cestu inhibici PI3K

a potazmo pAkt. Mutace PTEN genu jsou v RCC pomérné vzacné a jsou
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spojeny s horSi prognézou (167). Nizka exprese PTEN spolu s vysokou expresi
pAkt korelovala s horSim pFezitim (168). Nicméné, jako prediktor efektu IéCby

temsirolimem u mRCC se PTEN neprokazal (169).

8.3 Markery stanovované v periferni krvi
8.3.1 Cirkulujici VEGF

Paule et al. v r. 2010 prokazal signifikantné vy$si hladiny cirkulujicich izoforem VEGF
(VEGF121 a VEGF165) u pacientt odpovidajicich na Ié€bu sunitinibem (parcialni
odpovéd - PR ¢i stabilni onemocnéni - SD). Vysledky byly stejné pfi analyze
transkripni mMRNA v tumordozni tkani pomoci RT-PCR (170). S délkou preziti téz
korespondoval pomér cirkulujicich izoforem VEGF121/VEGF 165, u pacientt

s pomérem nizSim nez 1,25 bylo celkové prezité signifikantné vy$si nez u pacientu

s pomérem vysSSim 1,25. Jako prediktoru nelze cirkulujici VEGF (cVEGF) uZzit u
vSech metastatickych nadoru, signifikantné vySsi hladiny byly zjistény pouze u mRCC
s prokazanym deficitem pVHL. ZvySeni hladiny cVEGF muze byt téz arteficialni pfi
aktivaci trombocytu ve vySetfované krvi v pribéhu zpracovani. Ve studii
porovnavaijici hladiny cVEGF v riznych médiich (citratova plazma, PECT — medium
obsahujici inhibitory aktivace trombocytl a resuspenze trombocytl) ve skupiné
zdravych dobrovolnikl, pacientd s metastatickymi nadory jinymi nez renalnimi a
mRCC byly signifikantné vyS$si hladiny pouze u mRCC i pfi vylou€eni arteficialniho

zvySeni pfi trombocytarni aktivaci (171).
8.3.2 Cirkulujici CAIX

Solubilni cirkulujici CAIX (cCAIX) v periferni krvi byla poprvé stanovena Zavadou et
al. v 2003. ZvySené hladiny cCAIX byly nalezeny pfevazné u pacientl s RCC pfi
porovnani s jinymi nez renalnimi karcinomy a zdravymi kontrolami. Prokazali také,
Zze cCAIX ma pavod v nadorové mase, sérové hladiny se po nefrektomii
minimalizovaly (172). Byla nalezena korelace mezi hladinou cirkulujici CAIX a
velikosti tumoru a stage (173, 174), dale také byly zaznamenany zvySujici se hladiny
pfi progresi €i rekurenci onemocnéni (173). Vyznam cirkulujici CAIX v predikci

renalniho karcinomu je vSak jesté tfeba potvrdit dalSimi studiemi.

8.3.3 NGAL (Neutrophil gelatinase associated lipocalin)
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Jedna se o protein upregulovany v burikach vystavenych zatézi a také v burnikach
tumoru. Ma protektivni ucinky pfi ischemii tkani. ZvySené hladiny jsou spojené se
snizenym prezitim bez progrese u pacientl Ié€enych sunitinibem (3,4 vs. 8,2 mésice)
(175). Jako diagnosticky marker je NGAL studovan v souvislosti s histologickymi typy
RCC, nejvysSsi exprese byla nalezena u papilarniho a chromofobniho renalniho

karcinomu, a moznosti Casné diagnostiky metastatické progrese RCC (176).

8.3.4 CRP (C-reaktivni protein)

CRP je protein akutni faze, jehoz plazmatické koncentrace vzrustaji
nékolikasetnasobné jako odpovéd na infekce, trauma, autoimunni inzulty Ci
malignitu. ZvySené hladiny CRP (jiz nad 4ng/ml) byly prokazany jako nezavisly
prediktor Spatné prognoézy celkového preziti u pacientt s RCC (177). Jako specificky

prediktivni marker efektu biologické Ié€by mRCC neni pouzitelny.

