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1

Uvod

Téma disertacni prace jsem si zvolil na zdkladé svého dlouholetého zaméfeni na

problematiku nadort ledvin jak z pohledu diagnostického, tak z pohledu chirurgického.

K zhodnoceni moznosti ¢asné diagnostiky v prvni ¢asti dizerta¢ni prace me¢ vedl
hlavné fakt, Ze nadory ledvin jsou chemo a radiorezistentni a pouze Casna stadia
onemocnéni maji na nadé¢ji na Uplné vyléCeni pacienta. S tim souvisi skuteCnost, ze
Casnd diagnostika nadord ledvin aktudlné neni zahrnuta v preventivnich programech

Ministerstva zdravotnictvi CR.

V druhé ¢asti mé préce je detailné zdokumentovana problematika cirkulujicich
nadorovych bun¢k (CTC zangl. Circulating tumor cells) u nadorti ledvin. Zejména
jejich mozné vyuziti pti sledovani pacienti po operacich ledvin, kdy lze standardnim
odbérem periferni krve a testem na ptitomnost CTC odhalit pocatecni stav rekurence
nadorového onemocnéni. Zarovenn je mozné do budoucna pomoci analyzy genové

exprese CTC Iépe cilit stale rozsifenéjsi a pro pacienty dostupnéjsi biologickou 1écbu.

Strucny prehled reSené problematiky

1.1 Obecna epidemiologicka data

Karcinom ledviny (RCC) ptedstavuje 2-3 % vSech malignich nadorti (European
Network of Cancer Registries, 2016) s nejvyssi incidenci v zdpadnich zemich. V
poslednich dvou dekadach se incidence karcinomu ledviny zvySila asi o 2 %,
celosveétove a 1 v Evropé. V zdpadnich zemich se v posledni dekad¢ incidence ustalila
(Lindblad, 2016). V roce 2012 bylo v Evropské Unii zjisténo 84,400 novych piipadi
karcinomu ledviny a 34,700 umrti spojenych s karcinomem ledviny (Ferlay, a dalsi,
2018). V Evropé se celkova mortalita zvySovala az do 90. let a poté se stabilizovala
nebo se snizovala (Levi, a dalsi, 2008). Mortalita se snizila od 80. let ve
skandindvskych zemich, od 90. let ve Francii, Némecku, Rakousku, Holandsku a v
Italii. Nicméné v nekterych evropskych zemich (Chorvatsko, Estonsko, Recko, Irsko,

Slovensko) mortalita ma stoupajici trend (King, Pollack, Li, King, & Master, 2014).



Obr. 1 Srovnani incidence renalniho karcinomu s ostatnimi zemémi Evropy

(zdroj uroweb.cz).
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Obr. 2 Srovnani mortality na renalni karcinom s ostatnimi zemémi Evropy

(zdroj www.uroweb.cz).
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Predominance postizeni muza je 1,5:1 a vrchol incidence mezi 60 a 70 lety

(Levi, a dalsi, 2008). Mezi etiologické faktory patii koufeni a obezita (Bergstrom,
Hsieh, Lindblad, Lu, Cook, & Wolk, 2001) a hypertenze. Mnoho dalSich faktorii je

A4

spojeno s niz§im nebo vyS§im rizikem karcinomu ledviny. Tyto faktory zahrnuji

specifické dietni navyky, expozice kancerogeniim pii vykonu povolani, acetaminophen

a nesteroidni antiflogistika (Choueiri, Je, & Cho, Analgesic use and the risk of kidney

cancer, 2014), kost'’dlova zelenina (Liu, a dal$i, 2013), nefrolitidza (Cheungpasitporn, a

dalsi, 2015), a virova hepatitida (Macleod, 2013; Gonzalez, 2015). Soucasna data

nejsou zatim presvédciva (Weikert, 2008; Daniel, 2012). Efektivni zplisob profylaxe

zahrnuje vynechani koutfeni (Macleod, 2013; Gonzalez, 2015) a redukce hmotnosti
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(Tahbaz, Schmid, & Merseburger, 2018). Rendlni karcinom je nejcastéjSim solidnim
nadorem ledviny a piedstavuje asi 90 % vSech nadori ledviny. Pojem renalni karcinom
v sob¢ zahrnuje fadu histologickych podtypti a jsou popsané v klasifikaci WHO z roku
2016 (Moch, Cubilla, Humphrey, Reuter, & Ulbright, 2016). Hlavni tfi histologické
typy renalniho karcinomu jsou svétlobunécny, papilarni a chromofobni karcinomy.
Vedle klasifikace histologického typu jesté¢ hodnotime nuklarni grade, lymfovaskularni
invazi, sarkomatoidni rysy, nekrozy a invazi do perirendlniho tuku nebo do vyvodného
syst¢tmu ledviny. Dal§im hodnocenim je urCeni TNM systému (Moch, Cubilla,

Humphrey, Reuter, & Ulbright, 2016).

Tab. 1 TNM klasifikacni systém rendlniho karcinomu .
(Dle aktualniho European Association of Urology Guidelines, 2020)

T- primarni tumor

Tx Primarni nador nelze hodnotit
TO Nédor neni pritomen
T1 Nador 7cm a méné omezeny na ledvinu
Tla Nador < 4cm
Tlb Nador >4cm a <7cm
T2 Nador > 7 cm omezeny na ledvinu
T2a Nador >7 cm ale< 10cm
T2b Nador > 10cm
T3 Nador se propaguje do velkych cév nebo do perinefritické tkané ale ne do

ipsilateralni nadledviny

Nador se $ifi do rendlni zily nebo segmentalnich vétvi nebo

T3a nador invaduje do perirenalni tuku/nebo tuku renalniho sinu ale
ne pres Gerotovu fascii

T3b Nador invaduje do dolni duté Zily pod branici

T3c Nador invaduje do dolni duté Zily nad branici nebo sténu dolni
duté zily

T4 Nador invaduje pies Gerotovu fascii / zahrnuje infiltraci prilehlé nadledviny
N -Regionalniuzliny

Nx Regionalni uzliny nelze hodnotit

NO Z4dné metastatické uzliny

N1 Metastatické postizeni regiondlnich uzlin

Regionalni uzliny nelze hodnotit

M - Vzdalené metastazy

MO Nejsou pfitomné vzdalené metastazy

Ml Pfitomné vzdalené metastazy

pTNM stadia

IStadlum Tl NO MO
ISItadlum ™ NO MO
ISItIadlum T3 NO MO

T1, T2, T3 NI MO
IS\t/adlum T4 jakékoliv N MO

Jakékoliv T jakékoliv N Ml




1.2

1.3

Epidemiologicka situace v CR

V Ceské Republice jsme svédky trvale naristajici incidence karcinomu ledviny,
ale stabilni mirou mortality od druhé poloviny 90. let. Tento vyvoj svéd¢i pro odhaleni
asnych stadii (Ustav Zdravotnickych Informaci a Statistiky, 2020) . Mnoho nadort
ledvin je asymptomatickych az do pozdnich stadii. Vice nez 50 % renalnich karcinomi
je zjistétno nadhodné pifi vySetfovani zobrazovacimi metodami provedenymi pro
nespecifické symptomy (Jayson & Sanders, 1998). Klesajici miru umrtnosti navzdory
rostouci incidenci ovlivituje zvySujici se kvalita l¢kaiské péce a lepSi organizace
protinadorové 1écby (napt. vznik Komplexnich onkologickych center v roce 2005).
Dalsim faktorem je dostupnost novych diagnostickych prostfedkl a casnéjsi diagnostika
nadorovych onemocnéni. Zvysena detekce nadorti ledvin ultrazvukem a pocita¢ovou
tomografii vede ke zvySeni incidentalné¢ zjisténych nddort ledvin. Tyto nadory jsou
obvykle mensi a niz§ich stadii (Patard, 2002; Tsui, 2000). Vyssi procento ptipadi je
diagnostikovano v prognosticky pfiznivéjSich stadiich onemocnéni 1 v souvislosti se

skriningovymi programy (Ustav Zdravotnickych Informaci a Statistiky, 2020).

SKkrining

Skrining je metoda vyhledavani onemocnéni v ¢asném stadiu, ve kterém se
onemocnéni neprojevuje Zadnymi ptiznaky. Skrining se provadi, pokud je v populaci
vysoké riziko daného onemocnéni a existuje vhodna diagnostickda metoda. Metoda
testovani musi byt jednoduchd, ktera nepiinaSi vétSi dyskomfort pacientovi a Casna
intervence je schopna zlepsit prognézu pacientd.

Samo onemocnéni musi téz spliiovat nékterd kritéria. Musi zpiisobovat podstatnou
morbiditu a mortalitu, pokud neléceno, musi byt relativné Casté a Casné zjisténi musi mit
lepsi vysledky (Malaeb, a dalsi, 2005) . Leps$i preziti pacientll s ndhodné zjist€énym
RCC ve srovnani s pacienty s klinicky manifestnim onemocnénim, zjis§téné v fad¢ studii
(Konnak, 1985; DeKernion, 1992; Licht, 1994; Kessler, 1994; Harass, 1996), podporuje
zavedeni n&jaké formy skriningovych programi. Indik4torem urovné kvality této
prevence je pomér lokalizovanych nadorG k ostatnim pokrocilym stadiim a vyvoj

umrtnosti na dané zhoubné nadory dle jednotlivych kategorii.
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Obr. 3 Vyvoj incidence renalniho karcinomu podle stadii onemocnéni v CR (Muzik, Dusek,
Babjuk, Kubasek, Finek, & Petruzelka, 2020).
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Absolutn

1.4 Typy a cile onkologickych preventivnich programii v Ceské Republice

Hlavni teze onkologické prevence a onkologickych skriningovych programii
definovala Ceska onkologicka spole¢nost CLS JEP a Ministerstvo zdravotnictvi CR.
Onkologickd prevence znamend piedvidani a predchdzeni neZddoucim udalostem,

souvisejicimi se vznikem a progresi zhoubnych nador.

1.4.1 Primarni prevence

Primarni prevence ma za tkol snizit vyskyt zhoubnych nddord. Jde o snizovani
az eliminaci rizikovych faktori, které maji prokazatelny a pfimy vliv na vznik malignit.

Indikatorem urovné primarni prevence je vyvoj incidence zhoubnych nadort.

Programy v ramci primarni prevence (Screeningové programy MZCR, 2020)

- Boj proti koureni

- Boj s alkoholismem

- Ochrana klZe pfed nedmérnou expozici sluneénimu zareni
- Eradikace infekci Zaludku Helicobacterem Pylori

- Vakcinace proti hepatitiddam

- Vakcinace proti papilomavirdm

- Vychova ke zdravé vyzivé a zdravému Zivotnimu stylu
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- Analyza hodnoceni komercnich produktd z hlediska mozné kancerogenity
- Analyza stavu Zivotniho prosttedi z hlediska kancerogenity, zejména vodnich zdroj(

1.4.2 Sekundarni prevence

Sekundarni prevence je zaméfena na zachyt zhoubnych nadort v ¢asném, pokud
mozno plné vylécitelném stadiu. Indikdtorem uspésnosti je pomér lokalizovanych stadii
nadort k ostatnim pokrocilejs$im stadiim a vyvoj umrtnosti na zhoubné nadory
Vhodnym skrinigovym vySetfenim se ukazuje ultrazvukové vySetteni diky rozsitenosti
ultrazvukovych pfistrojii v urologickych ambulancich. VySetfeni, které navazuje na
fyzikalni vySetieni, je rychlé, levné a bez radiacni zatéze.

Ultrazvukové vySetfovani k detekci nador ledvin chapeme jako sekundérni
prevenci, tj. vySetfeni je zaméfeno na zachyceni zhoubnych nddort v ¢asném, plné
1éGitelném stadiu. V soudasné dobé je v CR realizovano preventivni skriningové
vySetfovani pro nadory prsu, délozniho ¢ipku a nadory tlustého stfeva. Ministerstvo
zdravotnictvi CR ve spolupraci se zdravotnimi pojistovnami pfipravilo projekt ,,Systém
podpory prevence vybranych nadorovych onemocnéni v CR — skriningové programy®,

ktery byl zahajen v roce 2014 (Screeningové programy MZCR, 2020).

Obr. 4 Vyvoj incidence a iumrtnosti na renalni karcinom v CR (Muzik, Dusek, Babjuk, Kubasek,
Finek, & Petruzelka, 2020)
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1.5 Markery v 1écbé karcinomu ledviny

Druhé cast dizertacni prace je zaméfena na problematiku vySetteni cirkulujicich
nadorovych bunék (CTC zangl. Circulating tumor cells). Vzhledem k absenci
biomarkeru charakterizujicimu nadory ledvin bylo snahou vyuzit moznosti vySetieni
CTC u pacientit operovanych pro nador ledvin. VySetieni CTC bun¢k je soucasti
skupiny vysetfeni tzv. tekuté biopsie (liquid biopsy). Tato metoda byla ovéfena a
castetn¢ metodicky schvalena FDA, jako uzitecny prognosticky ndstroj pro fadu
onkologickych onemocnéni (Biel¢ikova, Jakabova, Pinkas, Zemanova, Kolostova, &
Bobek, 2017). Toto vySetfeni je jiz personifikovanou 1écbou, kterd piizpiisobuje
preventivni a terapeutické plany objektivnim parametrim, které charakterizuji
biologickou individualitu jednotlivého pacienta a jeho onemocnéni. Tento piistup, ktery
prinasi vétsi nadéji na dosazeni lepsSich vysledkt 1é¢by, je umoznén soucasnou mirou
znalosti o etiopatogenezi naddorovych onemocnéni a technickou vyspélosti na urovni
diagnostickych metod a 1é€ebnych prostredk.

V klinické onkologii jsou stale hledany lepsi diagnostické prosttedky odhalujici
primarni nador. Stejné¢ zavaznd je Casnéd identifikace metastatického procesu nebo
rezidualniho onemocnéni podobné jako podminky, za kterych dochazi k tvorbé
metastaz. Casna diagnostika primarniho nadoru a zarovei co nejrychlejsi identifikace
sekundarniho tumoru, rozhoduji o uspé&Snosti lécby. Lécba spocivd v odstranéni
primdrniho nadoru nebo v likvidaci tumordznich lozisek v pfilehlém regionu,
lymfatickém systému, kostni difeni nebo ve vzdalenych organech. Bohuzel v soucasné
dobé naSe diagnostické metody nejsou schopné makroskopicky tato loziska
identifikovat. Zatim neexistuje rutinni metoda, ktera by zptesnila prognézu Siteni
zakladniho nadorového onemocnéni, jak v obecné roving, tak i u konkrétniho pacienta,
bezprostiedné¢ predpoveédéla uspesSnost primarni terapie a zaroveit mohla rozhodnym
zpusobem ovlivnit algoritmus terapeutického procesu u jednotlivych druhii nddorového
bujeni. Takova terapie by mohla byt daleko cilenéjsi, a to nejen ve smyslu lokalizace,
ale 1 zaméfenim terapeutickych postupli, odvozené¢ho z kvality identifikovanych
nadorovych bunék. Soucasné by slouzila ke kontrole jejich eradikace v zavislosti na
ucinnosti typu podané 1éCby.

Soucasti nadorové 1écby je u karcinomu ledvin (RCC) 1é¢ba chirurgicka, ktera si
vyzaduje zcela opravnéné individualizované chirurgické rozhodovani, a to zejména u

nadori metastatickych.

T



Historicky byli pacienti s metastatickym RCC zvaZzovani pro pocatecni
cytoreduktivni nefrektomii vzhledem k celkovym pfinosiim: sniZeni nadorové zatéze,
zlepseni preziti v éfe terapii zaloZzenych na interferonu (Flanigan, 2001; Mickisch,
20021). Aktualng, vysledky studie faze III CARMENA, porovnavajici cytoreduktivni
nefrektomii nasledovanou sunitinibem versus samotnou lécbu sunitinibem, tuto praxi
zpochybnily (Méjean, a dalsi, 2018). V této studii méli pacienti léCeni pouze
sunitinibem vysledky pteziti (HR 0,89; 95% CI 0,71-1,10), s medidanem OS 18,4 mésice
ve srovnani s 13,9 mésice v piipad¢, Ze byla provedena cytoreduktivni operace. Mezi
vyznamna omezeni CARMENY patii provadéni cytoreduktivni chirurgie u pacientii se
Spatnym rizikovym onemocnénim, nerovnost mezi léCebnymi rameny a opozdeéna
nefrektomie. Vysledky studie CARMENA zduraziuji potiebu primérené
stratifikovat pacienty podle rizika pri zvaZovani cytoreduktivni chirurgie. I
v tomhle bodu by mohly byt CTC ndapomocny. Stavajici rizikové modely, které
predpovidaji pfinos nefrektomie pii stanoveni metastatického onemocnéni, zahrnuji
ruzné laboratorni a klinické parametry. Jeden takovy model definuje jako rizikové
faktory vysoké sérové hladiny LDH, nizké sérové hladiny albuminu, klinicky invazivni
nadory T34, retroperitonealni adenopatii, supradiafragmatickou adenopatii, metastazy
v jatrech a metastazujici pfiznaky: pacienti spliujici Ctyfi nebo vice z téchto kritérii
prozatim nemaji Zadny pfinos z pocatecni cyto-reduktivni nefrektomie (Culp, a dalsi,
2010). Podobné velké retrospektivni analyza mezinarodniho konsorcia IMDC ukézala,
Ze pacienti s nejméné Ctyimi Spatnymi prognostickymi markery nemaji klinicky
prokazatelny uc¢inek z cytoreduktivni nefrektomie a ve skutecnosti by mohli mit timto
postupem poskozeni (Heng, a dalsi, 2014).

Se zavedenim imunoterapie ICI (z angl. Immune-checkpoint inhibitors) a
inhibitorti anti- VEGFR (TKI z angl — tyrosine kinase inhibitors) - 1é€by nové generace
se celkové prezivani (OS — zangl. Overall survival) pacientd s pokro¢ilym stadiem
RCC vyrazné zlepsilo. Pravdépodobné budou vyvinuty nové kombinace lé¢ebnych
strategii, které dosdhnou synergie mezi témito dvéma terapeutickymi modalitami nebo
jinymi tfidami 1é€iv, coZ nakonec rozsiii terapeutické plisobeni terapii prvni linie.
Paraleln€ pokroky v genomickém sekvenovani a molekularni charakterizaci RCC (Tab.
2 -3) také rozSifily a umoznily piesnéjsi progndézu onemocnéni, ale pro vedeni
klinického rozhodovani jsou nutné zapotiebi prediktivni biomarkery. Diagnostické

nastroje, které integruji data biomarker, mohou pomoci individudlné upravit plany
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1éCby na zéklad¢ odlisnych biologickych ryst a je tieba je vyvinout spole¢né s novymi
1é¢bami. Pokrok vskutku umoznil rychlou a podrobnou individualizaci nddort s nad¢ji
vyuziti téchto biologickych dat pii rozhodovéani v redlném cCase je mozné v blizké
budoucnosti.

Integrace genomickych udajii do klinickych nomogramii vedla ke zlepSeni
progndzy rizika u pacientl se svétlobunécnym karcinomem ledvin (ccRCC z angl. Clear
cell renal carcinoma). V ptipad¢ nejasnych bunécnych histologii a dalSich klinickych
parametri by mélo byt zvaZeno stanoveni mutaci v zarode¢nych liniich k identifikaci

gend zpusobujicich rakovinu.

