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Úvod  
 

Téma disertační práce jsem si zvolil na základě svého dlouholetého zaměření na 

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

K zhodnocení možností časné diagnostiky v první části dizertační práce mě vedl 

hlavně fakt, že nádory ledvin jsou chemo a radiorezistentní a pouze časná stadia 

onemocnění mají na naději na úplné vyléčení pacienta. S tím souvisí skutečnost, že 

časná diagnostika nádorů ledvin aktuálně není zahrnuta v preventivních programech 

Ministerstva zdravotnictví ČR.  

V druhé části mé práce je detailně zdokumentována problematika cirkulujících 

nádorových buněk (CTC z angl. Circulating tumor cells) u nádorů ledvin. Zejména 

jejich možné využití při sledování pacientů po operacích ledvin, kdy lze standardním 

odběrem periferní krve a testem na přítomnost CTC odhalit počáteční stav rekurence 

nádorového onemocnění. Zároveň je možné do budoucna pomocí analýzy genové 

exprese CTC lépe cílit stále rozšířenější a pro pacienty dostupnější biologickou léčbu.  

1  Stručný přehled řešené problematiky  

1.1 Obecná epidemiologická data 
 

Karcinom ledviny (RCC) představuje 2-3 % všech maligních nádorů (European 

Network of Cancer Registries, 2016) s nejvyšší incidencí v západních zemích. V 

posledních dvou dekádách se incidence karcinomu ledviny zvýšila asi o 2 %, 

celosvětově a i v Evropě. V západních zemích se v poslední dekádě incidence ustálila 

(Lindblad, 2016). V roce 2012 bylo v Evropské Unii zjištěno 84,400 nových případů 

karcinomu ledviny a 34,700 úmrtí spojených s karcinomem ledviny (Ferlay, a další, 

2018). V Evropě se celková mortalita zvyšovala až do 90. let a poté se stabilizovala 

nebo se snižovala  (Levi, a další, 2008). Mortalita se snížila od 80. let ve 

skandinávských zemích, od 90. let ve Francii, Německu, Rakousku, Holandsku a v 

Itálii. Nicméně v některých evropských zemích (Chorvatsko, Estonsko, Řecko, Irsko, 

Slovensko) mortalita má stoupající trend  (King, Pollack, Li, King, & Master, 2014). 
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Obr. 1 Srovnání incidence renálního karcinomu s ostatními zeměmi Evropy  

(zdroj uroweb.cz). 

 

 

 
Obr. 2 Srovnání mortality na renální karcinom s ostatními zeměmi Evropy  

(zdroj www.uroweb.cz). 

 

 

Predominance postižení mužů je 1,5:1 a vrchol incidence mezi 60 a 70 lety 

(Levi, a další, 2008). Mezi etiologické faktory patří kouření a obezita (Bergström, 

Hsieh, Lindblad, Lu, Cook, & Wolk, 2001) a hypertenze. Mnoho dalších faktorů je 

spojeno s nižším nebo vyšším rizikem karcinomu ledviny. Tyto faktory zahrnují 

specifické dietní návyky, expozice kancerogenům při výkonu povolání, acetaminophen 

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

cancer, 2014), košťálová zelenina  (Liu, a další, 2013), nefrolitiáza  (Cheungpasitporn, a 

další, 2015), a virová hepatitida (Macleod, 2013; Gonzalez, 2015). Současná data 

nejsou zatím přesvědčivá (Weikert, 2008; Daniel, 2012). Efektivní způsob profylaxe 

zahrnuje vynechání kouření (Macleod, 2013; Gonzalez, 2015) a redukce hmotnosti  

http://www.uroweb.cz/
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(Tahbaz, Schmid, & Merseburger, 2018). Renální karcinom je nejčastějším solidním 

nádorem ledviny a představuje asi 90 % všech nádorů ledviny. Pojem renální karcinom 

v sobě zahrnuje řadu histologických podtypů a jsou popsané v klasifikaci WHO z roku 

2016 (Moch, Cubilla, Humphrey, Reuter, & Ulbright, 2016). Hlavní tři histologické 

typy renálního karcinomu jsou světlobuněčný, papilární a chromofobní karcinomy. 