8.3.5 Trombocytéza a leukocytoza

Trombocytdza a leukocytéza jsou soucasti nékolika prediktivnich nomogramu (101,
130, 178). Nicméné, jiné prace prognostickou hodnotu hladiny trombocyt(

nepotvrzuji (179).
8.3.6 Cirkulujici endotelialni bunky

Cirkulujici endotelialni buniky (CECs) jsou zralé buriky endotelu cév, které se uvolriuji
z intimy cév pfi fyziologickém obratu endotelii. ZvySuji také svoji etnost pfi riznych
chorobnych stavech spojenych s poskozenim endotelu, jako je infarkt myokardu,
rejekce transplantovanych §tépu, infekEni nemoci nebo pfi malignich onemocnénich
(180). Byla nalezena korelace mezi hladinami cirkulujicich endotelialnich bunék a
PFS u pacientl Ié€enych bevacizumabem pro kolorektalni karcinom. U respondért
bylo zaznamenano signifikantni snizeni hladin CEC, signifikantné delSi PFS méli
pacienti s nizsi vychozi hladinou CEC, tedy méné nez 40 CEC/ml periferni krve
(181). Korelaci mezi poc¢ty CEC a odpovédi na 1ébu mRCC sunitinibem prokazal
Gruenwald et al. Casné zvyseni po&tu CEC u respondér( na léébu TKI korelovalo
také s delSim PFS (182). Progenitorové burky (CEP) uvolfiované z kostni diené
osidluji ischemické tkané a podili se na novostavbé cév, v periferni krvi jsou téz

zmnozené pfi progresi nadorového rlstu. Farace et al. popsal ve studii s 5 pacienty
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zvySeni pocta cirkulujicich progenitorovych bunék (CEP) u respondérl na
antiangiogenni léCbu kombinovanou s cisplatinou (183). V dalSi studii vSak vztah
mezi zvySenym poc¢tem cirkulujicich progenitorovych bunék (CD45dim, CD34+ a
VEGFR2+) a efektem sunitinibu u mRCC neprokazal. Signifikantné kratsi vSak byl
PFS a OS (184). Moznost uziti CEC a CEP jako ¢asnych markeru efektu podavané

antiangiogenni IéCby musi prokazat dalSi studie.

8.4 miRNA (mikroRNA)

Takzvané mikro-RNA (miRNA) jsou nekodujici kratké (cca 20 nukleotidu) useky
RNA, hraji vyznamnou ulohu v posttranskripéni regulaci exprese mnoha onkogenu a
tumor supresorovych genut a sami o sobé predstavuji velmi slibnou skupinu
biomarkert. MiRNA jsou velmi stabilni molekuly a proto je Ize dobfe stanovit a
kvantifikovat v tkanich, i fixovanych formalinem a konzervovanych v parafinovych
blocich (FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded) i télnich tekutinach. Lze je tedy
zkoumat i retrospektivné. Vyuzivaji se tedy i cirkulujici miRNA, v souCasné dobé
zatim nejvétsi vyznam maiji v detekci karcinomu prsu, plic, ovaria, prostaty Ci
kolorekta (15).

V soucasné dobé jsou miRNA teréem mnoha studii sledujicich vztah exprese
uréitych miRNA a metastatického renalniho karcinomu, at’ uz jako prognosticky faktor
preziti, tak i efektu Ié€by TKI. Prior et al. v in vitro experimentu screeningem z celkem
673 miRNA identifikovali 64 rozdilné exprimovanych miRNA ve skupinach pacient(

s dobrou odpovédi na podavany sunitinib a se Spatnou odpovédi. Selektovali 7
miRNA a pomoci RT-PCR tyto kvantifikovali v testovaci skupiné. Jako nejpfesné;si
prediktor efektu sunitinibu vySel usek MiR-942. Vysoka exprese miR-942, miR628-
5b, miR-133a a miR-484 byla signifikantné asociovana s kratsim PFS i OS. Stejné
useky byly zvySené exprimovany i v bunéénych liniich rezistentnich k sunitinibu
(Caki-2) (185). Lukamowicz et al. ve své studii nalezli snizeni exprese miR-99b-5p u
pacientu s kratkou dobou PFS (<8 mésicu) a TKI non-respondéru. P¥i validaci
pomoci RT-PCR byla navic potvrzena zvySena exprese této miRNA u jasnych
respondérl IéCby (186). Khella et al. v obdobném schématu nalezli signifikantni

korelaci mezi miR-221 overexpresi a kratkym PFS. Navic prokazali antiangogenni a
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antiproliferativni u€inky miR-221 a miR-222 na bunécné linii endotelialnich bunék
(187).