IMDC, mezinarodni konsorcium databaze metastatickych renalnich bun¢k; MSKCC, Memorial Sloan

Kettering Cancer Center; NGS, sekvenovani nové generace.

1.5.1 Molekularni markery v 1é¢bé karcinomu ledviny

V soucasné dob¢ se jako hodnotici prognostické faktory po operacich nadori
ledvin vyuZzivaji nomogramy, které v sob& obsahuji nezavislé prognostické faktory.
Mezi stézejni faktory patii TNM systém a jaderny grading hodnoceny podle
Fuhrmanové (Ljungberg, a dalsi, 2015). Snahou je ziskat molekularni marker zjistitelny
v télnich tekutindch (napf. v krvi nebo moci), ktery by se uplatnil pfi skriningu,
diagnostice a sledovani pacientli po operacich a onkologické 1¢cb&. Problémem analyzy
télnich tekutin je vétSinou spolehlivost vySetieni, které je pouzivané k detekci tohoto
markeru. Na stran€ druhé, Uskalim imunohistochemickych vySetfeni tkané je, Ze
zasadnim zpusobem zavisi na manipulaci se vzorky, vybéru pouzité protilatky, jeji
koncentraci, fixacni technice a dalSich technickych procedurach. Jako slibné se jevi
analyzy genové exprese a exprese proteini z biologickych vzorka tkanég, krve nebo

4

moci. V nasledujici ¢asti prace je podan piehled nekterych potencidlnich biomarkert

vyuZitelnych u RCC.
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1.5.1.1 Molekularni markery ziskané ze séra

Sérové molekularni markery u pacienti srendlnim karcinomem mizeme
testovat pomoci imunoeseji (napt. ELISA), imunonefelometrie nebo hmotnostnotni

spektrofotometrie.

TRAF — 1 — Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated Factor — 1
Protein, ktery se ticastni regulace pfezivani buiiky, jeji proliferace a diferenciace.
Hodnoty u pacientd s rendlnim karcinomem jsou vyznamné vyssi nez hodnoty u

zdravych jedinci (Rajandram, a dalsi, 2014).

Zanétlivé proteiny

Existuji studie, které zkoumaly vliv zanétlivych imunitnich bunék a cytokinii na
tumorogenezi u nadorti ledvin ve snaze posoudit moznosti novych strategii 1é¢by na
podkladé imunoterapie. Cytokiny IL-1, IL-6 a TNF-a maji vliv na syntézu ostatnich
zanétlivych mediatordi jako naptiklad amyloid A, ktery ma vliv na vyvoj imunitnich
bun¢k a na indukci enzymt degradujici extracelularni matrix. Bylo zjisténo, ze Amyloid
A ma potencidl stat se biomarkerem pro rendlni karcinom. Amyloid A koreluje se

stadiem onemocnéni (Fischer, Teil, Hoda, & Fornara, 2012).

Protein podobny Amyloidu A je C reaktivni protein (CRP) u kterého dochazi
k jeho zvySeni vlivem infekce, traumatu, ischemie a v neposledni fad¢ téZ u zhoubnych
onemocnéni. De Martino a kolektiv (2013) popsali zvySené hladiny CRP u pacientl

s RCC, u kterych se jednalo o pokrocilé onemocnéni se Spatnou prognédzou .

Enzym gamma — glutamyl transferaza (GGT) produkovany pfedevSim v jatrech
(ale téz v ledvinach, slezin€ a slinivce bfiSni) je aktivni v metabolizmu glutationu a je
Casto zvySen u ruznych nadort. Proto se mlze jednat o dalSi potencidlni molekularni
marker. Hofbauer a kol. (2014) popsali GGT jako dal§i mozny prognosticky faktor u
RCC.

Proteiny tepelného Soku (Hsp 27 — heat shock protein)
Hypoxie na podkladé¢ zéanétlivé reakce ¢i oxidativnich procesi ma vliv na
tumorogenezi a progresi nadorového onemocnéni. Bunécna stresova reakce je ovlivnéna

»stresovymi proteiny®, které¢ se ucastni bunééné odpovédi. Do skupiny téchto proteini
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patii heat shock protein 27 (Hsp27), ktery byl v hyperfosforylované formé zjistén u
vicera nadorovych onemocnéni. Ve studii White a kol. zjistili (2014) vysoké hladiny

Hsp27 v krvi a v mo¢i u pacienti s RCC s vysokym gradingem .

Molekuly podilejici se na apoptoze

Bunééné procesy podilejici se na regulaci apoptéozy se zdsadnim zpisobem
podileji na tumorogenezi. Pravé zmény fyziologickych procesti apoptdézy mohou vést k
nekontrolované proliferaci nadorovych bunck. Podil na téchto zménach maji
abnormdlni aktivity anti-apoptotickych proteinti nebo inhibitorGi pro-apoptotickych
mediatord. Hlavni molekulou, kterd ptisobi programovanou smrt bunky je tumor
necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL). Toiyama a kol. (2013)
zjistili pokles hladiny TRAIL u pacientd s renalnim karcinomem. Hodnoty byly méteny
pted a po operaci a hodnoty byly srovnany s kontrolni skupinou, a navic byla provedena
korelace s piezivanim pacientt.

V krevnim ob¢hu pacientll s nddorovym onemocnénim miizeme méfit produkty
apoptdzy, cytokeratiny (CK), které se mohou v obéhu cirkulovat ve formé nestépené
nebo $tépené pomoci kaspaz. Zvysené hladiny CK18 byla pozorovany u pacientti s RCC

ve srovnani se zdravymi pacienty (Yildiz, a dalsi, 2013).

Molekuly charakterizujici mikroprostiedi nadoru

Rast nadortt je ovlivnén mikroprostfedim, které se sklada z makrofaga,
fibroblasti, rastovych faktorti, cytokinli a angiogennich faktori, které jsou zodpovédné
za rust nadort. Faktorem, ktery zdsadnim zplisobem ovliviiuje toto mikroprostiedi, je
hypoxie. Proangiogenni faktor vaskuldrni endotelialni ristovy faktor (VEGF z angl.
vascular endothelial growth factor) je ovlivnén hypoxii prostfednictvim hypoxia
indukujiciho faktoru -1a a 1B (HIF-1a a HIF-1B z angl. hypoxia inducing factor) (Frew
& Moch, 2015). Von-Hippel Lindau (VHL) protein se podili na stabilizaci HIF-faktort
a proto je zasadnim zpisobem zodpovédny za vznik vétSiny svétlobunéénych
karcinomt ledviny.

Dal$im hypoxii indukovanym faktorem je prolyl hydroxyldza 3 (PHD3), jehoz
exprese je Casto zvySena v tkani nadord ledvin. Jednd se o faktor, ktery se podili na
degradaci HIF proteinii ve spolupraci s VHL. Byly zkoumany hladiny u pacienti s RCC
a u zdravych jedinct a také titry po chirurgickém vykonu. Byl pozorovan pokles hladin

PHD3 u pacientd, ktefi podstoupily operacni vykon (Tanaka, a dalsi, 2011). Hypoxie
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navic mize podpofit expresi karboanhydrazy (CA z ang. Carbonic anhydrase). Jejich
syntéza miize byt poruSena u nékterych nadorovych onemocnéni. Zvyseni CA IX bylo
pozorovano v séru i tkanich pacienti s RCC. Hodnoty byly porovnany s hladinami u

zdravych jedinct (Takacova, 2013).

Ostatni biomarkery séra

U casti pacientt s kalcifikacemi pozorujeme hyperkalcemii z divoda poruchy
metabolismu promotori a inhibitora kalcifikace. Mezi tyto latky patii Fetuin A,
Osteopontin a Osteoprotegerin (Schena, Selvaggi, Gesualdo, Battaglia, & Lombardi,
2018). Zajimavym faktem je, ze hladiny Osteopontinu jsou vy$§i u papilarniho
renalniho karcinomu oproti ostatnim typtim RCC. Soucasné zvyseni hodnot koreluje se
stadiem TNM a nukledrnim gradem (Papworth, Bergh, Grankvist, Ljungberg, Sandlund,
& Rasmuson, 2012). Ubiquitin protedzy, byly pozorovany u rendlniho karcinomu a

dalsich nadori (D'Arcy, 2015).

Thymidin kinaza 1 (TK1)
Pyruvat kinaza — isoenzym M2, zvysené hladiny obou enzymu koreluji s TNM

stadiem a nukledrnim gradem (Nisman, 2010).

1.5.1.2 Molekularni markery v moci

Protein jaderné matrix 22 (Nuclear Matrix Protein 22)

Protein jaderné matrix 22 (NMP22) je obsazen ve struktufe jadra a hraje
dilezitou roli v replikaci DNA, transkripci RNA a regulaci exprese genil. Jsou popsané
proteiny, které jsou specifické pro nékteré organy, jako prso, tlusté sttevo, kosti a urotel.
NMP 22 je specificky pro karcinomy urotelidlniho plivodu a existuje diagnosticky test
pro pacienty v ramci sledovani u nadortit mocového méchyie. Navic jsou zminky o tom,
ze by se NMP22 mohl uplatnit téZ jako néstroj skriningu u RCC (Kaya, Ayan, Gokce,
Kilicarslan, Yildiz, & Gultekin, 2009).

Neutrofilni s gelatinosou asociovany Lipocalin (NGAL)

Lipocaliny jsou prevazné velikostné malé (25kDa) extracelularni proteiny, které
pusobi jako transportéry hydrofobnich liganda (Flower, 1996). NGAL je exprimovan
v epitelidlnich bunkach ledviny a podili se na vyvoji ledviny. NGAL muzeme

zaznamenat u poranéni ledviny a u nckterych typli nadort ledviny jako chromofobni
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renalni karcinom a papilarni rendlni karcinom. Jejich exprese je vys$i u vysSich
nukledrnich gradt. Nizsi hladiny jsou pozorovany u urotelidlnich karcinomi a
onkocytomu (DI Carlo, 2013). NGAL, ktery je uvolnén nadorovymi buiikami mtize byt
voln¢ filtrovan glomerulem, ale diky mechanismu reabsorpce v proximalnim tubulu je
vyluCovani omezené. Jeho vylucovani do moci je proto mozné pii soucasném
tubuldrnim posSkozeni. Podle provedené studie Di Carla (2013) nebyla potvrzena
korelace mezi hladinami NGAL a velikosti tumoru nebo stadiem nadorového

onemocnéni.

Kidney Injury Molecule -1 (KIM-1)
Kidney Injury Molecule KIM-1 je biomarker sledovatelny v mo¢i u nadort
ledvin, ale zarovenl u mnoha akutnich a chronickych onemocnéni ledvin, coz limituje

jeho pouZziti jako diagnostického markeru u RCC (Morrissey, 2011)

Perilipin 2
Perilipin 2 (PLIN2), synonymum je adipocyte-differentitation-related protein,
ktery byl zastizen vmo€i u pacientli se svétlobunéénym a papildrnim renalnim

karcinomem ledviny (Morrissey, 2010).

Matrix Metalloproteinazy (MMP)

Matrix metalloproteindzy jsou endopeptiddzy s obsahem zinku, které se ucastni
degradace ¢asti extracelularni matrix. Pfimo ¢i nepfimo maji vliv na ristové faktory
podporujici zvétSovani nadort. NejznaméjSimi jsou MMP-2 (gelatindza A) a MMP-9
(gelatindza B). V soucasnosti se jejich pouZiti pro potieby diagnostiky nadorti ledvin

neosvédcilo (Di Carlo, 2012).

Aquaporin —1

ZvySena exprese proteinu Aquaporine 1 (AQP-1) byla zjiSténa v tkdni nadorii
ledvin a pii soucasném vylucovani ledvinami byly zachycené vyssi koncentrace v moci.
Koncentrace nejsou zdsadni zptisobem ovlivnény jinymi nenddorovymi stavy (infekce
mocovych cest, diabetickd nefropatie) a koreluji se stddiem nddorového onemocnéni

(Morrissey, London, Luo, & Kharasch, 2010).
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1.6 Nadorova heterogenita a tkanové biomarkery

Pfestoze znacna Cast pacientil s nddorovou diagnézou je vyléCena samotnou
operaci nebo chirurgickou a adjuvantni systémovou 1écbou, mnoho pacientl stale umira
v duasledku rozvoje metastatického onemocnéni (Valastyan & Weinberg, 2011).
Zaroven plati, ze nddorové onemocnéni ma charakter darwinovského vyvoje (Aparicio
& Caldas, 2013). Tento fakt je potvrzen dikazy ze studii sekvenovani nové generace
(NGS), kdy v ramci primarniho nadoru dochazi ke klonalni evoluci a tato evoluce je
alesponl ¢aste¢n¢ zivena intratumoralni heterogenitou (Yates & Campbell, 2012). Tato
intratumoralni heterogenita je dana piedev§im zménami genu Von Hippel-Lindau, LOH
3p (ztrata heterozygozity z angl. Lost of heterosigozity) a epigenetickou inaktivaci
(epigenetic silencing). Inaktivace VHL genu je zdsadni zménou u vétSiny konvencnich
svétlobunéénych karcinomi ledviny (Gerlinger, a dalsi, 2012). Samotna inaktivace
VHL neni dostate¢na pro vyvoj renalniho karcinomu. Procesu se ucastni druhotné
mutace v genech jako napt. PBRM1, SETD2, BAP1, KDM5C, PTEN, MTOR a
PIK3CA (Tab. 2). Data ze studie TRACERx dokumentuji druhotné mutace a
chromozomalni zmény, které se uplatiiuji ve vyvoji RCC a charakterizuji klinickou
dilezitost téchto zmeén. (Turajlic, 2018a). Nadory s nizkou intratumoralni heterogenitou
a nizkou genomickou instabilitou maji bézné nizkou miru malignity. Tumory s vysokou
genomovou instabilitou a vysokou intratumoralni heterogenitou; véetné PBRM1 mutaci,
jsou cCasto nasledované klondlnimi aktivacemi sekundarnich mutaci PI3KCA a SETD2,
chromozomadlnimi delecemi chromozomu 9 (9p) a 14 (14q) u pokrocilejSich stadii.
Nédory, které se vyznaCuji nizkou intratumoralni heterogenitou, ale vysokou
genomickou instabilitou, SETD2 a BAP1 mutacemi jsou odpovédné za agresivni
onemocnéni s ¢asnym vyvojem metastického procesu v dob¢ diagndzy (Turajlic, a dalsi,
Tracking Cancer Evolution Reveals Constrained Routes to Metastases, 2018b). Delece
na 9. chromozomu maji za nasledek tvorbu metastaz a ve vysledku jsou zodpovédna za
Spatnou prognézu (Brannon, a dalsi, 2010). Pokud se metastazy vyvinou, pokracuje
klonalni evoluce pod selekénim tlakem protinadorové 1é€by (Gerlinger, a dalsi, 2012).
U pacientti s nddory ledvin jsme svédky, ze se metastatické onemocnéni miize vyvinout
po mnoha letech od diagndzy primarniho nadoru. Tyto pozdni recidivy jsou zpiisobeny
nadorovou dormanci, kdy nadorové bunky, které se rozsitily do vzdalenych organi,

zUstavaji v necinnosti, béhem této doby se v nich hromadi genetické a epigenetické
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znaky, které za specifickych podminek mohou vyvolat zjevné metastazy (Aguirre-

Ghiso, 2007).

1.6.1.1 Tkarnové biomarkery

Hodnoceni exprese ligandu 1 programované bunécéné smrti (PD-L1) pomoci
imunohistochemie je piimo ovlivnéno stanovenim protilatek, prahem pozitivity,
ziskanim Cerstvé versus archivni tkané a ptedchozi expozici terapii, coz zdiraziuje
potiebu pro peclivou interpretaci napti¢ studiemi (Zhu, a dalsi, 2018). Za zminku stoji,
ze v hlaSenych a probihajicich studiich zaloZenych na ICI u pacienti s RCC byly
pouzity rizné testy pro testovani PD-1 a PD-L1, s odchylkami.

Krom¢ toho, intratumoralni a intertumourdlni heterogenita mezi primarnim
nadorem a metastatickymi misty jsou dal§i otdzkou pfi rutinnim pouziti téchto testl
(Callea, a dalsi, 2015).

Vysokd hladina exprese PD-L1 je nicméné nepfiznivym prognostickym
faktorem spojenym s agresivnimi rysy RCC, jako je vysoky jaderny grading, postizeni
lymfatickych uzlin a vzdalené metastazy (Thompson, 2004, 2007; Iacovelli, 2016).
Navic vysoké hladiny PD-L1 souviseji s nepfiznivymi vysledky anti-VEGFR TKI
terapie (Choueiri, a dalsi, 2015).

Zatimco vyvoj rané faze nivolumabu anti-PD-1 monoklonalni protilatky (mAb)
u pacientli s RCC naznacoval moZné korelace mezi stavem exprese PD-L1 a vysledkem
(Motzer, a dalsi, 2015a), tento signal nebyl v registracni studii potvrzen. Ve studii faze
IIT CheckMate 025 srovnavajici nivolumab s everolimem u pacienti s diive léCenym
metastatickym RCC byl median OS s nivolumabem 21,8 21mé&sict u pacientl s nadory
PD-L1 + oproti 27,4 mésict vs. u pacientli s nddory PD-L1. V CheckMate 214, ve fazi
III studie, ktera zkoumala kombinaci anti-cytotoxického T lymfocytarniho antigenu 4
(CTLA-4) mAbD ipilimumab a nivolumab ve srovnani se sunitinibem, byl u pacienti s
PD-L1 pozorovéan prediktivni signal prospéchu z kombinace ICI. Exprese v >1 %
nadorovych bunék: PFS 22,8 mésich a 5,9 mésich u pacientli s nddory PD-L1 + a PD-
L1-nadory a mira objektivni odpovédi (ORR) 58 %, respektive 37 %. Za zminku stoji,
ze ORR 37 % u pacienti s nddory PD-L1 podtrhuje vysledky ptedchozich studii
prokazujicich klinicky piinos nezéavisly na stavu PD-L1 (Motzer, a dalsi, 2018).
Predbézné vysledky IMmotionl51, randomizovand studie faze III porovnavajici

kombinaci atezolizumabu (anti-PD-L1 protildtka) a bevacizumab se sunitinibem, také
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vykazovaly korelaci mezi PD-L1 + status a reakci na onemocnéni. V této studii byl stav
PD-L1 + definovén expresi na >1 % lymfocytl infiltrujicich nddor. Stfedni PFS byl
lepsi u pacientil s PD-L1 + nemoci, ktefi dostavali kombinovanou lécbu (stiedni PFS
(mPFS) 11,2 mésice oproti 7,7 mésicti; HR 0,74; p = 0,022), coz naznacuje, Ze pacienti
s nadory PD-L1 + maji pfi monoterapii sunitinibem nizsi vysledky (Rini, a dalsi, 2019) .

Ve studii faze III JAVELIN Renal-101 se kombinace axitinibu a avelumabu
prokazala lepsi PFS nez sunitinib u pacienti s nadory PD-L1 + (mPFS 13,8 mésice
versus 7,2 mésici; HR 0,61; P <0,0001), lepsi ORR (51,4 % oproti 25,7 %; NE 3,10).

Podobné studie faze III KEYNOTE-426 splnila své dva primarni koncové body
a prokazala lepsi OS a PFS pro kombinaci pembrolizumabu a axitinibu ve srovnani se
sunitinibem u vSech 1éenych pacientd ve vSech podskupinach (HR pro riziko umrtnosti
0,53; p <0,0001; HR pro mPFS 0,69; p <0,001), rozdil, ktery byl ocenén v analyzach
podskupin u pacienti s nadory PD-L1 + a pacientd s onemocnénim PD-L1 (Rini, a
dalsi, 2019).