Vedle klasifikace histologického typu ještě hodnotíme nuklární grade, lymfovaskulární 

invazi, sarkomatoidní rysy, nekrozy a invazi do perirenálního tuku nebo do vývodného 

systému ledviny. Dalším hodnocením je určení TNM systému (Moch, Cubilla, 

Humphrey, Reuter, & Ulbright, 2016). 

 
Tab. 1 TNM klasifikační systém renálního karcinomu . 

(Dle aktuálního European Association of Urology Guidelines, 2020) 

T- primární tumor 

Tx Primární nádor nelze hodnotit 

T0 Nádor není přítomen 
T1 Nádor 7cm a méně omezený na ledvinu 

 T1a Nádor < 4cm 
 T1b Nádor >4cm a <7cm 
T2 Nádor > 7 cm omezený na ledvinu 

 T2a Nádor >7 cm ale≤ 10cm 
 T2b Nádor > 10cm 

T3 
Nádor se propaguje do velkých cév nebo do perinefritické tkáně ale ne do 

ipsilaterální nadledviny 

 T3a 

Nádor se šíří do renální žíly nebo segmentálních větví nebo 

nádor invaduje do perirenální tuku/nebo tuku renálního sinu ale 

ne přes Gerotovu fascii 
 T3b Nádor invaduje do dolní duté žíly pod bránici 

 T3c 
Nádor invaduje do dolní duté žíly nad bránici nebo stěnu dolní 

duté žíly  

T4 Nádor invaduje přes Gerotovu fascii / zahrnuje infiltraci přilehlé nadledviny 

N -Regionálníuzliny 

 Nx Regionální uzliny nelze hodnotit 
 N0 Žádné metastatické uzliny 
 N1 Metastatické postižení regionálních uzlin 
  Regionální uzliny nelze hodnotit 

M - Vzdálené metastázy 

 M0   Nejsou přítomné vzdálené metastázy 
 M1 Přítomné vzdálené metastázy 

pTNM stadia  

 
Stadium 

I   
T1                    N0                M0 

 
Stadium 

II        
T2                    N0                M0 

 
Stadium 

III       
T3                    N0                M0 

  T1, T2, T3       N1                M0 

 
Stadium 

IV       
T4               jakékoliv N        M0 

  Jakékoliv T  jakékoliv N        M1 
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1.2 Epidemiologická situace v ČR 

V České Republice jsme svědky trvale narůstající incidence karcinomu ledviny, 

ale stabilní mírou mortality od druhé poloviny 90. let. Tento vývoj svědčí pro odhalení 

časných stádií  (Ústav Zdravotnických Informací a Statistiky, 2020) . Mnoho nádorů 

ledvin je asymptomatických až do pozdních stádií. Více než 50 % renálních karcinomů 

je zjištěno náhodně při vyšetřování zobrazovacími metodami provedenými pro 

nespecifické symptomy  (Jayson & Sanders, 1998). Klesající míru úmrtnosti navzdory 

rostoucí incidenci ovlivňuje zvyšující se kvalita lékařské péče a lepší organizace 

protinádorové léčby (např. vznik Komplexních onkologických center v roce 2005). 

Dalším faktorem je dostupnost nových diagnostických prostředků a časnější diagnostika 

nádorových onemocnění.  Zvýšená detekce nádorů ledvin ultrazvukem a počítačovou 

tomografii vede ke zvýšení incidentálně zjištěných nádorů ledvin. Tyto nádory jsou 

obvykle menší a nižších stádií  (Patard, 2002; Tsui, 2000). Vyšší procento případů je 

diagnostikováno v prognosticky příznivějších stádiích onemocnění i v souvislosti se 

skríningovými programy (Ústav Zdravotnických Informací a Statistiky, 2020).  

 

1.3 Skríning 
 

Skríning je metoda vyhledávání onemocnění v časném stadiu, ve kterém se 

onemocnění neprojevuje žádnými příznaky. Skríning se provádí, pokud je v populaci 

vysoké riziko daného onemocnění a existuje vhodná diagnostická metoda. Metoda 

testování musí být jednoduchá, která nepřináší větší dyskomfort pacientovi a časná 

intervence je schopná zlepšit prognózu pacientů. 