8.5 Markery stanovované v moci

NMP-22 (nuclear matrix protein — 22) je biomarker uzivany ke screeningu a
monitoraci karcinomu mocoveého méchyfe uznany FDA. VySsi hladiny v mo i byly
nalezeny také u pacientl s RCC (188). Studovany byly téZ mocové hladiny
aquaporinu 1 (AQP1) a adipofilinu, ukazaly se jako specifické i dostateCné senzitivni

biomarkery k ¢asné diagnostice renalniho karcinomu z proximalnich tubult (189).

8.6 Dalsi

Moznost zhodnoceni efektu jiz podavané 1éCby a v kratkém intervalu od prvniho
podani je uzite€né pro dalsi planovani lécby. Jednim z vedlejSich efektd podavani
antiangiogenni léCby ovlivhujici VEGF drahu je hypertenze. Jeji pficiny nejsou
pfesné znamy, udavan je negativni vliv TKI na produkci NO. Byl vSak nalezen
signifikantni efekt 1é€by a lepSi PFS u pacientt s rozvinutou hypertenzi (tedy vice nez
140/90mmHg) zpusobenou IéEbou sunitinibem (190). Rozvoj hypertenze Ize tedy
povazovat na ¢asny indikator u€innosti IéCby sunitinibem. Samotné vysSetfovani
zobrazovacimi metodami v kratkém odstupu od zahajeni IéCby Ize uzit nejen jako
zhodnoceni efektu l1éCby, ale dle miry zmén sledovanych parametrli je mozno i
predikovat dalSi chovani tumoru. Nakaigawa et al. v roce 2016 hodnotil preziti u
pacientl s mRCC pred Ié¢bou vySetfenych FDG PET-CT v zavislosti na hodnoté
nejvysSi naméfené aktivity FDG akumulujicich lozisek. S vy§Sim SUVmax byl trend
k horsi prognéze. V podskupiné pacientd s SUV max < 7,0 bylo celkové preziti (OS)
41,9 mésicu, ve skupiné s SUV max 7,0-12,0 primérné 20,6 mésicu, ve skupiné

s SUV =12 bylo OS 4,2 mésice (191). Jina studie od autort Ueno et al. z roku 2012
udava, ze vysetieni FDG PET-CT 1 mésic po zahajeni [éCby mlze byt pouzito

k predikci dalSi odpovédi na léCbu, lepSi efektivita byla prokazana u pfipadu, kdy
SUVmax pokleslo 0 20% a vice (192). DalSi studie (Horn et al.) hodnoti efekt
sunitinibu v I6€bé MCCRCC pomoci nejen detekce zvySeni metabolismu pomoci

18FDG, ale také proliferacni aktivitu pomoci 18FLT (18-fluorothymidin). JiZ po dvou
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tydnech uzivani sunitinibu byl zfejmy pokles v proliferacni aktivité tumoru a v prabéhu

dalSiho vySetfovani byl tento pokles stabilni (193).
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9 Experimentalni ¢ast
9.1 Cil

|dentifikovat mozné tkanoveé biomarkery v nadoroveé tkani svétlobunéného renalniho
karcinomu, které by bylo mozné vyuzit k predikci efektu 1€éCby sunitinibem ve fazi

generalizovaného onemocnéni.
9.2 Material a metody

Stanovili jsme panel proteind, které jsou soucasti signalnich drah angiogeneze, rustu
a prezivani nadorovych bunék. Byly zahrnuty kliCové proteiny VEGFR (vascular
endothelial growth factor receptor) signalni drahy a molekuly podstatné pro
hypoxicky metabolismus tumoru: hypoxii indukovany faktor alfa 1 (HIF- a1), hypoxii
indukovany faktor alfa 2 (HIF- a2), vaskularni endotelialni rstovy faktor (VEGF),
karboanhydraza 1X (CAIX), savCi rapamycinovy receptor (nNTOR) a protein 53 (p53).
Pomoci imunohistochemického vySetreni histologickych fezl byla stanovena aktivita
téchto proteinl jak v tkani tumoru, tak ve zdravé tkani ledviny. Vzorky tkané tumoru a
ledvinného parenchymu byly ziskany z preparatu odstranéného primarniho nadoru.