Protoze obé tyto studie faze III ukazuji nadtazenost imunoterapie vici sunitinibu
bez ohledu na stav PD-L1, jsou zapotiebi dal$i biomarkery zalozené na tkani, které

pomahaji klinickym Iékattm pii vybéru terapii.

1.6.1.2 Podskupiny imunitnich bunék a nddorové mikroprostiedi (Tumor
microenvironment - TME).

RCC TME je jednim ze solidnich nadord s nejvyS$§im stupném infiltrace
imunitniho systému. RCC je obohacen o T-buiiky a nddorové makrofagy (TAM z angl.
Tumor associated macrophages) (Senbabaoglu, 2016; Ock, 2016). Pfesné vymezeni
podskupin umoznilo identifikaci az 22 odliSnych podskupin T-bunék a 17 samostatnych
podskupin TAM s rliznymi imunosupresivnimi a prozanétlivymi fenotypy; specifické
klastry TAM jsou siln¢ spojeny s oddilem CD8 + PD-1 + T-bunkami a krat§im PFS 96.
Kromé toho muze byt infiltrace TAM spojena s vysledky terapie VEGFR TKI 97,
zatimco imunitni infiltrace CD8 + T-bunikami v primarnich i metastatickych mistech je
spojena se Spatnou prognozou, infiltrace se miize dynamicky ménit v prubéhu terapie
anti- VEGFR TKIs (Zizzari, a dalsi, 2018) nebo imunoterapie ICI (Choueiri, a dalsi,
2016).

Data z randomizované studie zamétené na biomarker CheckMate 009 tykajici se

riznych davek nivolumabu, ktera obsahovala analyzu sériovych biopsii tkénovych
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vzorkl,, poukazuji na dynamicky TME s vyraznymi zménami ve slozeni imunitnich
buné¢k a expresnimi profily zjiSténymi kratce po zahdjeni 1écby nivolumabem (Choueiri,
a dalsi, 2016).

Tyto peclivé provadéné studie a jejich vysledky budou mit nepochybné zasadni
dopad na budouci vyvoj 1€ka. Pro budouci usili vSechny vyse zminéné data zdiiraziuji
zasadni vyznam integrace imunitnich a stromalnich aspekti TME pii stanovovani
prognostickych a prediktivnich znakl pro stavajici 1é¢ebné rezimy a co je nejdilezitejsi

pro racionalni vyvoj novych kombinaci 1éCiv.

1.7 Cirkulujici nadorové markery
Cirkulujici nddorovd DNA (ctDNA) a cirkulujici nédorové buiikky (CTC)
pochazejici z nadorovych bunék jsou detekovatelné v periferii, a proto poskytuji
ptilezitost neinvazivné hodnotit primarni a metastaticka tkang.
1.7.1 ctDNA

Na urovni ctDNA byly identifikovany viceetné genomické alterace vcetné
zmén v genech VHL, TP53, EGFR, NF1, ARID1A. Genomick¢ alterace v jakémkoli
genu byly detekovany az u 78,6 % pacientll s metastatickym RCC (Pal, a dalsi, 2017).

Cilem dalsi kohortové studie bylo pouZzit ctDNA load (naloz) pro vyhodnoceni
reakce na terapii (Dizman, a dalsi, 2018), pfitomnost detekovatelné ctDNA byla spojena
s vys$i radiografickou zatézi onemocnéni (Maia, a dalsi, 2017). Mnoho z téchto studii
bylo omezeno zahrnutim malého poctu vzorkid a nedostatecnym porovnanim se vzorky
primarnich nadorovych tkéni. V ptesnéji definovaném genomickém prostiedi, jako je
naptiklad RCC s deletovanym genem MET, by se analyza ctDNA mohla ukazat jako
zvIasté uziteCnd pii prognodzovani pacientskych vysledkl a jako nahrada za nadorovou
zatéz a odpoveéd’ na cilena agens (Ikeda, Schwaederle, Mohindra, Fontes Jardim, &

Kurzrock, 2018).

Byly zjistény rozdily ve frekvenci detekovanych genomickych zmén v nastaveni
1é¢by frontline a second-line. Pfedbézné vysledky z velkého hodnoceni profilu ctDNA u
pacientl, kteti byli 1é¢eni né€kolika prvnimi nebo druhymi liniemi, prokazali zvyseny
vyskyt genomickych zmén, zejména téch, které ovliviiuji TP53 a MTOR, po 1é¢b¢€ prvni
linie terapii VEGFR TKI. Tyto rozdily byly navrzeny tak, aby odrazely lécebné
selektivni tlaky a ucinek frontline terapie na ctDNA, ale mohly by také jednoduse

odrazet technickd omezeni hodnoceni ctDNA v tomto onemocnéni v pokrocilych
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casovych bodech. Ackoli frekvence genomické alterace mlze byt v primarni nadorové
tkani a ctDNA podobnad, pfi testovani se miize objevit znacnd mira nesouladu (Hahn, a
dalsi, 2017), coz zduraziiuje ndro¢nou rovnovdhu mezi heterogenitou nadoru a
diagnostickym rozlisenim. Velikost fragmenti ctDNA muze byt také spojena s horSimi
PFS, coz predstavuje dalsi vlastnosti, které by se pravdépodobné mély vzit v tvahu pii

analyze (Yamamoto, a dalsi, 2018).

1.7.2 Cirkulujici nadorové bunky (CTC) u karcinomu ledvin

1.8

Néadory RCC jsou nachylné k ptechodim (tranzicim) epitelovych bunék na
buiiky mezenchymalni. RCC buiky tudiz postradaji epitelialni markery, a proto CTC
obohaceni na zaklad¢ epitelidlnich markert zGstavd obtizné a vyZzaduje analyzu
jednotlivych bunék (Broncy, a dalsi, 2018a). Sjednocujicim rysem ve svétlobunéénych
bunécnych typech RCC je ztrata v genu VHL, kterd nabizi modelovou pfilezitost
studovat kvalitu stavajicich analytickych metod pro obohaceni CTC. Podrobnéji jsou

metody k analyze CTC diskutovany v kapitole 3.

Analyza cirkulujicich nadorovych bunék (CTC)

Zda se, zZe kterykoli aspekt diagnostiky, 1é€by a farmakokinetiky onkologického
onemocnéni mize byt zdsadnim zpusobem ovlivnén identifikaci cirkulujicich ¢i
diseminovanych nadorovych bunc¢k (Lugo, Braun, Cote, Pantel, & Rusch, 2003).
Cirkulujici nddorové buiiky (CTC) poprvé popsal Ashworth (1869) a jejich existence
neni neznama. Soucasné technologické pokroky v detekci a charakterizaci CTC a
ctDNA by proto mohly feSit a umoznit personifikovanou lé¢bu na zakladé sledovani

vyvoje nadoru v redlném case.

Novinkou jsou technologie, umoznujici urCeni jejich koncentrace a dalsi
zkoumani (imunocytochemické, genetické, genomické a dalsi). V soucasné dob¢ je
pouze CellSearch® test schvaleny FDA (Food and Drug Administration — Utad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv USA) k detekci CTC jako pomocnd metoda k monitoraci
pacientll s metastatickym karcinomem prostaty, prsu a kolorekta. Mnohé dalsi
biotechnologické spole¢nosti vyviji techniku detekce CTC, ale zatim jeSté¢ jejich
systémy nebyly schvéleny ke klinickému vyuziti, je vSak pravdépodobné, ze se to s
dal§im vyvojem zméni.

Pro nadory urogenitdlniho systému, nezfidka diagnostikované ve stadiu

generalizace, je kazdy piispévek ke v€asnému zahdjeni terapie velice cenny. Proto
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bychom se chtéli pokusit o zatazeni téchto vysetfeni do diagnostického algoritmu nejen

tam, kde jde o relativné zndmy vyzkum (prostata), ale i v oblasti dalSich organt,

zejména tam, kde neexistuji spolehlivé biomarkery vypovidajici o pfitomnosti a rozsahu

onemocnéni.

Tab. 2 Genomické varianty renalnich karcinomi a s tim spojené syndromové manifestace
(Prevzato z Ritesh R. Kotecha, Robert J. Motzer and Martin H Voss. Towards individualized therapy for
metastatic renal cell carcinoma, Clinical Oncology 2019,16, 621-633 str 623)

Subtyp

Genomické alterace

| Klinicka manifestace

Genomickeé varianty u karcinomu ledviny

Svétlobunécny karcinom

*Mutace ve VHL, PBRM1, SETD2, BAP1,
KDM5C, TERT and/or MTOR,;

« ztrata chromozomalnich segmentt 3p, 15q,
9p a /nebo 14q;

» zisk chromozomalnich segmentd 5q

*Nejcastéjsi RCC
histologicky typ

Papilarni karcinom typ |

» Mutace v MET, NRF2 a/ nebo CUL3;
« zisk chromozomu 3, 7 a/nebo 17

*Biologie nadoru byva
indolentné&jsi nez
biologie jinych
nemutovanych
papilarnich nador 1.
typu

Papilarni karcinom typ I

» Mutace ve CDKN2A, CDKN2B (cyklin
dependentni inhibitor kinazy 2A ) TERT
(reverzni transkriptaza telomer) , NF2
(neurofibromin2) , FH (fumaréat hydrataza),
MET (protoonkogen) a/nebo SETD2;

» translokace TFE3

*Biologie nadoru byva
méné indolentni nez
biologie papilarnich
nadoru I. Typu;

* Heterogenni tfida
véetné vice
definovanych podtypu

Chromofobni karcinom

* Mutace TP53 nebo PTEN (fosfatédza a
tenzin homolog );

« strukturalni pfestavby v TERT promotoru
(reverzni transkriptaza telomer);

» mutace v mitochondrialni DNA;

* ztrata chromozoma 1, 2, 6, 10, 13, 17
a/nebo 21

* Mlze mit pivod a
prekryvat se s
onkocytomy

Medularni renalni karcinom

* Mutace ve SMARCB1 (znama pod jménem
INI1 a BAF47 , aktin dependentni modulator
chromatinu);

» amplifikace ABL (tyrozin-kinaza
protoonkogen)

«Casto spojené s
hemoglobinopatiemi

Translokace Xp11.2 (TFE3)
nebo 6p21 (TFEB)

* Translokace TFE3 a TFEB (Transkripéni
faktor E3, EB);
« Casté copy- number variace (CNVs)

20-40% détskych
RCCsa1-4 % RCC
u dospélych

Karcinom sbérného duktu

*Mutace ve NF2 (neurofibromin 2), SETD2
(histon lyzin N-metyl transferaza), SMARCB1
(aktin dependentni modulator chromatinu),
CDKNZ2A (cyklin dependentni inhibitor kinazy
2A) a/nebo FH (fumarat hydrataza)

*Nadory s agresivnim
fenotypem; obtizné
odlisit od renalnich
medularnich
karcinom{

Mucin6zné tubularni a
spinocelularni karcinom

* ViceCetna ztrata chromozom ovliviujici
chromozomy 1, 4, 6, 8, 9, 13, 14, 15 a/nebo
22

*Biologie nadoru
obvykle indolentni ¢
Muze byt soubézna s
nefrolitiazou

Tubulocysticky karcinom

» Chromozomalni zisky s 7, 17);
» Mutace ve ABL1 (tyrozin-kinaza
protoonkogen) a/nebo PDFGRA (rustovy

*Biologie nadoru
Obvykle indolentni
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faktor odvozeny z trombocytd)

Karcinom asociovany
s cystickou fibrézou

a/nebo Y

« Vicedetné chromozomalni zisky 3, 7 , 16, 17 |Casto se objevuije pfi

cystickych
onemocnénich v
konecném stadiu
onemocnéni ledvin;
* MUze byt
multifokalni

Tab. 3 Syndromy rendlniho karcinomu se zdrodecnou mutaci

Subtyp

Genomické alterace

Klinicka manifestace

Syndromy renalniho karcinomu se zarode¢nou mutaci

VHL

«Ztrata genu VHL ( Von- Hippel Lindau)

*Hemangioblastomy sitnice a
CNS, neuroendokrinni
nadory, feochromocytomy a
epidydimalni cystadenomy

Dédi¢na leiomyomatéza
aRCC

«Ztrata genu FH ( fumarat hydrataza)

*Mlady vék na za¢atku ( 30
let véku), kozni leiomyomy,
délozni myomy,
feochromocytomy,
paragangliomy a
leiomyosarkomy

Dédi¢ny papilarni RCC

« Ztrata genu MET- proto-onkogenu

*Vysoka penetrace;

« Casto multifokalni a
bilateralni nadory ledvin s
indolentnim rdstovym
vzorcem

Birt-Hogg—Dubé syndrom

* Ztrata genu FLCN (folliculin)

*Kozni fibrofolikulom,
pneumotorax a onkocytomy;
» autozomalni dominance

Tuberdzni skleréza
komplex

« Ztrata genu TSC1, TSC2 (hamartin)

*Angiomyolipom,
angiofibromy, astrocytom z
obfich bunék, srde¢ni
rabdomyomy a / nebo
hamartomy

Cowden syndrom

« Ztrata genu PTEN (fosfataza a tenzin
homolog)

* Rlist hamartomu a rakoviny
prsu, §titné zlazy a
endometria a / nebo
melanom;

* Pfekryvani se syndromem
PTEN hamartoma

Hyperparathyroidism-Celist
nadorovy syndrom

« Ztrata genu CDC73 (parafibromin)

*Makrocefalie, rakovina §titné
Zlazy, rakovina endometria a
prsu, rakovina prostaty a /
nebo obli¢ejova
trichilemomie

BAP1 dédi¢na
predispozice k nadoru

« Ztrata genu BAP1 (ubikvitin carboxyl-
terminalni hydrolaza)

*Uvealni a kozni melanom a
maligni mezoteliom a / nebo
plicni adenokarcinom;
 obvykle maji jasné bunééné
histologie

MITF-asociovan melanom
a RCC syndrom

«Ztrata genu MITF (melanocyt
indukujici transkrip&ni faktor)

Melanom, rakovina
pankreatu a / nebo

feochromocytom
Dédi¢ny feochromocytom «Ztrata genu SDHB, SDHC nebo *bilateralni a extra adrenalni
a parangangliomy SDHD (sukcinat dehydrogenaza) feochromocyomy,

paragangliom a / nebo
gastrointestinalni stromalni
nadory

CNS, centralni nervovy systém; RCC, karcinom ledvin; VHL, Von Hippel-Lindau.

26




CTC jsou maligni buniky nachazejici se v periferni krvi, pochdzejici z tumoru at’
uz primarniho ¢i sekundarniho loziska. Pfibyva ditkazi o tom, ze ptfitomnost CTC
naznacuje pritomnost metastatického onemocnéni a horsi prognézu (Paterlini-Brechot,
2007; Pantel, 2008). V soucasné¢ dob¢ existuje nékolik technik vyvinutych k izolaci a
charakterizaci CTC. Pocty CTC koreluji s klinickymi vysledky u nékolika druht
malignit: prsu, prostaty, tlustého stieva a plic. Detekce a charakterizace nadorovych
bun¢k cirkulujicich v periferni krvi si ziskaly v poslednich letech zna¢nou pozornost.
Vyzkum genotypu a fenotypu Sificich se nadorovych bunék poskytuje nové poznatky
v biologii §ifeni nddorovych bunc¢k u onkologicky nemocnych pacienti a otvird nové
moznosti véasného odhaleni metastatického bujeni a jeho uspésné 1écby (Pantel & Alix-
Panabicres, The clinical significance of circulating tumor cells, 2007). Snahy o zlepSeni
prabéhu onkologické terapie zahrnuji nalezeni lepSich metod kvantitativni a kvalitativni
analyzy CTC. Izolace a detekce CTC z krevniho ob¢hu mohou byt obtizné, vzhledem
k jejich malému poctu, resp. koncentraci, a k nedostatku spolehlivych markerii k
identifikaci téchto bunék. Ke zdokonaleni stavajicich metod je zapotiebi dalSiho
biologického a technického vyzkumu, tedy nalezeni konkrétnéjSich markerti pro CTC,
jakoZ 1 zvySeni citlivosti a funkEnosti souc¢asnych zatizeni (Esmaeilsabzali, Beischlag,
Cox, Parameswaran, & Park, 2013). Analyza subpopulace CTC zdlraziiuje vyznam
epitelialné-mezenchymalniho pfechodu (EMT zangl. Epithelial mesenchymal
transition), procesu, ktery muze byt rozhodujici pro umoznéni naddorovym buiikam
napadnout a riist v mistech vzdalenych od pivodniho mista nddoru. Obdobné mize mit
vyznamny vliv i objeveni markeri rezistence na lécbu, které jsou exprimovany na
urovni CTC. Analyza genomu CTC by mohla pomoci nalézt nové terapeutické cile v
boji proti rezistenci na 1écbu. CTC by se mohli stdt cennym zdrojem biomarkerd,
paklize neni k dispozici biopsie tkang€. In vitro kultury buné€k pacienti ziskanych
z CTC-populace mohou umoznit hodnoceni terapeutickych strategii provadénych ex

vivo a v realném cas (Friedlander, Premasekharan, & Paris, 2014).

1.8.1 Metody izolace a detekce CTC

Sporadicky se vyskytujici CTC v periferni krvi (odhadem jedna buiika na
miliardu normalnich krevnich buné€k) vyzaduji vyuziti pokrocilého bioinzenyrského
vybaveni k jejich separaci, identifikaci a urCeni poctu. Vzhledem k vysoké slozitosti,

metodologickym omezenim a nedostatecné standardizaci je v soucasnosti klinicka
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pouzitelnost vétSiny technik detekce CTC bohuzel omezena. Diseminované a cirkulujici
nadorové bunky lze nalézt u vzorkl pacientl s malignitou v periferni krvi a v kostni
dfeni (Bilkenroth, Taubert, Riemann, Rebmann, Heynemann, & Meye, 2001).
denni praxe. Soucasné metody detekce CTC v periferni krvi jsou limitovany jejich
niz§imi koncentracemi (Masuda, 2005; Wiedswang, 2006). Bylo vyvinuto mnoho

metod obohaceni CTC k dosaZzeni jejich izolace (Tab. 4).

Nejvice vyuzivané metody obohaceni nadorovych bunék z kostni diené a
periferni krve vyuzivaji gradientu hustoty pii centrifugaci a imunomagnetickych technik
(Rosenberg, a dalsi, 2002). Metody obohaceni zalozené na hustoté bunék jsou zalozeny
na principu rizné gravitace bunck dle jejich vzristajici hustoty pfi centrifugaci. Metody
zalozené na protilatkach vyuzivaji specifické antigenni znaky na povrchu nadorovych
bun¢k k jejich separaci od krvinek a nenadorovych krevnich bunék. Naptiklad pro
nadorové buiiky je specificky adhezivni protein EpCAM (Epithelial Cell Adhesion
Molecule), ktery je zvySené exprimovany u mnoha typd malignit a neni pfitomny u
krevnich buné€k. V literatufe bylo popsdno mnoho pfistupti s EpCAM protilatkami
konjugovanych s feromagnetickymi ¢asticemi a s naslednou separaci v magnetickém
poli (Wu, 2006; Trzpis, 2007). Po obohaceni nddorovymi buiikami se vyuziva
imunochemickych a na PCR zaloZenych molekularnich vySetfeni k vylouceni faleSné
pozitivnich vysledk. Nekteré metody uzivaji pouze metody detekce bez vyuziti
obohaceni k minimalizovani ztrdt CTC zpusobenych nedokonalou separaci.
Imunologické pfistupy jsou zalozeny bud’ na specifickych epitelidlnich, nebo organove
specifickych antigenech, které jsou vyluéné exprimovany na nddorovych buiikach a
mohou byt analyzovany zjednoduSenymi automatizovanymi skenovacimi zafizenimi.
Automatizovand digitalni ultrarychld mikroskopie a uziti laserového skenovani oteviely
v této oblasti nové pfilezitosti pro imunocytochemické piistupy (Gerges, Rak, &

Jabado, 2010).