Samo onemocnění musí též splňovat některá kritéria. Musí způsobovat podstatnou 

morbiditu a mortalitu, pokud neléčeno, musí být relativně časté a časné zjištění musí mít 

lepší výsledky  (Malaeb, a další, 2005) . Lepší přežití pacientů s náhodně zjištěným 

RCC ve srovnání s pacienty s klinicky manifestním onemocněním, zjištěné v řadě studií 

(Konnak, 1985; DeKernion, 1992; Licht, 1994; Kessler, 1994; Harass, 1996), podporuje 

zavedení nějaké formy skríningových programů. Indikátorem úrovně kvality této 

prevence je poměr lokalizovaných nádorů k ostatním pokročilým stádiím a vývoj 

úmrtnosti na dané zhoubné nádory dle jednotlivých kategorií. 
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Obr. 3 Vývoj incidence renálního karcinomu podle stadií onemocnění v ČR (Mužík, Dušek, 

Babjuk, Kubásek, Fínek, & Petruželka, 2020).  

 

 

 

1.4  Typy a cíle onkologických preventivních programů v České Republice 
 

Hlavní teze onkologické prevence a onkologických skríningových programů 

definovala Česká onkologická společnost ČLS JEP a Ministerstvo zdravotnictví ČR. 

Onkologická prevence znamená předvídání a předcházení nežádoucím událostem, 

souvisejícími se vznikem a progresí zhoubných nádorů. 

 

1.4.1 Primární prevence 
 

Primární prevence má za úkol snížit výskyt zhoubných nádorů. Jde o snižování 

až eliminaci rizikových faktorů, které mají prokazatelný a přímý vliv na vznik malignit. 

Indikátorem úrovně primární prevence je vývoj incidence zhoubných nádorů. 

 

Programy v rámci primární prevence (Screeningové programy MZČR, 2020) 

- Boj proti kouření 
- Boj s alkoholismem 
- Ochrana kůže před neúměrnou expozicí slunečnímu záření 
- Eradikace infekcí žaludku Helicobacterem Pylori 
- Vakcinace proti hepatitídám 
- Vakcinace proti papilomavirům 
- Výchova ke zdravé výživě a zdravému životnímu stylu 
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- Analýza hodnocení komerčních produktů z hlediska možné kancerogenity 
- Analýza stavu životního prostředí z hlediska kancerogenity, zejména vodních zdrojů 
 

1.4.2 Sekundární prevence 
 

Sekundární prevence je zaměřena na záchyt zhoubných nádorů v časném, pokud 

možno plně vyléčitelném stadiu. Indikátorem úspěšnosti je poměr lokalizovaných stádií 

nádorů k ostatním pokročilejším stádiím a vývoj úmrtnosti na zhoubné nádory 

Vhodným skrínigovým vyšetřením se ukazuje ultrazvukové vyšetření díky rozšířenosti 

ultrazvukových přístrojů v urologických ambulancích. Vyšetření, které navazuje na 

fyzikální vyšetření, je rychlé, levné a bez radiační zátěže.  

Ultrazvukové vyšetřování k detekci nádorů ledvin chápeme jako sekundární 

prevenci, tj. vyšetření je zaměřeno na zachycení zhoubných nádorů v časném, plně 

léčitelném stádiu. V současné době je v ČR realizováno preventivní skríningové 

vyšetřování pro nádory prsu, děložního čípku a nádory tlustého střeva. Ministerstvo 

zdravotnictví ČR ve spolupráci se zdravotními pojišťovnami připravilo projekt „Systém 

podpory prevence vybraných nádorových onemocnění v ČR – skríningové programy“, 

který byl zahájen v roce 2014  (Screeningové programy MZČR, 2020). 

 
Obr. 4 Vývoj incidence a úmrtnosti na renální karcinom v ČR (Mužík, Dušek, Babjuk, Kubásek, 

Fínek, & Petruželka, 2020) 
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1.5 Markery v léčbě karcinomu ledviny  
 

Druhá část dizertační práce je zaměřená na problematiku vyšetření cirkulujících 

nádorových buněk (CTC z angl. Circulating tumor cells). Vzhledem k absenci 

biomarkeru charakterizujícímu nádory ledvin bylo snahou využít možnosti vyšetření 

CTC u pacientů operovaných pro nádor ledvin. Vyšetření CTC buněk je součástí 

skupiny vyšetření tzv. tekuté biopsie (liquid biopsy). Tato metoda byla ověřena a 

částečně metodicky schválena FDA, jako užitečný prognostický nástroj pro řadu 

onkologických onemocnění (Bielčiková, Jakabová, Pinkas, Zemanová, Kološtová, & 

Bobek, 2017). Toto vyšetření je již personifikovanou léčbou, která přizpůsobuje 

preventivní a terapeutické plány objektivním parametrům, které charakterizují 

biologickou individualitu jednotlivého pacienta a jeho onemocnění. Tento přístup, který 

přináší větší naději na dosažení lepších výsledků léčby, je umožněn současnou mírou 

znalostí o etiopatogenezi nádorových onemocnění a technickou vyspělostí na úrovni 

diagnostických metod a léčebných prostředků.  