Tkané byly poté uchovany v parafinovych bloccich k dalSimu zpracovani.

Do studie bylo zahrnuto 39 pacientu s metastatickym svétlobuné&nym renalnim
karcinomem (mMCRCC). Tito byli vybrani z celkového poctu 119 pacientd, ktefi byli
IéCeni sunitinibem v onkologickém centru nasi nemocnice pro metastaticky renalni
karcinom v letech 2005-2012. Pacienti byli selektovani podle inkluznich kritérii studie,
ktera zahrnovala jednotny histologicky typ nadoru, svétlobunéény renalni karcinom.
Dale dobu podavani sunitinibu alespon 3 mésice, hodnoceni efektu lIécby

v pravidelnych intervalech pomoci RECIST kritérii 1.1 (Response Evaluation Criteria
in Solid Tumors version 1.1) (194) a pfitomnost dostatecného mnozstvi uchované
tkané nadoru a zdravého parenchymu ledviny ve formé parafinovych bloc¢k

v tkannovém archivu k imunohistochemickému vysetfeni.

Z celkového poctu 119 pacientu Ié€enych v onkologickém centru nasi nemocnice
sunitinibem pro metastaticky renalni karcinom (mRCC) pouze u 45 byly k dispozici
vzorky tkané tumoru a zdravého parenchymu ledviny. Z nich byli 3 vylou€eni pro
odlisny histologicky typ nadoru (1x papilarni RCC typ 1 dle Delahunta, 1x

chromofobni RCC, 1x neklasifikovany RCC), 1 pacient pro nedostate¢né dlouhou

93



dobu uzivani sunitinibu (méné nez 2 cykly) a 2 pacienti pro insuficientni data ve fazi
sledovani onemocnéni. Pacienti zafazeni do studie byli pro primarni nador operovani
mezi lety 2002 a 2012.

Ihned po operacnim vykonu standardné odebirame vzorky tkané tumoru a zdravé
tkané ledviny, které jsou nasledné hluboce zmrazeny a uchovany pro potfebu
mozného dalSiho zpracovani pfedevsim genetické analyzy. Odbér tkani, jejich
uchovavani i nasledné pouziti pro védeckou praci je legislativné oSetfeno a
schvaleno lokalni etickou komisi Fakultni nemocnice (FN) Plzen. Pacienti pfed
planovanou operaci pro nador ledviny na Urologickeé klinice FN Plzen podepisuji

informovany souhlas s vyuzitim odebranych tkani k védeckym uceltm.

V nasi studii vSak byly pouzity tkanoveé blocky po fixaci tkané formaldehydem a
fixované v parafinu (FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded), ziskané v ramci
zpracovani samotného preparatu nefrektomované ledviny nebo resekovaného
tumoru pfed histopatologickym vysSetfenim. Takto byly uchovany v archivu ustavu
patologické anatomie nasi nemocnice. DostateCné mnozstvi uchované tkané

k imunohistochemickému vysSetfeni bylo jednou z podminek zafazeni do studie.
Charakteristiky pacientli zafazenych do studie shrnuje tabulka 5.

Sunitinib byl podavan peroralné v jedné denni davce 50 mg v 1.-28.

dnu Sestitydenniho cyklu. Dle tolerance IéCby €i vyskytu vedlejSich ucinku [€Cby byly
davky individualné upraveny na 37,5mg nebo 25mg. Redukce davky nebyla

v hodnoceni efektu a délky trvani 1éEby zohlednéna, jedna se o standardizovany

léCebny rezim.

Ve 14 pfipadech (14/39; 36%) byli pacienti pfed zahajenim IéCby sunitinibem IéCeni
imunochemoterapii (5-fluorouracil + interferon a + interleukin 2) a to alespon 1 mésic.
Ve 4 pfipadech (4/39; 10%) byl sunitinib podan ve druhé linii cilené l1é€by po
sorafenibu. Primérna doba od opera¢niho vykonu primarniho tumoru do diagnézy
metastatického postiZzeni byla 18,2 mésice (0,0-74,3 mésice), primérna doba od
prukazu metastatického postizeni do zahajeni I&éCEby sunitinibem byla 10,2 mésice
(0,2-49,2 mésice). Primérné trvani IéEby sunitinibem v celé skupiné bylo 15,8
mésice (3,4-57,4 mésice), ve skupiné respondéra 19,4 mésice (3,9-57,4 mésice), ve

skupiné non-respondéru pak 4,9 mésice (3,4-8,5 mésice).
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Tabulka 5 - Charakteristiky pacientt