Vzhledem k vySe uvedenym metoddm, které jsou vysoce pracovné a casove
naro¢né, byl vyvinut poloautomaticky imunomagneticky separacni systém
(CellSearch®), ktery kombinuje detekci a obohaceni nadorovych bun&k. Tato technika
vyuziva magnetické Castice kovalentné spojené s protilitkami EpCAM, po nichz
nasleduje cytokeratinové barveni a separace. CellSearch® byl jiz zaveden do klinickych
studii s cilem sledovat CTC u pacientli 1écenych novymi typy cilené terapie a byl

schvalen FDA v USA (de Bono, a dalsi, 2008). Tato metoda byla G¢inné pouzita k
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vyhodnoceni prognostického vlivu na progresi u riznych typt lidskych malignit

(Cristofanili, 2007; Naoe, 2008; Wind, 2009). Avsak obohaceni na bazi EpCAM je

omezeno Sirokou Skalou hladin exprese proteinu u rliznych typli nadort (Gerges, Rak,

& Jabado, 2010). Stru¢ny piehled CTC-izola¢nich metod, piehled CTC-detekénich

metod je uveden v Tab. 4.

Tab. 4 Schematicky seznam a popis metodik obohacovani CTC

(Informace byly prevzaty a upraveny dle Banko, 2019 a Chen, 2017)

Biofyzikalni
vlastnosti

Biologické
vlastnosti

Metoda

Velikost/deformabilit
a jako zaklad
separace

Centrifugace na
hustotnim gradientu

Dielektroforéza a
elektrické vlastnosti
bunék

Pozitivni selekce
(zalozena na
protilatkach)

Negativni selekce
(deplece krevnich
bunék)

Vyhody

Snadna a rychla metoda
Vysoka testovaci
kapacita objemu
Zachycuje klastry CTC a
CTC

Molekularni analyza
obohacenych bunék bez
problému

CTC bez znaceni
protilatkami
Nemodifikované a
Zivotaschopné buriky
Kratka doba procesu
obohaceni

NizSi naklady diky
nepfitomnosti protilatek
Jednoduché pouziti
Zpracovani velkych
objemu krve

Vysoka CTC viabilita

Vysoka distota

Snadné zvétSeni
testovaného objemu
Automatizované systémy
Nasledna down- stream
analyza

Potencial pro obohaceni
v§ech subpopulaci CTC
Snadno pouzitelné
oddélovani podskupin
CTC bez znaceni

CTC bez navazani
kulicek
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Limitace

Ztrata CTC s velikosti rovnou a mensi
nez velikost port filtru

Poskozeni CTC v dusledku
hemodynamického stresu

Pritokovy tlak

Mozna interference s jinymi burikami
(leukocyty)

Problémy s ovéfenim (rozdil ve
velikosti mezi modely CTC a
nadorovymi liniemi)

Ztrata CTC s vysokou hustotou
Nizka Cistota

Ztrata CTC s elektrickym
podobnym leukocytliim
Nizka Cistota

Ztrata CTC subpopulaci véetné EMT
CTC, klastrii a CTC maskovanych
krevnimi bunkami (nebyl identifikovan
zadny univerzalni CTC antigen)
Mohou byt vyZzadovany testy specifické
pro nador, protoze fenotyp CTC se liSi
podle typu nadoru a v pribéhu
progrese a pribéhu lécby

CTC vazané na povrch separac¢niho
zafizeni mohou zpUsobit potize pfi
regeneraci bunék

Nizka Cistota

nabojem



Obr. 5 Systém CELLSEARCH®

Prvni a jediny klinicky schvdleny systém (FDA) pro identifikaci, izolaci a pocet cirkulujicich nadorovych
bunek (CTC) z jednoduchého krevniho odbéru. Test detekuje a stanovi pocet CTC epitelidalniho puvodu
(CD45-, EpCAM +, cytokeratiny 8, 18+ a / nebo 19+) ze 7,5 ml vzorku krve s vysokou urovni citlivosti a
specificity. Poskytuje rychlou a reprodukovatelnou analyzu CTC pomoci jednoduchého procesu ve trech
krocich: odbér vzorkii, priprava vzorku a analyza vzorkit pomoci unikdatni imunomagnetické a
fluorescencni zobrazovaci technologie (Cellsearch, 2020) .

Obr. 6 Riizné tvary CTC separované a zobrazené pomoci CELLSEARCH®.
(Shora doliu: EpCAM +, CK + extracelularni vezikuly, malé apoptické CTC; velke apoptotické CTC;
CTC klastre a klastre CTC s lymfocyty pripojenymi k CTC. Relativni frekvence vyskytu v 7.5 mL periferni
krve jsou uvedeny na ose y (1- 10° ). Prevzato z K. Andree: Challenges in circulating tumor cell detection
by the CellSearch systemj (Andree, van Dalum, & Terstappen, 2016)
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Reverzni transkriptdzova polymerazova tetézova reakce (RT-PCR) je jednou z
nejcastéji pouzivanych technik pro detekci nukleovych kyselin CTC a byla Gspésné
aplikovana u mnoha typti malignit. Tato metoda muze detekovat molekularni markery
spojené¢ s nadorem s vyssi citlivosti nez testy zaloZzené proteinové analyze (Seiden,
1994; Ghossein, 1995). CTC detekce pomoci PCR zavisi na genové specifickych
oligonukleotidovych primerech a jiz byla pouzita k detekci bunék rakoviny prostaty
v periferni krvi (Bossolasco, a dalsi, 2002). Nicméné PCR ma nizkou specificitu kvili
nedostatku molekularnich cilit specifickych pro rakovinu u vétSiny urogenitalnich
malignit. Kromé& toho jsou i v normdlnich buinikdch nukleové kyseliny kodujici
exprimované proteiny asociované s nadorem, jako je naptiklad prostaticky specificky
antigen (PSA). PCR je proto extrémn¢ nachylnd k chybam v kvantifikaci a vyzaduje

vysokou metodickou standardizaci, kterd omezuje jeji Siroké klinické vyuziti.

Nova detekéni metoda zvana CTC-chip muze separovat nadorové bunky z plné
krve pomoci EpCAM protilatkou pokrytych mikroskopickych bodd. Po tomto prvnim
kroku jsou CTC barveny protilatkami proti cytokeratinu nebo tkanové specifickému
markeru, jako PSA u karcinomu prostaty, a jsou vizualizovany automatickym
skenovanim. CTC chip prokédzal vysokou senzitivitu a specificitu pfi dvojniasobné
detekci ve srovnadni se v soucasnosti dostupnymi technologiemi, jako je CellSearch
(Nagrath, a dalsi, 2007).

U pacientll s metastazujicim karcinomem prostaty identifikoval CTC-chip 16 az
292 CTC na mililitr. CTC -chip umoziiuje separaci bun¢k bez posSkozeni bun&tné
integrity nadorovych bunc¢k a umoZznuje naslednou molekularni analyzu. Dal$i novou
technikou zalozenou na protilatkdch je epitelidlni imunospot (EPISPOT), ktery je
adaptaci testu imunospotu spojené¢ho s enzymy. Tento test je vysoce citlivy a detekuje
pouze zivotaschopné bunky s exkreci proteinli. U karcinomu prostaty test EPISPOT
detekoval cirkulujici nadorové bunky u 65% lokalizovanych a metastazovanych
pacientli. Pacienti se systétmovym onemocnénim vykazovali signifikantné zvySeny

pocet CTC (Alix-Panabicres, 2007).
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(Informace byly prevzaty a upraveny dle Soekojo, 2018; Khodakov, 2016, Furrer, 2015)

PCR

RT-PCR

qPCR
-Polymerazova
fetézova reakce v
modifikacich

NGS- next
generation
sequencing
(sekevenovani
nové generace)

(F)ISH
- fluorescen¢ni in
situ hybridizace

CGH
komparativni
genomova
hybridizace

Popis

-Metoda zaloZena na

exponencialni amplifikaci

cilové DNA;

-relativni kvantifikace
cilovych sekvenci DNA
prostrednictvim
monitorovani

amplifikacniho procesu v

realném cCase

- Vysoce vykonné sekvenovani s

naslednym mapovanim a

pocitanim sledované sekvence k

uréeni absolutniho nebo
relativniho poctu kopif

-Hybridizace znacené
nukleotidové sekvence na
komplementarni cilové
sekvenci RNA nebo DNA

-Hybridizace znacené
nukleotidové sekvence na
komplementarni cilovou
sekvenci RNA nebo DNA;
-Porovnani testovaného

vzorku a referencnich vzorku;

- schopnost poskytovat
informace o genomech o

zménach poctu kopii; podél

kazdého chromozomu
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Vyhody
- Rychla a kvantitativni analyza
amplifikace genu;
- jsou vyZzadovana mald mnozstvi
fragmentl DNA;
- flexibilni, nakladové a ¢asové
efektivni technika;
- dynamicky rozsah a presna
kvantifikace;
- vysokd molekularni citlivost
- Identifikace velkych i malych
genovych zmén (bodové mutace,
translokace, inzerce / delece);
- vhodné pro analyzu a
diagnostiku nukleovych kyselin
vyZadujici multiplexovanou
analyzu mnoha gend a jejich
variant

- Lze pouZzit na DNA a RNA;
studium amplifikace, delece,
variaci po¢tu kopii (CNV) a / nebo
preskupeni gent;

- schopnost vizualizovat
genomické zmény;

- stejny vzorek by mohl byt pouzit
pro opakované zobrazovani pro
rtizné chovani gen(;

- vysoka citlivost;

- detekce velkych aberaci;

- schopnost posoudit zmény
poctu kopii v celém genomu;
- analyza celého genomu;

- vysoké rozliseni

Tab. 5 Prezentace laboratornich metod pouzivanych v molekularné genetickych testech CTC.

Nevyhody

- Nelze ziskat informace o
morfologii;

- presné Cislo CTC nelze
odhadnout;

- Fragmentace RNA; nelze
provadét vysoce
multiplexované testy

- Vysoka vnitini mira chyb
zpUsobena
nejednoznacnosti signalu,
nepresnosti enzym,
nedokonalou detekci;

- chyby sekvenovani
komplikuji detekci variant,
zejména téch s nizkou
frekvenci

- Casové narocné;

- drahé vybaveni pro
detekci a rozpoznavani
signalu;

- obtizné integrovat do
rutinni diagnostické
laboratore;

- poZadavek na dobie
vyskoleny personal;

- heterogenitu
inratumorovou nelze
detekovat;

- Drahé;

- pozadavek na vzdélany
personal;

- nikoli standardni
metodika



2 Cil prace

Cilem prace je zhodnotit moznosti medicinsky efektivniho skriningu zachytu
tumorti ledvin porovnanim jednotlivych vysetfovacich metod pfi primarnim zjisténi
nadoru ledviny jako jsou ultrazvuk, pocitacova tomografie a magneticka rezonance.
Hodnocen byl soubor pacientli, ktefi byli operovani na Urologické klinice FN
Kralovské Vinohrady v obdobi kvéten 2011 az kvéten 2016, u kterého byl hodnocen
divod pro primarni vySetfeni, které nasledné¢ vedlo k zjisténi nadoru ledviny a
proporcionalni zastoupeni jednotlivych stadii onemocnéni podle typu zachytu (ndhodny
nalez vs. pfi symptomech nadoru ledviny). Soucasné bylo cilem identifikovat skupiny
pacientl, které by maximalné profitovaly ze zavedeného skriningu.

Dalsim cilem préace bylo zhodnotit soubor operovanych pacienti, u kterych jsme
provedli odbér periferni zilni krve na pfitomnost cirkulujicich nadorovych bunék
(CTC). Odbér periferni krve na ptitomnost CTC by mél byt provadén ve 4 casovych
bodech: 1. pfed operaci, 2. 4.-10. den po operaci, 3. cca 6 tydnl po operaci a 4. 6-12
meésict po operaci. Po odbéru krve bude populace sporadickych CTC obohacena
pomoci metody zalozené na velikosti bunék. CTC budou kultivovany in vitro. Po
kultivaci (3-5 dnt) budou CTC hodnoceny pomoci cytomorfologické a molekularni
analyzy:
1.Cytomorfologicka analyza CTC (vitalni fluorescencni mikroskopie)

-Vyhodnoceni poctu CTC, pficemz CTC bunky jsou charakterizovany velikosti jadra,
nepravidelnosti jaderné membrany, pfitomnosti viditelné cytoplasmy, pfitomnosti
prominentnich jadérek a jejich poftem a vysokym jadernym cytoplasmatickym pomérem
-Bude hodnocena CTC metabolickd aktivita pomoci zhodnoceni pFitomnosti aktivnich
mitochondrii a mitochondridlni sité

2.Analyza genové exprese obohacenych CTC

- Testovany jsou vybrané tumor — asociované geny jak v populaci obohacenych CTC, tak ve

frakci bilych krvinek pro jednotlivé pacienty.

Cilem je urcit ptitomnost CTC bun€k v krvi pacientli s nddory ledvin, zhodnotit
pocty CTC dle velikosti nadoru a jednotlivych histologickych typti a zhodnotit, zda
muze prikaz CTC napomoci k cilenému nastaveni 1é€by v piipad€é pokrocilych stadii
nadort ledvin a zaroven jestli ma vysetfeni potencial stat se vySetfenim pouzivanym pii
urceni stadia onemocnéni renalnim karcinomem a pii sledovani pacienti po operacich

Vv ramci restagingu.
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3 Pacienti a metody
3.1 Epidemiologicka studie

Rendlni karcinom je tfeti nejcastéjsi urologickd malignita. V dobé stanoveni
diagnézy ma zhruba 30 % pacientli metastaticky proces. Vzhledem k rezistenci na
ozafeni a chemorezistenci je progndza téchto pacientli Spatna (Negrier, a dalsi, 1998).
Asi u 25 % pacientil po operaci pozorujeme relaps onemocnéni (Mitchell, a dalsi,
2018). U pacientt s lokaln¢ pokro¢ilym nebo metastatickym RCC pétileté relativni
preziti 72.4 % respektive 13.9 % (Jung, a dalsi, 2015). Jedind 1écebnd moznost i
lokalizovaného RCC- je kompletni odstranéni nadoru, naproti tomu u lokalné
pokrocilého nalezu je nefrektomie pouze paliativnim feSenim.

U vSech typt rendlnich karcinoml se progndza zhorSuje se zvySujicim
histopatologickym gradem. Pétileté prezivani (OS) je pro vSechny RCC 49%, pticemz
doslo k zvySeni nejspiSe diky zvysSeni ndhodné zjisténych RCC (Wahlgren, a dalsi,
2013) a ztejmée téz po zavedeni 1éCby tyrosin kindazami (TK) (Li, a dalsi, 2016).

3.1.1 Soubory vysetirovanych pacientu v epidemiologické studii

Vlastni soubor diagnosticky a vlastni soubor operovanych pacientti v obdobi
2011 -2016.

V obdobi od kvétna 2011 do kvétna 2016 bylo pro patologicky ndlez ledviny na
Urologické klinice Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady (FNKV) operovano
celkem 569 pacienti. Do studie bylo zatazeno 471 pacientl. Z vyzkumu byli vytfazeni
pacienti s benignimi afekcemi (Mitchell, a dalsi, 2018) , benignimi nadory (Tahbaz,
Schmid, & Merseburger, 2018), metachronné zjiSténymi nadory ledvin (Patard,
Rodriguez, Rioux-Leclercq, Guillé, & Lobel, 2002) a s urotelidlnimi karcinomy (Jayson
& Sanders, 1998) vzhledem k vyrazné odlisSné symptomatologii. Sbér dat probihal
retrospektivné na Urologické klinice FNKV a klinicka data byla ziskdna ze zdravotni
dokumentace a zdatabaze UNIS (Univerzalni nemocni¢ni informacni systém)
nemocni¢niho systému FNKV. Hodnotili jsme divod vySetteni dle klinickych obtizi a
typ prvotniho vysetieni (ultrazvuk, pocitacova tomografie, magnetickd rezonance).

Vyzkum byl schvalen Etickou komisi Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
v Praze dne 4. 9. 2019, jednaci ¢islo EK-VP/55/0/2019.

Mezi vySetfovanymi bylo 304 (64,5 %) muzl. Primérmy vék v této skupiné byl
64 let (95 % CI: 63-65) let. Primérna hodnota BMI byla 28.5 (95% CI: 28-29).
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Hodnoceno bylo celkem 471 (100 %) pacientt s patologickym nalezem ledviny,
z toho bylo 347 (73,7 %) ptipadl incidentalnich a 77 (16,3 %) symptomatickych, u 47
(9,9 %) pacienti nebylo mozno odliSit symptomaticky od asymptomatického priibéhu.

Tab. 6 Zakladni demografické udaje

antihypertenziva

% (95% Cl)

67 (61,2-72,5)

70,7 (62,7-77,8)

68,7 (64,2-72,9)*

BMI (225 kg/m2)

Stadium Celkem (N=471)
Parametry
I+l (N=285) +IV (N=152)
Pacienti % (95% CI) 60,5 (55,9-65) 32,3 (28,1-36,7)
Muzi % (95% Cl) 63,5 (57,8-68.9) 30,3 (25,1-35,8) |64,5 (60-68,9)*
Zeny % (95% Cl) 55,1 (47,2-62,8) 35,9 (28,7-43,7) |35,5(31,1-40)*
Vék (roky) Pramér (95% CI) | 63,3 (62,0-64,6) 65,3 (63,6-66,9) |64,0 (63,0-65,0)
BMI (kg/m2) Pramér (95% CI) |28,4 (27,8-29,0) 28,7 (27,8-29,6) |28,5 (28,0-29,0)
(
(

% (95% Cl) 70.3 (63,9-76,1)  |74,2 (65,6-81,6) |75,8 (71,2-80)*

*p—0,0001

3.1.2 Hodnoceni diagnostickych metod v inicialni diagnostice nadorti ledvin
u pacienti operovanych v obdobi 2011-2016.

Duplicitni nador byl zji§tén u 55 pacient v celém souboru. NejcastéjSim
duplicitnim nadorem v naSem souboru byl karcinom prostaty u 21 pacientli, karcinom
mammy u 14 pacientek, hematoonkologické onemocnéni u 12 pacientli, karcinom
tlustého stfeva u 5 pacientli, karcinom mocového méchyie u 4 pacientli, nddor varlete u
3 pacientli, maligni melanom u 2 pacientli. Po jednom pacientovi byl zaznamenan
karcinom déloZzniho ¢ipku, karcinom ovaria, karcinom §titné Zlazy, karcinom tonsily a
prolaktinom. DileZitym faktem je, Ze nador ledviny byl zjiStén u 47 pacientl na zakladé
stagingovych vySetfeni v ramci sledovani pro jiné maligni onemocnéni. U Ctyf pacientl
byla zaznamenéna triplicita.