Parametr .
Pocet
Pocet pacientl celkem 39 (100%)
Pohlavi MmuZzi 27 (69%)
28 142 (31%)
Vék v dobé operace (roky) 56.7 (39.6-71.1)
Vék pfi zahajeni 1éCby (roky) 59.1 (41.0-78.3)
pT 1 7
2
6
3 14
3b 11
4 1
Fuhrmanové grade 1 13
2 21
3 2
4
3
Generalizace v dobé diagnozy N+ Ci
M+ 11 (28%)
Stadium onemocnéni v dobé I 7
diagnozy i
5
1] 15
v 12

Tabulka 6 - Data o lIécbé

Cas od operace do generalizace (mésice)

18.2 (0.0-74.3)

Cas od generalizace do zahajeni |é¢by (mésice)

10.2 (0.2-49.2)

Pacienti pfedléCeni imunochemoterapii

14 (36%)

celkem (mésice)

15.8 (3.4-57.4)

Délka podavani sunitinibu | skupina s objektivni odpovédi

19.4 (3.9-57.4)

skupina v progresi

4.9 (3.4-8.5)
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Efekt 1éCby byl hodnocen porovnanim vyvoje sledovanych metastatickych lézi
pomoci komparabilnich zobrazovacich metod (CT, RTG plic, celotélova 18-FDG
PET-CT) a hodnocen dle RECIST kritérii (Response Evaluation Criteria in Solid
Tumours) 1.1 (194). VySetfeni byla provedena po 2-5 cyklech léCby, prGmérné 4,3
mésice od zahajeni léCby (2,6-6,8 mésice). Tato byla porovnana s vySetfenim
provedenym pfed |éCbou, primérny interval mezi porovnavanymi vySetfenimi byl 5,4

mésice (2,7-9,1 mésice).

Progrese onemocnéni byla zaznamenana u 11 (11/39; 28,2%) pacientl. Podle
RECIST kritérii byl jako progrese onemocnéni stanoven narust souctu nejdelSich
rozmérl méfenych 1ézi o vice nez 20% oproti vstupnimu vysSetfeni, nebo nalez
novych metastatickych lozisek. Pacienti s progresi onemocnéni tvofili skupinu tzv.
non-respondéru na lécbu. V 19 (19/39; 48,7%) pfipadech byl vyvoj onemocnéni
hodnocen jako regrese loZisek, a to v pfipadé zmenseni souctu nejdelSich rozméru
loZisek 0 30% a vice, v souhlasu s RECIST. Celkem 9 ( 9/39; 23,1%) pfipadu, kdy
nedoslo ani k signifikantni progresi ani regresi loZisek, bylo hodnoceno jako stabilni
onemocnéni. Pfipady s popsanou regresi loZisek a stabilnim onemocnénim byly
zarazeny do skupiny tzv. respondér. Kompletni remise onemocnéni nebyla

Zaznamenana.

Nasledné byli pacienti rozdéleni do skupin podle preziti bez progrese (PFS,
progression free survival) na skupinu s PFS kratSim nez 1 rok (PFS<1y) a PFS
delSim nez 1 rok (PFS=1y). PreZiti bez progrese jsme definovali jako ¢as od zahjeni
[éCby sunitinibem do prvniho pozorovani znamek progrese onemocnéni. Ve skupiné
PFS<1y bylo 18 pacientt (18/39; 46,2%) s PFS prdmérné 5,6 mésicu (od 3,4 do 9,8
mésicu). Ve skupiné PFS=1y bylo pacientt 21 (21/39; 53,8%), primérna PFS zde

dosahovala 26,5 mésicl (od 12,2 do 56,8 mésicu).

Histologické a imunohistochemické vysetreni:

Pro potfeby histologického vySetfeni byly tkarové vzorky po odbéru fixovany

v pufrovaném 4% formaldehydu a zality do parafinovych blo¢ku. Histologické fezy o
tloustce 5 um byly nasledné barveny hematoxylinem a eosinem. Pomoci svételné
mikroskopie byly vybrany pfiblizné stejné velké fezy jak nadorové tak nenadorové
tkané z kazdého vysetfovaného pripadu. Imunohistochemicka vysSetfeni byla
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provedena pomoci automatického obarvovace Ventana Benchmark XT (Ventana
Medical System, Inc., Tucson, AZ, USA).