V naSem souboru jsme se zabyvali i divodem vySetieni u incidentalnich nalez
nadorti ledvin, kterych bylo 347. Vramci odbornosti, které staly za objevenim
asymptomatického nédoru ledviny dominovali urologové, ktefi objevili nddor ledvin
u 100 ptipadi. Dalsi odbornost, kterd se vyznamnou mérou podilela na odhaleni nddoru
ledvin byli onkologové s 60 zachyty nadort ledvin, ktefi diagnostikovali onemocnéni
vramci pravidelného vysetfovani pfi sledovani pro jiné onkologické onemocnéni.
Internisti a kardiologové odhalili 44 nadort. Gastroenterologové a chirurgové odhalili

dalSich 22 nadort ledvin. Obrazek ¢islo 8 vyjadiuje grafické vyjadieni odbornosti
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podilejicich se na odhaleni incidentdlnich nadorti ledvin. Tabulka 6 zaznamenava
symptomy, pro které byli pacienti vysetfeni a toto vySetfeni vedlo poté k incidentalnimu

zjisténi nadori ledvin.

Obr. 7 Proporcionalni zastoupeni duplicitnich nadoru.

.. ., . B karcinom prostaty
Dup|IC|tnI nadory B karcinom mammy
B hematoonkologie
M karcinom tlustého streva
M karcinom méchyre
M nddor varlete
B melanom
H karcinom cervixu
m karcinom ovaria
B karcinom stitné Zlazy
m karcinom tonsily
prolaktinom

Obr. 8 Duvody vySetieni incidentalnich nadori ledvin v sledovaném souboru pacienti podle

odbornosti.
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Tab. 7 Symptomy zaznamenané v pribéhu inicialniho vySetfeni pacienti,
které vedlo k incidentalnimu zjiSténi nadori ledvin.

Typ symptomu u incidentalnich pacientii N %
(N=347) pacientl
Vysetieni ¢i sledovani benigni hyperplazie prostaty 74 21,33
Vertebrogenni algicky syndrom 10 2,88
Hypertenze 9 2,59
Bolesti biicha a podbiisku 9 2,59
Ledvinova kolika 7 2,01
Vysetieni Ci sledovani cystické 1éze ledviny 6 1,72
Infekce mocovych cest 5 1,44
Biliarni obtize, cholecystitida 4 1,12
Trauma, autonehoda ¢i Graz 4 1,12
Diabetes mellitus 4 1,12
Kasel a duSnost 4 1,12
Obstipace 2 0,57
Disekce aorty 2 0,57
Bolesti hlavy 2 0,57
Varikokéla 1 0,29
Stresova inkontinence 1 0,29
Hiatova hernie 1 0,29
Viedova choroba 1 0,29
Virtualni kolonoskopie 1 0,29
Ileus 1 0,29
Vysetieni pted plastikou kyly 1 0,29
Hydronefroza 1 0,29
Erysipel 1 0,29
Flebotromboza 1 0,29

3.1.3 Statistické zpracovani

Studie byla provedena jako pifipadové kiizeni. Karcinomy zjisténé
ultrazvukovou metodou byly povazovany za casné piipady, zatimco karcinomy
odhalené jinou metodou byly pozdnimi ptipady. Pomér pravdépodobnosti ziskany z
podminéné bindrni logistické regrese byl pouzit k podpoie nebo odmitnuti nulové

hypotézy rovnosti ¢asnych a pozdnich piipadi.
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3.2

Kontinudlni a kategorické cilové parametry byly popsany s aritmetickym
primérem, respektive proporci, véetné dvoustranného intervalu spolehlivosti. Proporce
byly statisticky vyhodnoceny s chi-kvadratickym testem pro vicenasobné srovnani nebo
s Fisherovym pfesnym testem pro srovnani dvou skupin. Diference mezi podskupinami

z hlediska véku a BMI byly, vzhledem k ovéfené normalité, analyzované t-testem.

Velikost souboru sledovanych subjektt (N=471) byla dostatecna pro
podminénou binarni logistickou regresi s 98% vykonem testu. VSechny testy byly
oboustranné a hladina vyznamnosti byla stanovena na 0,05. Statistické analyzy byly
provedeny pomoci programu Prism 8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, California,

USA) and STATA version 15.1 software (StatCorp, Lakeway Drive, Texas, USA).

Material a metody ve studii CTC

V této ¢asti prace podrobnéji popisuju data, ktera byla zpracovana a publikovana
v ¢lanku Klézl P a kol. Detection of Circulating Tumor Cells in Renal Cell Carcinoma:
Disease Stage Correlation and Molecular Characterization, ktery je v plném znéni uveden
v praci jako priloha (Klezl, a dalsi, 2020).

3.2.1 Pacienti

Do studie bylo v letech 2016-2018 zatazeno celkem 186 pacientl (n = 186),
kteti podstoupili chirurgickou renalni resekci z divodu pfitomnosti nddorové tkang,
resp. suspektni nddorové hmoty. Periferni krev (2x8 ml, EDTA) byla pacientim
odebrana v n¢kolika ¢asovych bodech: 1. pted operaci, 2. do 24 hodin po operaci, 3. ve
2 tydnech sledovani po operaci, 4. pii sledovani kazdych 6 mésict (Obr. 9). Hodnoceni
pacienti méli odbér nejméné 2 krevnich vzorkll. Celkem bylo provedeno 495 CTC testi.
Test CTC byl zaloZzen na vyhodnoceni biologickych replikatd 2 odbérové zkumavky
krve =2 CTC testy).

Do studie bylo zatazeno 186 pacienti s diagnézou RCC a v souladu s
Helsinskou deklaraci bylo studii udéleno schvaleni etické komise. VSichni pacienti byli
kandidaty na chirurgickou 1écbu. Pied odbérem krve a shroméazdénim klinickych udajt
byl od kazdého pacienta ziskdn informovany souhlas. Charakteristiky pacienti jsou
uvedeny v tabulce 7. U kazdého pacienta bylo odebrano ptiblizné 2 x 8 ml zilni krve z
kubitalnich zil a umisténo do zkumavek s EDTA (Vacuette, Némecko) obsahujicich 1,6
mg EDTA / ml krev jako antikoagulantu. Vzorky byly zpracovany pii pokojové teploté

pomoci izola¢niho postupu v priabéhu 24 hodin po odbéru krve.
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3.2.2 Izolace CTC

K obohaceni CTC byl aplikovan separa¢ni protokol zaloZzeny na velikosti bun€k
(zangl. Size-Based separation) a separatni kolona MetaCell® (Kolostova, 2015;
Kolostova, 2016; Cegan, 2014, Kolostova; 2016). P¥itomnost CTC je hodnocena na
zakladé cytomorfologickych parametrii jednotlivych bunék zobrazenych vitalni
fluorescen¢ni mikroskopii, po které mize nasledovat molekularni testovani (napt. gPCR

analyza, sekvenovani) nebo standardni imunohistochemie.

Obr. 9 Schéma odbéru Kkrve.

Piitomnost CTC v periferni krvi

f‘ w8 < 7 A

T B | T R L . -
3 1.0dhér 2.0dbér 3.0dbér 4.0dbér

| : 2-10.den 6. tyden 512 mésich

po operaci po operaci po operaci

pred operaci

Chirurgicky zakrok

3 88,1% 93% 89% 100%
CTC detekovany u: (n=118) (n=130) (n=199) (n=27)

Obohacovani a kultivace CTC: Pro zZivotaschopné obohaceni CTC z periferni
krve byla pouZita separaéni metoda zaloZena na velikosti MetaCell®. (Kolostova, 2015;
Kolostova, 2016; Cegan, 2014). Komplex separa¢niho membranového filtru, ktery je
drzen v plastovém kruhu, miiZze byt pfenesen piimo s obohacenymi bunikami do
Sestijamkové kultivacni desticky, k filtru jsou ptidany 4 ml RPMI meédia a obohacené
buiiky jsou kultivovdny na membrané in vitro za standardnich podminek bunécné
kultury (37°C, 5 % atmosféra C02) a pozorovany pomoci inverzniho svételného
mikroskopu. CTC jsou kultivovany v RPMI médiu obohaceném o FBS (10 %) po dobu
minimalné 3-5 dnil. Pod separa¢ni membranu 1ze umistit mikroskopické sklicko a CTC
mohou pfirozené invazivné rist a na mikroskopickém sklicku mohou byt vytvoieny
nové bunécné kolonie. Pokud je pldnovana imunohistochemicka/imunofluorescencni

analyza, jsou mikroskopické sklicka vyhodou.
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Tab. 8 Charakteristika souboru pacienti ve vztahu k CTC vySetieni

typl nadoru 0 0 N
Svétlobunéény RCC 270 85,99 33 14 314 119
Papilarni RCC 56 84,85 7 15,15 66 22
Svétlobunécny a
papilarni RCC 11 84,62 2 15,38 13 4
Chromofébni RCC 19 76,00 4 24 25 8
Tab. 9 Primér primarniho tumoru ve vztahu k pozitivnimu CTC-vySetieni
Pramér primarniho | Pocet hodnocenych
tumoru (mm) tumorl (N)
Primeér 49,3 168
CTC pozitivni 50,08 137
CTC negativni 34,9 20
CTC-nehodnoceno 65,81 11
Tab. 10 CTC - pozitivita jednotlivych typt odbéru véetné déleni dle histologie.
CTC pozitivni | CTC negativni
CTC Typ nadoru Pacienti Pacienti Nehodnoceno | Coke
% % m (N)
(N) (N)
Svétlobunéény RCC 21 75,00 5 17,86 2 28
1. odbér
Papilarni RCC 13 68,42 4 21,5 2 19
2 odbér Svétlobunéény RCC 27 96,43 1 3,57 28
’ Papilarni RCC 18 94,74 1 5,26 19
3. odbér Svétlobunécény RCC 24 85,71 4 14,29 28
’ Papilarni RCC 18 94,74 1 19
. | Svétlobunéény RCC 28 100 28
4. odbér Y
Papilarni RCC 18 94,74 1 5,26 19
A. Izolace CTC:

Ptistrojové vybaveni, pomucky a chemikélie:

« MetaCell” (MetaCell, Ostrava, Ceska republika)
« RPMI-1640 (R medium) (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)
e R + medium (piiprava SOP €. 5) slozené z:
« Amphotercin (250 pg/ml) (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

« Fetalni bovinni sérum (FBS) (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)
e Penicillin-Streptomycin (Penicillin 10 Units — Streptomycin 10 mg/ml) (Sigma-
Aldrich, Praha, Ceské republika)
« RPMI 1640 (R medium) (Sigma-Aldrich, Praha, Ceské republika)

Misto vvkonu prace: laminarni box
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3.2.3 Cytomorfologicka analyza CTC

Zivotaschopné  buiiky obarvené vitalnimi  fluorescenénimi  barvami
(Celltracker™, NucBlue™, Mitotracker™, Thermofisher, U.S.) byly analyzovany
pomoci fluorescenéni mikroskopie ve tiech krocich: (1) skrining pii zvétSeni x20 k
lokalizaci bunék, (2) pozorovani pii zvétsSeni x60 pro podrobnou cytomorfologickou
analyzu. Izolované bunky a / nebo klastry pozadovanych bunék byly vybrany,
digitalizovany a vySetieny zkusenym odbornikem-cytologem a/nebo patologem. (3) pro
vyhodnoceni poc¢tu CTC byly CTC definovany jako bunky vykazujici tyto vlastnosti: a)
jaderna velikost rovnajici se nebo vétsi nez 15 pm); b) nepravidelnost jaderné
membrany c¢) pfitomnost viditelné cytoplazmy a velikost bunky; d) pfitomnost
prominentnich jadérek a jejich pocet; e) vysoky jaderny cytoplazmaticky pomér. Pomér
jadra/cytoplazmy (N/C) se vyhodnocuje s ohledem na rozdilnou morfologii rostoucich

bunck ve srovnani s pomérem N/C ve vzorcich tkani.

Cytopatologicka analyza zahrnuje proces:
A. Vizualizace CTC — hodnoceni probiha pomoci vitalni fluorescenéni mikroskopie

Piistrojové vybaveni, pomiicky a chemikalie:

e Fluorescen¢ni mikroskop, Olympus IX51.

e CellTracker™ Green CMFDA (Life Technologies, Eugene (OR), USA)

(uchovévat v mrazicim boxu pfti -5 az -30 °C)

« Dimethylsulfoxid (DMSO) (Penta, Praha, Ceské republika)

e NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent (Life Technologies, Eugene (OR), USA)
(uchovavat v temnu pfi laboratorni teplot€) R37605

« RPMI-1640 (R medium) (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika)

o Zkumavka eppendorf (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

Obr. 10 CTC zachycené na separaéni membrané s pory o velikosti 8 pm.
(CTC jsou pozorovany v prochdzejicim svetle a obarvené vitdalnimi
fluorescencnimi barvam; Celltracker™ -zelena, NucBlue™- modra).
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Obr. 11 Zivé CTC zachycené na separaéni membrané
(CTC obarvené vitalnimi fluorescencnimi barvami, Celltracker™ -zelend,
NucBlue™- modra, Mitotracker™ - ¢ervenda) byly analyzovany pomoci
fluorescencni mikroskopie.)

Obr. 12 Zivé CTC zachycené na separaéni membriné s péry o velikosti 8 pm
(CTC obarvené vitalnimi fluorescencnimi barvami (Celltracker™ -zelend, NucBlue™ -modrad) byly
analyzovany pomoci fluorescencni mikroskopie, foceno v priichozim svétle. 'V bunkdch Ize pozorovat
nepravidelny tvar jaderné membrany (buika ve stiedu) a taky délici se jadro (buiika dole).)

Na zéklad€ standardnich imunohistochemickych protokolii byla v buikach
zachycenych na membrandch testovdna pfitomnost cytokeratinu a vimentinu.
Membrany byly fixovany vzduchem nejdtive alespon na 24 hodin. Jako dalsi krok byl
pouzit imunohistochemicky protokol nasledujicim zplGsobem. Byly pouzity dva klony

protilatek pancytokeratin (SigmaAldrich) a vimentin (Sigma Aldrich)
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3.2.4 Analyza genové exprese CTC

Pro stanoveni molekularniho profilu CTC bude pouzit panel gend asociovanych
s tumory (tzv. tumor asociované geny) a genll asociovanych s chemorezistenci. Geny
jsou do panelu vybrany na zakladé standardnich postupti diferencidlni diagnostiky v
cytopatologii pii urCovani typi tumorti s nezndmym puvodem. Genova exprese
cytokeratint KRT5, KRT7, KRT18, KRT19 je analyzovdna v kombinaci s expresi
EPCAM, MUCI, CD24, CD44, CD45, CD68, CD274, WT1, VIM, VEGF, VEGFR a
HER2 a podobn¢). Pro skupiny genil asociovanych s chemorezistenci jsou vybrany
geny superrodiny ABC transportéri: MRP (MRP 1,2,4,5,7), MDRI1, dale testovani
ptitomnosti DNA excizniho reparacniho proteinu ERCCla ribonukleotid reduktdz:

RRMI1 a RRM2.

Molekulérni profil informuje o aktualnim stavu receptori na CTC, coz umoziiuje
smérovat onkologickou 1é¢bu, véetné chemoterapeutické, témért cilené. Onkolog ziskava
informace o CTC z obdobi pfed zahdjenim lécby, takZze miZe pracovat s informaci o
tzv. panenskych, neboli ,,virgin“ CTC, spolu s idaji o molekularnich zménéch na urovni

CTC.

Proces testovani genové exprese zahrnuje:

A.IZOLACE RNA - RNeasy Mini Kit (Qiagen)
Pristrojové vybaveni, pomicky a chemikalie:

eCentrifuga EppendorfMinispin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
96 % Ethanolp.a. (Penta, Praha, Ceska republika)
e[3-merkaptoethanol (VWR Prolabo, Radnor (PA), USA)

eNanoDrop (Thermoscientific, Wilmington (NC), USA)

ePipety, Spicky

eRNeasy® Mini Kit (250) (Qiagen, Valencia (CA), USA)

Misto vykonu prace: laborator

B. MERENi KONCENTRACE RNA, precisténi RNA

Pristrojové vybaveni, pomucky a chemikalie:

eNanoDrop (ThermoScientific, Wilmington (NC), USA)
ePipeta, Spicky, laboratorni ubrousky

Misto vykonu prace: laboratot pre- PCR
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C. REVERZNI TRANSKRIPCE (pFiprava cDNA)

Pristrojové vybaveni, pomucky a chemikalie:

eBiometraT Advanced Thermal Cycler

eMy Fuge Mini' ™ centrifuge

ePipety, Spicky, 200 ul zkumavky

eHigh Capacity RNA-to-cDNA™ Kit (AppliedBiosystems™™)
eRNA

eRNase free voda

Misto vykonu prace: laboratot pre- PCR

D. KVANTITATIVNi PCR v REALNEM CASE (Real-time PCR)

Pristrojové vybaveni, pomucky a chemikalie:

ePipety, Spicky, 200ul zkumavky, 1,5ml zkumavky, laboratorni ubrousky
¢96 jamkova PCR desticka

eCentrifuga Benchmark My fuge Mini (BenchmarkScientific (NJ), USA)
eTagMan® Fast Advanced Master Mix (ThermoFisherScientific, USA)
eFree RNA voda

e Analyzator Cobas z 480 (RocheDiagnostics, USA)

eReal-time PCR sondy

eFolie LightCycler® 480

Misto vvkonu prace: laborator PCR

E.STATISTICKA ANALYZA

Statisticka analyza ziskanych dat (analyza genové exprese, apod.) je provedena
pomoci statistického softwaru GenEx vs. 5 (MultiD, Svédsko), ktery obsahuje specialni
analytickou platformu pro hodnoceni qPCR vysledkl pfimo z qPCR - analyzatort. Pro
srovnavani dopadu ptitomnosti CTC v jednotlivych skupinach pacientli bude hodnocen
DFS, (definovan jako doba po 1é¢bé, kterou pacient piezije bez ptiznakli onemocnéni),
TTP (definovén jako doba mezi pldnovanou terapii a progresi, definovanou podle
RECIST kritérii). V korelaci s CTC-pfitomnosti a pfedpovédénou chemosenzitivitou
muze byt pouzita Kaplan-Meierova produkt limitujici metoda, rozdilné prognostické
skupiny budou porovnavany pouzitim Log -rank testu. Statisticky signifikantni

hodnotou je p< 0.05
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4 Vysledky

4.1 Epidemiologicka studie

Z analyzy demografickych dat je patrné, Ze rozlozeni jednotlivych stadii

detekovanych nadorti je u muzii 1 zen velmi shodné. Vyskyt ¢asnych a pozdnich stadii

nebyl zavisly na pohlavi, BMI ani uzivani antihypertenzivni medikace. Cast&ji viak

pozorujeme zachyt nizSich stadii onemocnéni.

Z Tab. 11 vyplyva, Ze nejcastéji byl proveden zachyt karcinomu pomoci UZ a

CT. Signifikantnim nalezem pak bylo, Ze ndhodny zachyt dominoval v ¢asném stadiu a

naopak symptomaticky v pozdnim stadiu. Vyskyt jednotlivych karcinomii nebyl na

¢asném a pozdnim stadiu zavisly; dominoval svétlobunéény z 80 % a z 10 % papilarni,

ostatnich 10 % byly nddory chromofobni, onkocytomy, sarkomy a jiné.