K vySetfeni byly uzity nasledujici protilatky: mTOR (polyklonalni, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA, 1:50), p53 (DO-7, monoklonalni, Dako, Glostrup,
Denmark, 1: 50), VEGF (Y103, monoklonalni, ABCAM, Cambridge, UK, 1:50), HIF 1
(ESEE 122, monoklonalni, ABCAM, Cambridge, UK, 0,5: 150), HIF 2 (ep190b,
monoklonalni, ABCAM, Cambridge, UK, 1:30), karboanhydraza IX (rhCAS9,
monoklonalni, RD systems, Abingdon, GB, 1:100). Kazda série vySetfeni byla

kontrolovana pozitivnimi a negativnimi vzorky.

Stanovili jsme stupné obarveni vzorkl tkani odpovidajici pfitomnosti sledovanych
markerl. Negativni nalez, pokud zadné zbarveni pfi imunohistochemickém vySetfeni
nebylo pfitomno; ojedinéla pozitivita, pokud pouze nékolik bunék tkané je jasné
pozitivni (méné nez 5%); fokalni pozitivita, kdy velké skupiny bunék nebo souvisly
okrsek tkané (do 50 %) je pozitivni v tkani jinak negativni; difuzni pozitivita, kdy

s protilatkou reaguje vétsSina bunék. Intenzitu zbarveni pfi pozitivnim nalezu jsme
kvantifikovali pomérnym ¢islem 1-3, kdy hodnota 3 odpovida maximalni mife
zbarveni dle porovnani s pozitivni kontrolou, tedy 100%. Cisla 1 a 2 pak pomé&rné
odpovidala mife zbarveni 33% respektive 66%. V jednotlivych skupinach pak byla

vyhodnocena primérna pozitivita a vyjadfena procentualné.

V pfipadech pozitivity jen ojedinélych bunék byly tyto v celkovém vysledku
zanedbany a takovy vzorek hodnocen jako celkové negativni. V pfipadé stfedné silné
a silné intenzivni fokalni pozitivity, kdy mnoZzstvi pozitivni tkdné sice neni ve vzorku
majoritni, ale neni zanedbatelné, jsme hodnotili takovy vzorek jako slabé celkové

pozitivni, hodnotou 1, v procentualnim vyjadieni 33%.
9.3 Vysledky

U v8ech pacientl v souboru jsme stanovili délku preziti bez progrese (PFS;
progression free survival) a celkového preziti (OS; overall survival), po rozdéleni do
skupin dle efektu Ié€by hodnoceného dle RECIST kritérii jsme potvrdili delSi PFS i

OS ve skupiné respondéru (R) oproti non-respondérim (NR).

Primérné PFS ve skupiné R dosahovalo 21,4mésicu (8,5-56,8 mésicu), ve skupiné

NR (non-respondéru) pak 5,4mésicu (3,4-8,5meésicl), rozdil je statisticky vyznamny,
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p=0,0003218. Stejné i rozdil v celkovém preziti mezi obéma skupinami byl statisticky
vyznamny, OS ve skupiné R (respondéru) bylo 35,1 mésicl (4,6-83,4 mésice), ve
skupiné NR (non-respondért) pak 17,0 mésicua (5,5-30,3mésicu), p=0,00187421.

Ve skupiné R (n=26; 19 regrese, 7 stabilni onemocnéni) pfi porovnavani miry
exprese jednotlivych sledovanych markert mezi tkani tumoru a zdravym
parenchymem jsme ziskali statisticky vyznamné vysledky pro nasledujici markery.
Signifikantné nizsi exprese ve tkani tumoru oproti zdravému parenchymu byla u
MTOR a p53. Primérna pozitivita mTOR byla 4% ve tkani tumoru, ve zdravém
parenchymu pak 16,7% (p=0,01031), u p53 pak 4% v tumoru, 12,7% ve zdravé tkani
(p=0,042019). Naopak vysSi exprese v tumoru oproti zdravé tkani byla pozorovana u
VEGF (62,7% tumor, 45% zdrava tkan; p=0,019836) a u CAIX (45% tumor, 15,3%
zdrava tkan; p=0,001624). Rozdily v expresi HIF1 a HIF2 nebyly statisticky
signifikantni (p=0,66677 resp. p=0,843603)

Ve skupiné NR (n=11) byly statisticky vyznamné rozdily nalezeny u p53 a CAIX.
Exprese p53 byla v tumordzni tkani nizsi oproti zdravé tkani (3% tumor, 21,3%
zdrava tkan; p=0,02824), u CAIX byla vSak aktivita v tumordzni tkani vyssi nez ve
zdravé (36,3% tumor, 12% zdrava tkan; p=0,011921). U ostatnich vySetfovanych
markeru signifikantni rozdily nalezeny nebyly. Marker VEGF byl v obou druzich tkané
ve skupiné non respondéru exprimovan stejnou mérou (tumor 57,7%, zdrava tkan
57,7%, p=1,00).

Data jsme analyzovali také hodnocenim Cetnosti vysoké exprese. Hodnoty celkové
exprese markerl vySSi nez 2+, procentualné vice nez 60%, byly uvazovany jako
celkové pozitivni nalez. Signifikantni rozdily byly nalezeny u VEGF (65% tumor,
35%zdrava tkan, p=0,026487) a CAIX (42% tumor, 8%zdrava tkar, p=0,003328) ve

skupiné respondéra.

Nasledné jsme stratifikovali pacienty dle doby do progrese onemocnéni (progression
free survival, PFS). Median PFS celé skupiny pacientu byl 12,7 mésicu, v rozmezi od
3,4 do 56,8 mésicl. Median celkového preziti (overall survival, OS) byl 29,9mésicu,
v rozmezi od 4,6 do 83,4 mésicu. V dobé hodnoceni vysledkl bylo 15 pacientl stale
nazivu (38,5%). Tfi z nich pokraCovali v 1éEbé sunitinibem. Analyzovali jsme expresi
sledovanych markerd po rozdéleni do skupin PFS kratSi nez 1 rok (PFS<1 rok; n=18;
median PFS 4,9 mésice, od 3,4 do 9,8 mésicl) a PFS delSi 1 roku v€etné (PFS=1
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rok; n=21; median PFS 26,7 mésicl, od 12,2 do 56,8 mésicl). V obou skupinach
byla zjevna vyssSi exprese CAIX ve tkani tumoru v porovnani se zdravou tkani. Ve
skupiné PFS<1 rok, primérna exprese dosahovala 33,3% ve tkani tumoru, ve zdravé
tkani pak 9,8% (p=0,00169647). Ve skupiné pacientd PFS=1 rok pak v tumoru 50,0%
a 18,3% ve zdravé tkani (p=0,00187404). Opacéné rozdily pak byly nalezeny u p53,
kde nizSi exprese byla nalezena ve tkani tumoru oproti zdravé tkani, jak ve skupiné
PFS<1 rok (5,9% tumor, 15,9% zdrava tkan; p=0,04237081), tak ve skupiné s PFS=1
rok (1,7% tumor, 13,3% zdrava tkan; p=0,0035556). Dale statisticky signifikantni
vysledky byly ziskany pro mTOR ve skupiné PFS=1 rok (1,7% tumor, 13,3% zdrava
tkan; p=0,00547403). Ve skupiné PFS<1 rok pak byl nalezen pouze statisticky trend
(5,9% tumor, 17,6% zdrava tkan; p=0,09153799).

U markeru VEGF byly vysledky po rozdéleni podle PFS srovnatelné s vysledky

v rozdéleni dle objektivniho efektu lIéCby. Signifikantni rozdil v expresi byl
zaznamenan ve skupiné s PFS21 rok (60% tumor, 45% zdrava tkan; p=0,04599199),
ve skupiné s PFS<1 rok vysledky nebyly vyznamné (62,8% tumor, 52,9% zdrava
tkan; p=0,12992678).

9.4 Shrnuti

Prokazali jsme vyznamné rozdily v expresi p53 a CAIX mezi tumordzni tkani CCRCC
a zdravym parenchymem ledviny ve vSech porovnavanych skupinach. Ve vSech
skupinach byla produkce p53 v nadoroveé tkani potlacena a jeho pfitomnost byla

v tumoru signifikantné nizSi oproti zdravé tkani. V pfipadé CAIX byly vysledky
opacné, ve v8ech skupinach je exprese v tumoru signifikantné vyssi. Tyto vlastnosti
jsou pro CCRCC typicke.