Tab. 11 Typ vySetiovaci metody a vyznam detekce ¢asného a pozdniho stadia onemocnéni,
typ histopatologického nalezu karcinomu a jeho zavislost na pokrocilosti stadia

onemocnéni.
Stadium 1+11 (N=285) I+IV (N=152) | Celkem (N=471)
Charakteristiky % (95% ClI) % (95% CI) % (95% CI)
uz 52,6 (46,7-58,5) 48 (39,9-56,3)  |50,7 (46,1-55,3)
. ) 40 (34,3-45,9) 43,4 (35,4-51,7) |41,8 (37,3-46,4)
MRI 0,7 (0,1-2,5) 0,7 (0,0-3,6) 0,6 (0,1-1,9)
Neznamo 6,7 (4,1-10,2) 7.9 (4,1-13,4) |66 (4,5-9,2)
Nahodny nalez 83,5 (78,7-87,6)* 52,6 (44,4-60,8)* |73,7 (69,4-77,6)
Divod | symptomatické 7.4 (4,6-11)* 35,5 (27,9-43,7)* |16,3 (13,1-20)
Neznamo 9,1 (6,0-13,1) 11,8 (7,2-18,1) |10 (7,4-13)
Svétlobun&ény RCC |81,4 (76,4-85,7) 88,2 (81,9-92,8) |78,3 (74,3-82)
Papilarni RCC 11,9 (8,4-16,3) 6,6 (3,2-11,8) 9,6 (7,1-12,6)
Karcinom | Onkocytom 0(0,0-1,3) 0 (0,0-2,4) 5,9 (4,0-8,5)
Chromofobni RCC 3,9 (1,9-6,8) 4,6 (1,9-9,3) 3,8 (2,3-6)
Sarkom 0,4 (0,0-1,9) 0 (0.0-2.4) 0,4 (0,1-1,5)
Ostatni 2,5 (1,0-5) 0.7 (0.0-3.6) 1,9 (0,9-3,6)

*) P<0,0001 (statistickda vyznamnost mezi stadii)

Z vysledkl statistické analyzy a dat v tabulce €. 12 vyplyva,

7e 1incidentalni

karcinomy zachycené vySetfenim pomoci UZ, tj. zachycené incidentalné, jsou cetnéjsi
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ve stadiu I (OR=1,57 (1,20-2,05), p = 0,001) a dale v podskupiné pacientl ve stadiu I+II
(OR=1,56 (1,20-2,02) p = 0,001). Diference ve stadiu IIII+IV nebyla statisticky
vyznamna.

Pti celkovém hodnoceni vSech pacientii bez ohledu na stddium onemocnéni je
téz patrno, Ze incidentalni karcinomy zachycené pomoci UZ byvaji ¢etnéj$i nez ostatni

(OR=1,44 (1,17-1,79), p = 0,001).

Tab. 12 Zobrazeni zachytu nadori ledvin na podkladé ultrazvuku, incidentalni
a symptomatické charakteristice onemocnéni.

Stadium  |Nalez Jltrazvuk OR (95% Cl) b
N % (95%Cl)
Celkem 239/471  |50,7 (46,1-55,3) |1,03 (0.86-1,23) |NS
Celkem  |Incidentalni 205/347 |59,1 (53,7-64,3) |1.44 (1.17-1,79) |0,001
Symptomaticky  |32/77  |41,6 (30.4-53.4) |0.71 (0.45-1,12) |NS
Celkem 150/285  |52.6 (46.7-58,5) |1,11 (0,88-1,40) |NS
I+11 Incidentaini 145/238  [60.,9 (54.4-67,2) |1,56 (1,20-2,02) 0,001
Symptomaticky _ |4/21 19.0 (5.4-41,9)  |0,24 (0,08-0.70) |0,009
Celkem 731152 |48,0 (39,9-56,3) 0,92 (0.67-127) |NS
lI+1V Incidentaini 45180  |56.3 (44,7-67,3) |1,29 (0,83-2,00) |NS
Symptomaticky  |27/54  |50,0 (36.1-63.9) |1,00 (0,569-1,70) |NS

4.2 Vysledky CTC

4.2.1 Prevalence CTC bunék

CTC byly detekovany nezavisle na potadi odbéru az u 86,7 % testovanych
vzorkd krve (N=495) u pacientii podstupujicich chirurgicky zdkrok (Obr. 13). CTC byly
detekovany u pacientli s nddory ledvin riznych histologickych typli. Primérny pocet
CTC je mirn¢ vys$i u svétlobunééného rendlniho karcinomu (ccRCC) né€kolik mésicl
po operaci, ve srovnani s papilarnimi RCC (Obr. 14).

Celkem 270 vzorki bylo testovano jako pozitivnich u ccRCC, 36 vzorkl bylo
testovano jako pozitivnich u papilarnich RCC a 30 vzorkt u jinych typi RCC.
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Obr. 13 CTC detekované u pacientii s RCC po dobu jednoho roku ve 4 krevnich vzorcich.
(Celkem bylo vyhodnoceno 495 vzorkii (v duplikatech), s primérnou mirou pozitivity CTC 86,6%.)

CTC- pozitivni a CTC- negativnivzorky
v RCCsledovani(n =495)

200 163

- 135
150
99
100
a5 m CTC- positive
50 r23 17 12 ll
L - CTC- negative

0
1. sampling 2. sampling 3. sampling 4. sampling

Obr. 14 Pocet CTC bunék (primér na 1 ml krve) detekovany u pacientti s RCC po dobu
jednoho roku ve 4 krevnich vzorcich, které ukazuji rozdily v zastoupeni CTC mezi
svétlobunéénym RCC a ostatnimi typy RCC.

Pramérnépocty CTCna 1 ml krve v riznych
typech nadori RCC

30,00
23,59

20,00
m Clear cell RCC

9,31
8,17 ; 8,06
10,00 447 6,04 4,44
3,36 mia ] Papillary RCC and
-1 others

1. sampling 2. sampling 3. sampling 4, sampling

4.2.2 Cytomorfologické parametry CTC

Cytomorfologicka analyza CTC se skladala ze dvou mikroskopickych hodnoceni
ve dvou riiznych ¢asovych bodech (den 3 a 5 po obohaceni a kultivaci in vitro), které
poskytli 2 nezavisli hodnotitelé.

Primeérna velikost CTC pro skupiny svétlobunéénych RK je 24 + 6,3, primérna
velikost CTC pro skupinu rakoviny papilarniho RK je 22 + 3,4 a pro ostatni typy je 27 +
3,7 mm.

Primémé cislo CTC se zdvojndsobilo mezi 3. a 5. dnem, coz odpovida
ocekavani rychlosti rastu bunc¢k (1. mikroskopické vyhodnoceni = 4,18 bunck, 2.
mikroskopické hodnoceni = 7,93 bunék). Je vyssi pravdépodobnost detekce CTC s

rostouci velikosti nadoru (Obr. 15.), zejména v piipadech svétlobunééného RK.
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Velikost nadoru odpovida ptfitomnosti metastdz a pozitivit¢ lymfatickych uzlin a CTC -

aktivite.

Obr. 15 Vztah mezi velikosti nadoru a pozitivitou vySetieni CTC bunék.

(Nejvetsi priumer nadorit a nejvyssi hodnoty CTC byly zjisteny u svétlobunécného RCC)

Primérnavelikost primarniho nadoru (mm) a pfitomnost CTC
v riznych podtypech nadoru

CTCnegative NG 25,27

CTC positive I 40,43

Clear cell Rec CTc positve [ 5: <5
Clear cell Rec CTC negative | ¢ 25
Papillary RCC CTC posiive | =53

papiary Rec CTC negaive | .50

4.2.3 Metabolicka aktivita CTC

Metabolismus CTC byl hodnocen barvenim mitochondrii, které umoznilo
detekovat aktivni mitochondrie (Mitotracker Red H, ROS™) vcetné zajimavé
mitochondrialni sit'. Mitochondridlni sit’ byla vyznamné¢ odli$n4 od mitochondrialni sité
pozorované v bunkach s krevnim pivodem (napf. bazofily, monocyty, neutrofily).
Krevni buiikky a nadorové buitky mohou byt snadno rozliSeny na zéklad¢ ptfitomnosti
velmi sofistikované mitochondridlni sit¢ — hnizda (Obr. 16) Pro hodnoceni
mitochondrialni sité¢ byl pouzity automatizovany postup vyhodnocovani pomoci
software Image J (National Institute of Health). Paralelni exprese cytokeratinu a
vimentinu byla odhalena imunohistochemii, coz naznacuje pokracujici prechod epitelu

k mesenchmalnimu fenotypu.

Obr. 16 Vyrazné aktivni mitochondrialni sit’ v buiikach primarniho tumoru RCC

(Kultivovano in vitro, barveno pomoci Mitotracker Red H2-ROS ™)
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4.2.4 Analyza genové exprese CTC

Analyza genové exprese odhalila zvySenou expresi genii v obohacenych CTC
pro geny KRT18 (keratin 18), VIM (vimentin) ve srovnani s frakei bilych krvinek (Obr.
15). Dale se ukézalo, ze charakter CTC se béhem sledovaciho obdobi méni (Obr. 15). Z
terapeutického hlediska byly nejzajimavéjs§i zmény pozorovany u pacientd
exprimujicich zvySeny VEGF (vaskularni endotelidlni riistovy faktor) a / nebo PD-LI
(Programmed death ligand 1, CD274) na CTC. VEGF a PD-L1 jsou zndzornény na
naslednych obrazcich (obr. 17 -19).

Obr. 17 CTC - sledovani v pribéhu jednoho roku u 2 pacientii (Zena 43 let, muz 72 let).
(Prokazujeme zmeny béhem 4 odbéri nejen v poctu CTC (grafové linie) a cytomorfologii (foto,
méritko = 8 um), ale také v genové expresi (viz zvysené geny v CTC uvedeny pod grafem). Nekteré z
genii se zvySenou expresi by mohly byt pouzity jako markery pro oznaceni specifickych terapeutickych
cili (napr. VEGF, PD-L1). Exprese PD-L1 a VEGF je zobrazena cervené.)
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Obr. 18 Relativni mnoZstvi RNA zobrazené v klastrech po analyze genové exprese pomoci

softwaru GenEx vs. 6 (MultiD, Svédsko).
(Je zobrazen jasny rozdil mezi CTC exprimujicimi PD-L1,viz shluk Sipek vievo)
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Obr. 19 Analyza genové exprese CTC ukazujici rozdily mezi CTC PDL1 + (hnédd) a CTC

PDLI1- (fialova).
(Sipky oznacuji geny exprimované odlisné mezi testovanymi skupinami.)
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V sledovaném souboru incidentalnich pacientli jsme nejcastéji pozorovali zachyt
nadort ledvin u pacientll pfichozich s mikénimi potiZzemi s prostatou nebo indikovanych
k preventivnimu vysetieni prostaty (az 22 % ndhodnych pacientli). Signifikantnim
nalezem bylo, ze nahodny zachyt dominoval v ¢asném stddiu karcinomu ledviny.
Vyskyt ¢asnych a pozdnich stddii nebyl zavisly na pohlavi, BMI ani na uZivani
antihypertenzni medikace. Nahodné zjisténé nddory ledvin v I. stadiu jsou zpravidla

zjistény pomoci ultrazvuku.

Dle naSich vysledkti a také ve shod€ se zahrani¢nimi studiemi (Palsdottir, a
dalsi, 2012), bylo prokdzéno, ze bez ohledu na stddium onemocnéni je ziejmé, ze
incidentalni karcinomy ledviny zachycené pomoci UZ byvaji Cetnéjsi nez ostatni typy
solidnich tumort a proto by se tato metoda mohla osvédcit jako vhodna diagnosticka
metoda pro skrining renalnich karcinomi. CT je pak spiSe uplatiovdna jako metoda

detekce u symptomatickych ptipadi (cca.30 %) pro zptesnéni stagingu onemocnéni.

Na téma vcasné diagnostiky a skriningu RCC bylo v poslednich desetiletich
publikovano relativné malo studii. I piesto, ze RCC spliiuje mnoho Wilsonovych a
Jungnerovych kritérii pro vhodnost skriningu, stile zde existuje fada otazek, které

vyzaduji dalsi vyzkum.
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V korelaci s nasimi daty némeckd metaanalyza zalozend na 25 studiich
prokdzala, ze ndhodné zjisténé RCC koreluji s niz§imi T-stadii a téz, Ze jsou tyto nadory
prokdzany v niz§im v€ku. V nasem vyzkumu se vek dle jednotlivych stadii vyznamné
nelisil, ale je patrny rozdil primérného véku ve stadiu I 63,4 (62,0-64,7) a ve stadiu III
65,3 (63,6-67,1). Z tohoto vysledku odhadujeme, ze progrese karcinomu ledviny do

pokrocilejsiho a klinicky manifestovaného onemocnéni trva minimalné 1,5- 2 roky.

Podobna retrospektivni studie provedena na Islandu od roku 1971 do roku 2005
zahrnovala pacienty s diagnostikovanym karcinomem ledvin, kde incidentalné
diagnostikované karcinomy ledvin byly porovnany se symptomatickymi ndadory

(Palsdottir, 2012).

Dle soucasnych epidemiologickych dat a ve shod¢ s naSimi vysledky se pfi
zvySené incidenci a nezménéné mortalité preziti pacientd zlepSilo. Pfeziti piiznivé
ovliviiuje ndhodna detekce tumort tim, ze identifikuje Castéji inicidlni stadia. Navic tato
stadia u incidentdlnich nadori maji lepsi prognézu, nez tatdz stadia u pacientd
symptomatickych (Palsdottir, a dalsi, 2012).

V roce 1998 bylo ve Spojenych statech americkych diagnostikovano 29 900
novych onemocnéni karcinomem ledviny, 17 600 u muzi a 12300 u Zen, coz
prezentovalo asi 3 % vsech nadoru. Umrti na metastatické onemocnéni RCC bylo udano
u vice nez 11 000 pacientl a tento nepiiznivy vysledek odraZi vyznamné horsi prognézu
nez u ostatnich urologickych malignit. Ackoliv soucasna data udavaji pétileté nador
specifické ptezivani kolem 60 %, coz predstavuje vyznamné zlepSeni od 70. let,
karcinom ledviny zlstava velmi smrtelnym onemocnénim a detekce nadoru ve vysSich

stadiich onemocnéni je velmi rizikova stran progndzy (Chow, 1999).

Starke a kol., (2016) tuto teorii podpofili a vytvofili potenciondlni
asymptomatickou rizikovou skupinu jedincti vhodnych pro skrining - > 50 let, expozice
tabdku (vice jak 10 cigaret denn¢€) a expozice karcinogenim z povolani (> 15 let). Po
6,51letém sledovani byl u 10 pacientti diagnostikovan RCC, pfi¢emz prevalence byla 1,1

%, cozZ je témé&f desetkrat vyssi nez u neselektovanych skupin v obecné populaci

Problémem se zavedenim ploSného skriningu u nadora ledvin je relativné nizka
incidence onemocnéni v populaci, kterd dle vyzkumu Mezindrodni agentury pro
vyzkum nadorovych onemocnéni (IARC) z roku 2018 ¢inila zhruba 2,5 % z celkového
poctu noveé vzniklych nadorovych onemocnéni po celém svété (International Agency for
Research on Cancer, 2020). Skriningové vySetteni by mélo mit 100% specificitu, aby se
zabranilo vysoké falesné pozitivité a tim zbytecnému, drahému vySetfovani s moznym
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poskozenim pacientd zptisobené¢ho vysetfovacimi nebo 1é¢ebnymi vykony, které zachyti
malé mnozstvi nadora.

I kdyz plosny skrining je dosti finan¢n¢ nakladny, progndéza nadoru zavisi na
Case primozachytu. Ultrazvuk se jevi jako potencionalné nejlepsSi moznd metoda
skriningu pro RCC. Jednd se totiz o plo$né¢ uzivanou, levnou, neinvazivni techniku
identifikace renalnich 1ézi bez expozice ionizacniho zafeni. UZ ma mensi sensitivitu a
specificitu ve srovnani s CT v ramci diagnostiky RCC, ale zGistdva metodou prvni volby
zejména z diitvodu dostupnosti i na pracovistich nizsiho typu. Zachyt nadoru ledvin je
zavisly na jeho velikosti. UZ ma rozliSovaci schopnost zjistit nador vel. >3cm v 85-100
%, zatimco u velikosti loziska 2-3 cm je toto ¢islo 67-82 % (Schmidt, a dalsi, 2003).
Obecnym doporucenim je u pacientli indikovanych k vySetieni UZ bticha doplnit toto
vySetieni o UZ ledvin, zejména pokud se jednd o pacienty star§i > 45 let (Reu &
Rettenmaier, 1994). Ve Velké Britanii a Svédsku jsou jiz programy skriningu pomoci
UZ zavedeny pro detekci aneurysmatu bfiSni aorty u muza starSich 65 let. Diky
obdobné symptomatologii a v souvislosti se stejnymi rizikovymi faktory pro obé
onemocnéni by mohl byt pfipadné vytvotfen i spole¢ny skrining té€chto dvou chorob

(Wanhainen, a dalsi, 2016).

Tsui a kol. (2000) hodnotili prognosticky vyznam ndhodné objevenych nadorti u
populace s vys§im vékem (primér 62,6 let, pfevazné u muzd). I zde pfi ndhodném
zjisténi byly nadory niZSich stadii spojeny s lepSimi lécebnymi vysledky. Data
Rodrigueze-Rubia a kol. (1996) potvrzuji jasné spojeni mezi ndhodnym zjiSt€nim,
lokalizovaného onemocnéni a lepSim pieZivanim. K podobnému zjisténi dosli 1 Mihara
a kol. (1999), kteti provedli skrining u 219640 asymptomatickych Japoncti z populace
ve veku 29-70 let v pribehu obdobi 13 let. RCC byl detekovan u 192 pacienta: 37,8 %
nadorti bylo velikosti <25mm a jen 19,2 % velikosti >5 cm. RK u téchto pacientl se
vyznacovaly vybornymi vysledky stran pieziti. Kumulativni pétileté preziti bylo 97,4%
a desetileté 94,6%. Thompson a Peek (1988) referuji, ze 87 % incidentalné objevenych
nadort ledvin bylo lokalizovanych ve srovnani se 42 % symptomatickymi. Ve shodé¢ s
vyse zminénou studii Konnacka a Grossmanna (1985) zjistili, ze 86 % incidentalné
zjiSténych nadorh byly detekovéany v I a II stadiu na rozdil od 46 % symptomatickych
nadori. V obou sestavach bylo pétileté prezivani statisticky signifikantné lepsi u
pacientli s incidentalné zjiSténymi nddory. Vysledky metaanalyzy z posledni doby,

shrnujici data z 11 studii zaméfenych na prevalenci RCC zjisténého skriningovym UZ,
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naznacuji, ze vySetieni celkové populace pomoci UZ zjisti 1-2 piipady RCC na 1000
asymptomatickych pacientd (Rossi, a dalsi, 2017).

Kazdoro¢ni vysetteni UZ biicha je indikované u pacientii s Von-Hippel Lindau
chorobou, jelikoz RCC se u téchto pacientii projevi cca v 70 % (Ljungberg, a dalsi,

2019).