VyznamnéjSi vysledek jsme ziskali u VEGF, kde signifikantni rozdil mezi vyssi
expresi v tumordzni tkani oproti nizké expresi ve tkani zdravé se jevi jako znak

tumort dobfe reagujicich na |é€bu sunitinibem.
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10 Zavér

V projektu jsme na konzistentnim souboru pacientu lé€enych v nasi nemocnici jak
chirurgicky tak i onkologicky systémovou léCbou pro renalni karcinom prokazali
souvislost mezi zvySenou pfitomnosti tkariovych biomarkert a efektem podavané
cilené lé€by. VSichni pacienti méli shodny histologicky typ nadoru, svétlobunécny
renalni karcinom, u vSech jsme méli k dispozici dostatené mnozstvi tkané
primarniho tumoru i zdravého parenchymu ledviny k histopatologickému zpracovani
a vsichni byli [éCeni blokatorem tyrosinkinazy receptoru pro vaskularni endotelialni
rustovy faktor (VEGFR) sunitinibem.

Vysledky ziskané z imunohistochemické analyzy tkani tumoru a zdravého
parenchymu byly signifikatni pro tkariovy VEGF, jehoz vyS$Si exprese v tkani tumoru
pfi nizké pfitomnosti v tkani zdravého parenchymu korelovala s lepSi odpovédi na
sunitinib. Vysledky pro ostatni sledované markery nebyly statisticky vyznamné, nebo
nekorelovaly s efektem lé€by, ale byly rozdilné mezi tkani tumoru a zdravym

parenchymem (CAIX, p53), v souladu s typickymi IHC znaky renalniho karcinomu.

Tyto vysledky pfinaseji dopliujici informace k dosavadnim poznatkim o prediktivnich
biomarkerech renalniho karcinomu. Studie zabyvajici se v podobném rozsahu touto
tématikou pfinaseji nesourodé informace. V pfipadé VEGF/VEGFR osy byla
prokazana korelace mezi lepSim efektem sunitinibu v I6€bé mMCCRCC se ukazal
zvysené exprimovany VEGFR2 (157). Vysledky pro tkanovy VEGF jsou spisSe
nesignifikantni a uvazuje se spiSe o vyuziti kombinaci markert (VEGF, COX-1, CAIX
apod) (151-153). Efekt |éCby dale ovliviuji i bodové mutace v genech pro VEGF i
VEGFR (154, 155). Mezi prediktory |é¢by TKI pak mUze patfit i status VHL genu,
neni-li prokazana porucha VHL u renalniho karcinomu, Ize o¢ekavat horsi prognozu i
efekt TKI (136, 137). Mezi dalSi slibné prediktory patfi HIF, kdy lepSi odpovéd na
Ié€bu sunitinibem (parcialni i kompletni regrese) byla pozorovana u pacient

s vysokou expresi HIF-1a nebo HIF-2a ve tkani tumoru (144, 145).

Nesourodost vysledku je vysvétlitelna rozdilnosti soubort, metodik, samotného
zaméreni studii, v neposledni fadé vSak také heterogenitou vlastnich vySetfovanych
nadorl. Ve svétle souasnych poznatkl o vnitfni morfologii nadorové tkané a
intratumoralni heterogenité ma vysSetfeni malého vzorku tkané jakoukoliv metodikou

jen omezenou vypovidajici hodnotu o vlastnostech nadoru jako celku.
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Renalni karcinom vykazuje obecné vysoky maligni potencial, zatim jedinou kurativni
metodou je kompletni odstranéni nadoru z téla. Soucasna sofistikovana systémova
|éCba je schopna inhibovat bunééné signalni drahy pfenosu informace. Od pocatku
uzivani této I1éCby je snaha o nalezeni biomarkert schopnych predikovat efekt 1éCby,
nebo prognozu pacienta. Tato snaha je stejné intenzivni jako vyvoj novych IéCiv a
pfesna diagnostika mapovanim nadorové tkané pomoci molekularné biologickych
metod bude zfejmé nezbytna pro pfiblizeni se konceptu personalizované mediciny

v |é¢bé& metastatického renalniho karcinomu.
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