Dalsi ohrozenou skupinou pacientii jsou jedinci s ESRD (end stage renal
disease), u kterych se riziko RCC oproti zdravé populaci zvySuje 5-35x (Wong,
Howard, Webster, Chapman, & Craig, 2011). Onemocnéni vznika v disledku
polycystdzy ledvin a riziko se odviji v zavislosti na délce hemodialyzy. Nejsou zatim
dikazy podporujici skrining u této skupiny pacienti vzhledem k obecné kratké zivotni
vyhlidce téchto pacientd (Singanamala & Brewster, 2011). Kidney Health Australia
guideline doporucuje UZ-skrining pouze u téch pacientl po transplantaci ledviny, u
kterych je zvySené riziko vzniku RCC; RCC v anamnéze nebo v rodiné, analgeticka

nefropatie (Chadban, 2012).

V posledni dobé jsme svédky hlubsiho porozuméni onkogeneze nadorti ledvin
na molekularni urovni a pokroku ve vyzkumu novych molekul na 1é¢bu pokrocilych
stadii karcinomu ledviny, ale efekt 1écby zatim nevede k vyléCeni téchto pacienti.
Z toho vyplyva, Ze karcinom ledvin je 1éc¢itelny pouze v piipadé lokalizovaného nalezu,
ktery umoziiuje jeho kompletni odstranéni. Tento fakt je hlavnim argumentem pro
zavedeni skriningu nadort ledvin, ktery by byl schopen diagnostikovat Casnéd stadia

onemocnéni.

Do hodnoceni pacientti s nadory ledvin se nedostala skupina nadora ledvin, ktera
byla referovdna na naSe pracovi§té pro generalizaci a bylo provedeno proto jen
bioptické vySetfeni ledviny s nddorem k ovéfeni histologického typu nddoru a k uréeni
dalsi onkologické 1é€by (n= 11), pacienti s malym nadorem ledviny, ktefi nebyli
vzhledem k polymorbidité indikovéani k operacnimu feSeni a nebylo proto provedena ani
histologicka verifikace popsaného nadoru (n = 3) a posledni skupinou byli pacienti,
kteti podstoupili radiofrekvencni ablaci (RFA) po ptedchozim histologickém ovéteni
pomoci ultrazvukem navigované biopsie (n = 2).

Jistou limitaci studie muze byt fakt, Ze vSichni pacienti byli 1é¢eni v jednom
uroonkologickém centru. Diagnostika pak byla provedena ptimo v FNKV nebo byli
pacienti odeslani spolupracujicimi urology v regionu. Abychom vSak mohli mit celkovy
obraz o pacientech vysetfenych v ramci CR, bylo by vhodné do dalsich vyzkumi

zapojit 1 jina centra a také nové diagnostické biomarkery, které tak postradame.
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Jednou ze slibn€ se vyvijejicich skupin biomarkerti je tekutd biopsie, kterd
zahrnuje vySetieni télnich tekutin, zejména periferni krve. V ramci periferni krve se
vySetiuji jak cirkulujici bunééné elementy nehematologického ptivodu, tak cirkulujici
DNA s diirazem na nadorovou DNA.

Pouze malo studii publikovalo analyzu CTC u pacienti s RCC (Broncy &
Paterlini-Bréchot, Circulating Tumor Cells for the Management of Renal Cell
Carcinoma, 2018b). Detekce CTC obecné vyzaduje specifické techniky schopné
pfekonat problémy spojené s identifikaci a izolaci nadorovych bunc¢k z krve. Ve
skuteCnosti neexistuje zadny specificky marker, ktery umoznuje jedine¢né odlisit CTC
od jinych krevnich bunék, protoZze nddory s riznymi histologickymi a molekuldrnimi
znaky exprimuji rizné vzorce markerli, a dokonce i jediny histologicky typ nadoru
muze predstavovat heterogenni markery. Navic, vzhledem k zna¢né malému poctu
CTC, které mohou byt pfitomny v periferni krvi ve srovndni s jinymi krevnimi
cirkulujicimi bunkami, jsou pro zvySeni citlivosti na pfijatelnou Urovenl nezbytné
techniky obohacovani. Vé&fime, Ze pozorovani bunék obohacenych o velikost v
zivotaschopném stadiu mtize pomoci rozlisit rakovinny charakter zachycenych bun¢k ve
srovnani se standardnimi cytomorfologickymi parametry a navic mitochondridlni siti

tumorigennich vs. benignich bunék.

Intra-tumoralni heterogenita je vyraznym rysem RCC, jak dokladd nékolik
skupin vyuZivajicich multiregionalni sekvenovani RCC nadorovych a metastatickych
tkani ve srovnani se sekvenovanim sousedici nenddorové ledvinové tkané (Gerstung,
2012; Gerlinger, 2012). Rakovinové buiniky pacienti s RCC jsou nachylné¢ k
mezenchymalnimu epitelidlnimu pfechodu (EMT) (De Bono, 2008; Mandriota, 2002;
Harten, 2009) a casto postradaji epitelové antigeny, které mohou narusit jejich
zachyceni z krve a analyzy, pokud se pouziji metody odbéru / detekce zavislé na

epitelidlnich markerech.

Naptiklad systém CellSearch, platforma schvalenda FDA, vykazoval velmi
nizkou miru detekce u pacientd s lokalizovanym a metastatickym RCC (Mandriota, a
dalsi, 2002). Exprese EMT rakovinnymi buitkami RCC vedouci k nedostatku
adhezivnich molekul epitelu by mohla ¢astecné vysvétlit selhani této metody.

Ve studii Farace et al. (2001) byly u pacienti s rakovinou plic zjistény
vyznamné nesrovnalosti mezi podtem CTC stanovenym pomoci CellSearch® a dalsi
filtra¢ni metodou (systémy ISET). Podle CellSearch bylo negativnich 30 % pacientt,
zatimco pomoci ISET bylo negativnich pouze 5 %. Shodné vysledky se tykaji pouze 47
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% pacientil. Podobné vysledky byly popsany u studovanych pacientii s RCC: CTC byly
u 13 z 36 pacientii (36,1 %) uzivajicich ISET a pouze u 7 z 36 pacientd (19,4 %)
vyuZivajicich platformu CellSearch® (Bai, a dalsi, 2018). Obecné byla v fadé studii
dokumentovana lepsi detekce CTC u pacienti pomoci filtratnich metod nez u
CellSearch (Banko, a dalsi, 2019). Filtracni systémy mohou byt mnohem Uc¢innéjsi pii
identifikaci CTC, jelikoz CellSearch® nemiize detekovat ztratu epitelialnich markerd,
ktera je spojena s nadorovymi buitkami podstupujicimi EMT proces.

Nase data z imunohistochemické analyzy ukazala, ze CTC pacienti s RCC
mohou exprimovat cytokeratiny i vimentin. Dualita strukturalnich vldken potvrzuje
dynamiku zmén zjisténych v nadorovych hmotéch.

Uspé&sna aplikace zachyceni CTC na zékladé EpCAM pozitivity byla dosud v
metastatickém RCC velmi omezena. Vysokd plasticita a heterogenita CTC
morfologickych vyzev jsou v soucasné dobé k dispozici obohacovaci a detekéni
techniky s EpCAM jako obvyklym povrchovym markerem, ktery je v metastatickém
RCC nedostateéné zastoupen. Metoda separace zalozena na velikosti, kterou jsme
pfedstavili v kombinaci s vitdlnim barvenim mitochondrii, umoziluje charakterizovat
ne-hematopoetické buiikky v  perifernim  krevnim feciSti s proménlivymi
charakteristikami a definovat podskupiny CTC, kter¢ by mohly byt zietelné spojeny s

metastatickym potencidlem.

Obecné plati, ze ¢asna stadia RCC nejsou spojena s klinickymi projevy, a proto
vCasné zjisténi nemoci zistava vyznamnou vyzvou.

Vzhledem k tomu, Ze RCC je pozdé€ji povazovano za onemocnéni odolné vici
chemickym latkam, je tfeba vzit v ivahu, Ze v poslednich nékolika letech bylo vyvinuto
nékolik inovativnich 1é¢ebnych reziml pro zvladani metastatického RCC. Na poli RCC
vedlo zvySené porozumeéni genetice a molekuldrni biologii k Uispé$nému pouziti latek
zaméefenych na drdhy VEGF a mTOR (Motzer, 2015b). Ale 1 kdyz jsou k dispozici
ruzné lécebné strategie, do klinické praxe nebyly zahrnuty zadné prediktivni ukazatele
odezvy, takze volba mezi témito riznymi 1éky se obvykle provadi na zakladé¢ klinického
vysledku, preferenci pacienta a profilu toxicity kazdého cinidla. Vysledna mnoZina
dostupnych lécebnych moznosti je vyznamn€ omezena dostupnymi parametry pro
personalizovanou implementaci téchto agens. VE&fime proto, ze testovani profilt CTC

analyzou genové exprese cilenych agentli miize zménit a zlepsit vysledky terapie RCC.

Imunoterapie pomoci inhibice kontrolniho bodu zaméfujici se na

programovanou drdhu 1 receptoru bunétné smrti (PD-1) se stala b&znou lébou u
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riznych typti nadord. Nivolumab byl prvni terapii typu PD-1 ve své tfid¢ a byl schvalen
pro lécbu RCC na zakladé vysledkti studie faze III srovnavajici nivolumab s
everolimusem (Motzer, a dalsi, 2015b). Nadmérna exprese PD-L1 byla identifikovana
jako cesta, kterou metastatické nadorové bunky pouzivaji k vyhybani se detekci
imunitniho systému. PD-L1 se vaze na PD-1 na T-buiikach a potlacuje jejich aktivitu.
Imunoterapie zaloZzend na inhibici PD-1 nebo PD-L1 pfedstavuje prilom v 1é¢bé
pokrocilych rakovin. Dnes jsou pacienti se solidnim naddorem vySetfovani na expresi
PD-L1 na svych nadorovych bunkach ve tkanové biopsii. Hladiny exprese PD-L1 byly
prokazany jako validni biomarker pro stratifikaci pacientd, kteti budou lépe reagovat na
imunoterapii.

Vyuziti punkénich biopsii pro tuto stratifikaci pacienta mé svd omezeni.
Konkrétné, nadorové biopsie jsou mnohdy riskantni, drahé¢ a tak nemohou byt
provedeny sériové, aby bylo mozné sledovat stav nadoru v prubéhu 1écby. Tekuta
biopsie mize mozna ilustrovat kontrolu onemocnéni, protoze je minimalné invazivni a
lze ji snadno opakovat. Nizka specificita je bohuZzel nejvétsi nevyhodou prezentované
separa¢ni metody zalozené na velikosti. Vyhodou je vysoka citlivost a izolace
zivotaschopnych bunék s néslednou kultivaci. Izolace celych bunc€k poskytuje dalsi
moznost molekularni charakterizace a specifikaci bunck.

M¢éteni exprese PD-L1 na CTC jednoduchym odbérem krve piedstavuje
nizkorizikovy pfistup k pocatecni stratifikaci pacienta s minimalnimi ndklady a dava
nam piilezitost sledovat expresi PD-L1 nadorovych bunék pacienta v pribchu

onemocnéni.
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6 Zavér

Vzhledem k Cetnosti zachytu nadorG ledvin pfi ultrazvukovém vySetieni
z raznych davodi pii jejich asymptomatickém pribéhu se domnivame, ze zatfazeni
ultrazvuku ledvin, resp. ultrazvuku bficha do skriningovych programii mé moznost
snizit vyskyt karcinomu ledvin pozdnich stadii, snizit umrtnost a zaroven zvysit
prumérné piezivani.

Vyznamné je zejména urologické vySetfeni, které by v rdmci preventivnich
kontrol a skriningu karcinomu prostaty mélo obsahovat téz ultrazvukové vySetfeni
ledvin a to pfedev§im ve skupinach pacientll s vy$sim BMI, s antihypertenzni terapii,
abuzem cigaret a pacientd v dialyza¢nim programu. Vyznam vySetfeni roste zvlasté
tam, kde se kombinuje vicero zminénych neptiznivych faktora.

Vyzkum na poli CTC se aktudln¢ ptesunul z pouhého pocitani izolovanych CTC
bun¢k k jejich molekularni charakterizaci, co by mélo umoznit monitoraci vyvoje
fenotypu nemoci v Case a poskytnout potencialni prediktivni markery odpovédi nebo
rezistence na lécbu.

Doposud u RCC nebyly dokonfeny Zadné studie biologickych markerd
detekovanych na CTC. Piesto existuje silny racionalni diivod studovat expresi
specifickych, sléCbou spojenych markerd napf. tyrosin-kindzovych receptor
zapojenych do angiogeneze a invazivity nadoru, jako je naptiklad VEGF, VEGFR,
HIF1A.

Alternativné velky vyznam miiZze mit testovani CTC za Ucelem studia exprese
PD-1 a jeho ligandu PD-L1, jakoZ i1 mnoha dalSich markerG ovliviiujicich reakci
imunitniho systému po podani novych imunoterapeutik v kombinaci s anti-angiogenni
1é¢bou, zejména pred paliaci.

Kombinace ¢asného zachytu nadorti ledvin ve stadiu vylécitelného onemocnéni
a vyuziti moznosti vySetfeni genovych expresi a potencialnich biomarkertt RCC muze
vést k cilenému pusobeni na pokrocila stddia RCC a tim zpiisobem k efektivnimu

vynalozeni prostfedki vetejného zdravotnictvi.
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7 Souhrn

Renélni karcinom (RCC) je tfeti nejcastéjsi urologickd malignita, u které je
zhruba u 30% v dobé diagndzy zjistén metastaticky proces. Vzhledem k rezistenci na
ozareni a chemorezistenci je progndza téchto pacientti Spatnd. Optiméalni 1écbou je proto
kompletni odstranéni nadoru lokalizovaného onemocnéni.

Ke zlepseni prognézy pacientii v poslednich dekadach doslo diky zvyseni poctu
nahodné zjisténych nadorti ledvin a téZ zavedenim novych typ 1écby. Vzhledem
k obecnému trendu narlistu ndhodné zjisténych nddort ledvin, jsme byli inspirovani
k zhodnoceni pacientii operovanych pro nador ledvin sohledem na typ zachytu

onemocnéni a metodu primarniho vySetieni.

K vysettovani cirkulujicich nadorovych bunék (CTC- z angl. Circulating tumor
cells) néas vedl fakt, Ze pro sledovani pacientii po operacich nadorii ledvin nemame
zadny biomarker odpovidajici 1écbé€, ptipadné rekurenci onemocnéni. Vysetfeni CTC
patii do skupiny testd tekuté biopsie a jednou z jeho hlavnich vyhod je relativné
minimalni invazivita (odbér krve), kterd skutecné umoznuje sledovani nadorové
dynamiky. Priméarni otdzkou bylo, zda CTC buiikky mohou hrit néjakou roli pfi
sledovani pacientd po operani 1écbé a event. pii nastaveni imunoterapeutické a

antiangiogenni 1é¢by diky molekularni CTC- analyze na rovni genové exprese.

Do epidemiologické studie z obdobi kvétna 2011 do kvétna 2016 bylo zafazeno
471 pacientq, ktefi byli operovani pro RCC. Sbér dat probihal retrospektivné. Hodnocen
byl divod vysetfeni dle klinickych obtizi a typ prvotniho vySetteni (UZ, CT, MRI).
Mezi vySetfovanymi bylo 304 (64,5 %) muzt. Primérny vék pacientl byl 64 let (95%
CI: 63-65) let. Primérna hodnota BMI byla 28.5 (95% CI: 28-29).

V sledovaném souboru jsme pozorovali 347 (73,7 %) piipadt incidentalnich, 77
(16,3 %) symptomatickych. U 47 pacientti (9.9 %) nebylo mozno rozliSit typ zachytu.

Rozlozeni jednotlivych stadii detekovanych nadori je u muz a Zen stejné.
Vyskyt ¢asnych a pozdnich stadii nebyl zavisly na pohlavi, BMI ani na antihypertenzni

terapii. Niz8i stddium onemocnéni bylo signifikantné vice diagnostikovano pomoci UZ.
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Histologicky dominoval svétlobunéény RCC (80 %) nasledovan papilarnim rendlnim
RCC (10 %). Vyskyt jednotlivych karcinomi nebyl zavisly na ¢asném a pozdnim
stadiu.

V ramci testovani CTC byla vSem pacientliim odebrana periferni krev (2x8 ml
EDTA) v nékolika ¢asovych bodech (1. Pfed operaci, 2. 4-10 dnd hod. po operaci, 3.
cca 6 tydnl po operaci a 4. Za 6-12 mésicu po operaci). Celkem bylo odebrano 495
CTC testii.). Pro obohaceni CTC byl pouzit separacni protokol zaloZzeny na velikosti
bundk (MetaCell®). Po jednoduché filtraci krve pies porézni membranu jsou zachycené
bunky (vetsi nez 8 um) inkubovany in vitro po kratkou dobu (3-5 dnt1). Po inkubaci jsou
bunky barveny vitalnimi fluorescen¢nimi barvivy (NucBlue™, Celltracker™).
Ptitomnost CTC se vyhodnocuje ve dvou krocich: nejprve bunéénou cytomorfologii, za
druhé molekularnim testovanim (analyza qPCR). Analyza genové exprese nasledujicich
geni (ACTB, MUCI, KRT18, KRT19, VIM, CD24, CD44, CD68, CD45, PD-L1 (
CD274), VEFG, VEGFR (FLT1), HIF1A, WT) byla provedena ve frakci zachycenych
bunck a bylo provedeno srovnadni s frakci bilych krvinek pro kazdého pacienta v

ruznych casech odbéru vzorkda.

V nasi studii jsme prokazali pfitomnost CTC aZ u 86,7 % testovanych vzorkl
krve pacienti operovanych pro nddor ledviny. Pravdépodobnost detekce CTC se
zvySovala rostouci velikosti nadoru zejména u svétlobunécného RCC. Analyza genové
exprese odhalila zvySenou expresi genii v obohacenych CTC pro geny KRTI8 a
vimentin ve srovnani s frakei bilych krvinek. Také se ukéazalo, Ze charakter CTC se
béhem sledovaného obdobi méni. Z terapeutického hlediska byly nejvyznamnéjSimi
zjisténymi zmeénami u pacientl, zvySend VEGF (vaskularni endotelovy riistovy faktor

a/nebo PD-L1 (Programmed death ligand 1, CD274) exprese na CTC.
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8 Summary

Renal cell carcinoma (RCC) is the third most common urological malignancy, in
which about 30% are diagnosed with a metastatic disease at the time of diagnosis. Due
to radiation resistance and chemoresistance, the prognosis of these patients is poor.
Therefore, the optimal treatment is complete removal of the tumor from at the stage of

localized disease.

The prognosis of patients has improved in recent decades due to an increase in
the number of incidentally detected kidney tumors and also the introduction of new
types of treatments. Given the general trend of increasing randomly diagnosed kidney
tumors, we were inspired to evaluate patients operated for kidney cancer with respect to

the type of disease detection and the method of primary examination.

The fact that we do not have a biomarker corresponding to the treatment or
recurrence of the disease for monitoring patients after kidney cancer surgery led us to
the CTC investigation. CTC examination belongs to the group of liquid biopsy tests and
one of its main advantages is the relatively minimal invasiveness (blood collection),
which really allows monitoring of tumor dynamics. The primary question was whether
CTC cells could play a role in monitoring patients after surgery and event. In the setting
of immunotherapeutic and antiangiogenic treatment thanks to molecular CTC analysis

at the level of gene expression.

The epidemiological study from May 2011 to May 2016 included 471 patients
who underwent surgery for RCC. Data collection took place retrospectively. The reason
for the examination according to clinical difficulties and the type of initial examination
(US, CT, MRI) were evaluated. Among those examined were 304 (64.5%) men. The
mean age of the patients was 64 years (95% CI: 63-65) years. The mean BMI was 28.5
(95% CI: 28-29).

In the monitored group, we observed 347 (73.7%) cases of incidental, 77
(16.3%) symptomatic. In 47 patients (9.9%) it was not possible to distinguish the type

of capture.

The distribution of individual stages of detected tumors is the same in men and
women. The incidence of early and advanced stages was not dependent on gender, BMI
or antihypertensive therapy. The lower stage of the disease was significantly more
diagnosed with ultrasound. Histologically, clear cell RCC (80%) dominated, followed
by papillary renal RCC (10%). The incidence of individual cancers was not dependent

on early and late stage
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As part of CTC testing, peripheral blood (2x8 ml EDTA) was collected from all
patients at several time points (1. before surgery, 2. 4-10 days after surgery, 3. approx. 6
weeks after surgery and 4. at 6-12 months after surgery. operations). A total of 495 CTC
tests were collected.). A cell size separation protocol (MetaCell®) was used to enrich
CTC. After simple filtration of the blood through a porous membrane, the captured cells
(greater than 8 um) are incubated in vitro for a short time (3-5 days). After incubation,
cells are stained with vital fluorescent dyes (NucBlue®, Celltracker®). The presence of
CTC is evaluated in two steps: first by cellular cytomorphology, second by molecular
testing (qPCR analysis). Gene expression analysis of the following genes (ACTB,
MUCI1, KRT18, KRT19, VIM, CD24, CD44, CD68, CD45, PD-L1 (CD274), VEFG,
VEGEFR (FLT1), HIF1A, WT) was performed in the fraction of captured cells and was
comparison was made with the white blood cell fraction for each patient at different
sampling times.

In our study, we demonstrated the presence of CTC in up to 86.7% of tested
blood samples from patients operated for kidney cancer. The likelihood of detecting
CTC increased with increasing tumor size, especially in clear cell RCC. Gene
expression analysis revealed increased gene expression in enriched CTCs for the
KRT18 and vimentin genes compared to the white blood cell fraction. It also turned out
that the nature of CTC changes during the period under review. From a therapeutic
point of view, the most significant changes observed in patients were increased VEGF
(vascular endothelial growth factor and / or PD-L1 (Programmed death ligand 1,
CD274) expression on CTC.
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Abstract: The presence of circulating tumor cells (CTCs) in patients with solid tumors is assocated
with poor prognosis. However, there are limited data concerning the detection of CTCs in renal
cell cancer (RCC). The aim of this study is to evaluate the presence of CT'Cs in peripheral blood of
patients with RCC undergoing surgery (n = 186). CT' s were tested before and after surgery as well
as during the follow-up period afterwards. In total 495 CT'C testing in duplicates were provided.
To enrich CTCs, a size-based separation protocol and tube MetalCell@nwas used. CTCs presence
was evaluated by single cell oy tomorphology based on vital fluorescence microscopy. Additionally,
to stamdardly applied fluorescence stains, CTCs viability was controlled by mitochondrial activity
CTCs weme detected independently on the sampling order in up to 86.7% of the e sted blood samples
in patients undergoing BCC surgery. There is higher probability of CTC detection with grow ing tumor
size, especially in clear 1l remal cell cancer (ccRCC) cases. Similarly, the tumor size corresponds
with metastasis presence and ymph node positivity and CTC detection. This paper describes for
the firsttime successful analysis of viable CTCs and their mitochondria as a part of the functional
characterization of CTCs in RCC

Keywords: CT'Cs; renal cancer; culturing; in vitro; MetaCell; gene expression; immunotherapy ; FDL-1

1 Introduction

Radical or partial nephrectomy remains the only curative treatment for ROC. More than 30%
of localized renal cell carcinoma (RCC) recur or metastasize after surgery [1]. RCC is a paradigm of
chemoresistant cancer. Even in combination with immunotherapy, che mothe rapy is associated with low
mesponse rates [2,3]. ROC is a highly inv asive cancet which could benefit from non-invasive biomarkers
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for early diagnosis and disease monitoring. Liquid biopsy, in particular the circulating tumor cells
(CTCs), offer a promising tool for assessment of the tumor burden and tumor invasion capability:

CTCs are an undeniable part of a conmection between primary tumors and secondary metastatic
sites. The CTC examination belongs to the group of liquid biopsy tests, which provide mone detailed
information on heterogeneity of tumor disease in patients, under minimally invasive procedures
(eg. blood withdrawal).

The CTCs represent a possible tool in monitoring this kind of tumor evolution in time. As defined
in liquid dynmamic medicine [4], where a patient is a control subject to himself during the tre atnent, we
may evaluate the cancer cell changes enabling personalization of oncological therapy:

The main target of the presented study is to monitor CTC presence in patients with renal cell
carcinoma undergoing surgery. Next, grtomorphology of CTCs was evaluated by means of vital
fluorescence microscopy with a special focus on mitochondrial network evaluation.

Since complete remowval of me tastatic lesions has a significant potential to improve prognosis of
RCC, we believe CTCs could be a helpful tool in reassessing metastasis infiltration in patients with
advanced form of the disease.

We believe that future molecular analysis of CT'Cs may support progress in BCC treatment,
covering multiple aspects of RCC biology as well in blood as in tissue. CTCs may become a part of
clinical studies testing e fficiency of new drug treatment (Figure 1).

CTC — detection in peripheral blood

Disease
a v
________________________ .
1. snmplng 2. sampling 3. sampling A, samgling
Pigt gy aguen e AP0 dey dlfe duagerp T 8 i @ by rpery tha 71T morth whw sargey
B, 1% 43% =R 100 %
LT detected in ¢ M= 118 W= 130 =39 N=27

Figure 1. Schedule of blood collaction.
2. Makerials and Methods

Total mumber of 186 patients (n = 186) who underwent surgical renal resection because of tumor
mass presence were included into the study in 2016-2018. Peripheral blood (2 »x & mL, EDTA) was
taben in several time points: 1. before surgery, 2. within 24 hours after surgery, 3. at 2week follow-up,
4. at follow-up every & months; between 2 and 4 blood withdrawals wene done per patient. In total
455 CTCs tests were performed. The CTCs test is based on duplicates evaluation.

Toenrich CTCs a size-based separation protoco] and tube MetaCell@nwas used [5-8]. CTC presence
isevaluated by single cell cytomorphology, which could be followed by molecular testing (e, gPCR
analysis, sequencing) or standard immunochistochemistry:. Total of 186 patients diagnosed with RCC
have been enrolled in the stedy in accordance with the Declaration of Helsinki and ethical committee
approval was granted. All patients were candidates for surgical treatment. Informed consent was
obtained from each patient before any clinical data were collected. The patient characteristics are
shown in Table 1. For each patient, approximately 2 x 8 ml of venous blood was drawn from the
cubital veins and placed into S-Monovette tubes (Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Germany ) containing
1.6 mg EDTA{mL blood as an anticoagulant. The samples were processed at room temperature using
an isolation procedure completed within 24 hours after the blood draw.
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Table 1. Patient characteristics.
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21. CTCs Enridment and Culfure

A size-based separation method for viable CTC-enrichment from peripheral blood was used
MetaCell®, MetaCell s.xo., Ostrava, Czech Republic) [3-5].

The complex of separation membrane filter, which is kept im a plastic ring, was transferred directly
with enriched cells into a é-well culture plate. Total of 4 mL FPMI media is added to the filter top and
enriched cells are cultured on the membrane invitro under standard cell culture conditions (37 °C,
5% 002 atmosphere) and observed using an inverted microscope. CTCs are grown in FBS-enriched RPMI
medium (10%) for a period of minimum 3-5 days. A microscopic slide was placed under the separation
membrane and CTCs may naturally grow invasively and set up new cell colonies on the microscopic
slide. A microscopic slide culture is preferred if immunohistochemistry/ immunoflucrescence analysis
is plarmed.

21 Cytomorphologios] Analysis

The viable cells stained by wital fluorescence stains (Celltracker, WucBleu, Mitoracker, Thetmofisher
Scientific, Waltham, MA, USA) were ecamined using fluorescence microscopy in three steps: (i) Screening
atx20magnification to locate the cells, (i) cbservation at x40 magnification for detailed oy tomorphological
analysis. Isolated eells andjor clusters of cells of inerest (immunostained or not) were selecied, digitized,
and examined by an experienced researcher andfor pathologist (i) Evaluate the CTCs—number
CTCs weme defined as cells presenting the following characteristics: (a) Muclear size equal to or
larger than 15 pmy; (b) irregularity of the nuclear contour; (c) presence of a visible cytoplasm and the
size of the cell; (d) presence of prominent nuclenli and their number; (&) high nuclear-cytoplasmatic
ratio. The nuclear-cytoplasmatic (N/C) ratio is evaluated with respect to the different morphology of
grow ing cells in comparison to the W/C ratio in tissue samples.

23 Immmumofustochemistry Analysis

Based on the standarnd immunochistochemistry protocols, oytokeratin and vimentin presence
was tested in cells captured on the membranes. The membranes weme ficed by air first at least for
24 hours. As next step, the immuno-histochemistry protocol was used as follows. Two antibody
clones weme used, pancytokeratin (Sigmad ldrich, 5t Louis, MO, USA) and vimentin (Sigma Aldrich,
5t Louwis, MO, TISA)
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Figure 3. CTC—number (average per 1 mL of blood) detected in ROC patients for one-year follow-up
in four bleod samplings showing differences in CTC load between o BCC and other BC types.
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Figure 4. Relationships between tumor size and CTC positivity. The largest tumos diame ter and higher
CIC poumiber were detected in ROC

The metabolism of CTCs has been evaluated by mitochondria staining, which discovered an
interesting mitochondrial network. The network was significantly different from the mitochondrial
network cbserved in ells with a blood origin (e.g., basophils, monocytes, neutrophils).

The blood cells and cancer cells may beeasily distinguished by the very sophisticated mitochondrial
ne twork. Toevaluate the mitochondrial network an automatized Image ] evaluation procedure was used.

Parallel expression of cytokeratin and vimentin was revealed by immuno-histochemistry
suggesting an ongoing epithelial mesenchymal transition.

3.3 Genr Epression

Cene expression analy sis revealed elevated gene expression in enriched CTCs for genes KRT18
(keratin 18), ¥IM (vimentin) when compared with the white blood cell fraction (Figure 5). Further, it
showed that the character of CTCs undergoes changes during follow-up period (Figure 6). From the
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therapeutic point of view the most interesting changes weme seen in patients ecpressing elevated VEGF
{wascular endothelial growth factor) and/or PIFL1 {programmed death ligand 1, C13274) on CTCs.
VEGF and PI*L1 are shown on follow-up figures (Figure 5 below the graphs and Figure 7).
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Figure 5 CTC follow-up during one-year period. We demonstrate changes during the four samplings
not only in the CTC number (graph lines) and cytomorphology, but also in the gene expression (see
alevated genes in CTC below ), Some of the genes with alevaked expression coubd be wsed as markers
to indicate specitic therapy targets (ag, VEGE PD-L1) PD-L] and VEGF exprossions ane shown in eed.

83 Lo Jdn CH OF ==l @

=

hods LY =

s

WSHd O~ LA
WEM G- LERE0
WEM BL-EZL00
S G20
S S -1
WEM Bl FFEIH

Figure 6. Belative ENA amount displayved in clusters after gene expression analysis wsing Genkbx
ve bsoftware. (MultiD Anabyses AB, Goteborg, Sweden). Clear distinction between CTCs expressing
PI-L1 iz shinan {sme arrone-cluster on the left).
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Figure7. Gene expmssion analysis of CTC showing differences between the CTC PDL1+ (brown) and
CTC FDLI- (viclet). The arrows indicate genes expressed difierentially between tested groups.

4. Discussion

Chnly few studies have reported on CT'C analysis in patients with ROC [9]. In general, detection of
CTCs requires specific #chniques able to overcome problems related to identification and isolation of
tumors cells from blood. Indeed, there is not any specific marker that allows to uniquely distinguish a
CTC from other blood cells, since tumors with different histological and molecular features express
diverse patterns of markers, and even a single histological tumor bype can present heterogeneous
markers. Moreower, given the considerably small number of CTCs possibly present in peripheral
blood when compared with the other blood circulating cells, enrichment techniques are mecessary
to increase the sensitivity to an acceptable level We believe the observation of size-based enriched
<ells in aviable stage may help to distinguish the cancerous character of captured cells comparing the
standard eytomorphological parameters and additionally mitochondrial network of tumorigenic vs,
benign cells.

Intra-tumoral heterogeneity is a prominent feature of RCC, as evidenced by several groups using
multinegional sequencng of RCC mmorows and metastatic tissues compared to sequencing of adjacent
normal kidney tissue [10-12]. Cancer eells from RCC patients are prone to mesenchymal-epithelial
transition (EMT) [13-15] and often lack epithelial antigens, which may impair their capture from blood
and analysis when epithelial marker-dependent collection/detection methods are used.

For example, CellSearch system, platform only approved by FDDA showed a very low detection
rate in patients with localized and metastatic RCC [13]. The expression of EMT by BCC cancer cells
mesulting in a lack of epithelial adhesion molecules could partially explain the failume of this method.

Significant discrepancies between the number of CI'C enumerated by the CellSearch and
other filtration method (the ISET systems), weme found in patients with lung cancer in a study
by Farace et al [16]. There were 30% of patients who were negative according to CellSearch while
only 5% weme negative using ISET. Concordant results only concern 47% patients. Similar results
were described in study patients with RCC: CTCs weme in 13 from 36 patients (36.1%) using ISET and
only in 7 from 36 patients (19.4%) using the CellSearch platform [17]. In general, better detection of
CTC in patients via filtration methods than CellSearch was documented in a number of studies [18].
The filtration systems may be much more efficient in identifying the circulating cells because CellSearch
cannot detect the loss of epithelial markers which is associated with tumor cells undergoing the
EMT process.
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Chur immune-histochemistry data have shown that CTCs from patients with BCC may express
oytokeratines as well vimentin The duality of the filaments confirms the dynamics of the changes
found in the turmor masses.

A snccessful application of CT'Cs capture based on EpCAM positive has been very limited so far in
metastatic ROC High plasticity and heterogeneity of CTC morphology challenges curmently available
enrichment and detection techniques with EpCAM as the asual surface marker being unde mepresen ted
in metastatic RCC. The size-based separation method we presented in combination with a vital
mitochondria stain enables to characterize non-hematopoietic cells in the peripheral blood stream with
varying characteristics and define CTC subgroups that distinetly could be possibly associated with
metastatic potential.

In general, early stages of RCC are not associated with clinical manifestation and so the early
detection of the disease remains a significant challenge.

As the RCC is then later seen as a chemo-resistant disease it has to be considered that in the
last few years several innov ative treatment regimens have been developed for the management of
metastatic RCC. In ROC increased understanding of genetics and molecular biology led to successful
employment of agents targeting the WVBEGF and mTOR pathways [19]. But even if different treatrment
strategies are available, no response predictive markers have been included in clinical practice and
s0 the choice between these different drugs is generally made by considering the clinical outcome,
patient’s preference, and toxicity profile of each agent. The resulting plurality of available treatment
options is significantly limited by available parameters for a personalized implementation of these
agents. We therefore believe testing CTCs profiles by gene expression analysis of the targetable genes,
may change and improve RCC therapy outeomes.

Checlpoint inhibition targeting the programmed cell death Ireceptor (PD-1) pathway has becomse
a common teatment across various tumor bypes. Nivolumab was the first-in-class PIM therapy and
was approved for the treatment of RCC based on the results of a phase 111 trial comparing nivolumab
with everolimus [20].

Chver-expression of P11 has been identified as a pathway that metastatic tumor cells use to evade
immune detection. P11 binds to PD-1 on T-cells and suppresses their activity. Immunotherapy based
on inhibition of P31 or PR-L1 epresents a breakthrough in the treatment of advanced cancers. Today,
solid tumor patients are screened for P11 expression on their tumor cells following a tissue biopsy.
FI*L1 expression levels have been demonstrated to be a reasonable biomarker for stratifying patients
that will respond better to immunotherapsy.

Utilizing biopsies for this patient stratification does have its imitations. Specifically, tumor biopsies
are risky, expensive, and cannot be performed serially to understand cancer status throughout the
course of a treatment. Liquid biopsy may possibly illustrate disease control because it is minimally
invasive and can easily be repeated. Unfortunately, low specificity is the biggest disadvantage of the
presented size-based separation method. Second advantage is high sensitivity and isolation of viable
cells with subsequent culturing. The isolation of whole cells provides further possibility of molecular
characterization by specification of cells.

Measuring PI+L1 expression on CT'Cs through a simple blood draw represents a low risk
approach to initial patient stratification with minimal cost and gives us an opportunity to monitor
P11 expression of patient tumor cells over the course of the disease.
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12 Seznam zkratek

ACTB - aktin beta gen

AQP-1 — Aquaporine 1

BAP 1- ubikvitin carboxyl termindlni transferdza gen
BHP — benigni hyperplazie prostaty

CA —karbon anhydraza

CK — cytokeratiny

CRP — C reaktivni protein

CTC — circulating tumor cells, cirkulujici nadorové bunky
DNA — deoxynukleova kyselina

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA — enzyme linked immunosorbent assay

EMT - epitelidlné-mesenchymovy prechod

EpCAM - Epithelial Cell Adhesion Molecule

ESRD — end stage renal disease

FDA — Food ad drug administration — Ufad pro kontrolu potravin a 16¢iv USA
GGT — gamma glutamyl transferaza

HIF — hypoxia induced factor

HR — hazard ratio

HSP 27 — Heat Shock Protein 27

ICI — Immune checkpoint inhibitors

IL — interleukin

IARC - Mezindrodni agentura pro vyzkum nadorovych onemocnéni
LOH — lost of heterosigozity

KDMS5C — lyzin demethylaza 5C

KIM - kidney injury molecule

mADb — monoclonal antibody

MET - protoonkogen — tyrozin kindza

MMP — matrix metalloproteindza

MUCI — onkoprotein mucin 1

NGAL — neurofilni s gelatinozou asociovany Lipocalin
NGS - sekvenovani nové generace

NMP — nuclear matrix protein

MTOR — mammalian target of Rapamycin

ORR — overall response rate

OS — overall survival

PBRMI1 — gen polybromo 1

PFS — progression free survival

PHD3 — prolyl hydroxylaza 3

PIK3CA - phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase katalytickd podjednotka
Alpha

PLIN2 — Perilipin 2

PSA — prostaticky specificky antigen

PTEN — gen fosfatdza a tenzin homolog

RCC — rendlni karcinom — renal cell carcinoma

RNA - ribonukleova kyselina

SETD2 — gen histon lyzin N-metyl transferaza
SMARCBI - aktin

stDNA — satellite DNA

TAM — tumor associated macrophage

TERT — reverzni transkriptaza telomer

86



TK — thymidin kin4za

TNF — tumor necrosis factor

TNM — TNM systém

TME — tumor microenviroment

TRAIL — tumor necrosis factor-related apoptosis factor
UZ - ultrazvuk

VEGF — vascular endothelial growth factor

VHL — Von-Hippel Lindau

WT — Wilmsiiv tumor
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