V klinické onkologii jsou stále hledány lepší diagnostické prostředky odhalující 

primární nádor. Stejně závažná je časná identifikace metastatického procesu nebo 

reziduálního onemocnění podobně jako podmínky, za kterých dochází k tvorbě 

metastáz. Časná diagnostika primárního nádoru a zároveň co nejrychlejší identifikace 

sekundárního tumoru, rozhodují o úspěšnosti léčby. Léčba spočívá v odstranění 

primárního nádoru nebo v likvidaci tumorózních ložisek v přilehlém regionu, 

lymfatickém systému, kostní dřeni nebo ve vzdálených orgánech. Bohužel v současné 

době naše diagnostické metody nejsou schopné makroskopicky tato ložiska 

identifikovat. Zatím neexistuje rutinní metoda, která by zpřesnila prognózu šíření 

základního nádorového onemocnění, jak v obecné rovině, tak i u konkrétního pacienta, 

bezprostředně předpověděla úspěšnost primární terapie a zároveň mohla rozhodným 

způsobem ovlivnit algoritmus terapeutického procesu u jednotlivých druhů nádorového 

bujení. Taková terapie by mohla být daleko cílenější, a to nejen ve smyslu lokalizace, 

ale i zaměřením terapeutických postupů, odvozeného z kvality identifikovaných 

nádorových buněk. Současně by sloužila ke kontrole jejich eradikace v závislosti na 

účinnosti typu podané léčby. 

Součástí nádorové léčby je u karcinomu ledvin (RCC) léčba chirurgická, která si 

vyžaduje zcela oprávněně individualizované chirurgické rozhodování, a to zejména u 

nádorů metastatických. 
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Historicky byli pacienti s metastatickým RCC zvažováni pro počáteční 

cytoreduktivní nefrektomii vzhledem k celkovým přínosům: snížení nádorové zátěže, 

zmírnění příznaků spojených s většími hmotnostmi tumoru a co je nejdůležitější, 

zlepšení přežití v éře terapií založených na interferonu (Flanigan, 2001; Mickisch, 

20021). Aktuálně, výsledky studie fáze III CARMENA, porovnávající cytoreduktivní 

nefrektomii následovanou sunitinibem versus samotnou léčbu sunitinibem, tuto praxi 

zpochybnily  (Méjean, a další, 2018). V této studii měli pacienti léčeni pouze 

sunitinibem výsledky přežití (HR 0,89; 95% CI 0,71–1,10), s mediánem OS 18,4 měsíce 

ve srovnání s 13,9 měsíce v případě, že byla provedena cytoreduktivní operace. Mezi 

významná omezení CARMENY patří provádění cytoreduktivní chirurgie u pacientů se 

špatným rizikovým onemocněním, nerovnost mezi léčebnými rameny a opožděná 

nefrektomie. Výsledky studie CARMENA zdůrazňují potřebu přiměřeně 

stratifikovat pacienty podle rizika při zvažování cytoreduktivní chirurgie. I 

v tomhle bodu by mohly být CTC nápomocny. Stávající rizikové modely, které 

předpovídají přínos nefrektomie při stanovení metastatického onemocnění, zahrnují 

různé laboratorní a klinické parametry. Jeden takový model definuje jako rizikové 

faktory vysoké sérové hladiny LDH, nízké sérové hladiny albuminu, klinicky invazivní 

nádory T3–4, retroperitoneální adenopatii, supradiafragmatickou adenopatii, metastázy 

v játrech a metastazující příznaky: pacienti splňující čtyři nebo více z těchto kritérií 

prozatím nemají žádný přínos z počáteční cyto-reduktivní nefrektomie  (Culp, a další, 

2010). Podobně velká retrospektivní analýza mezinárodního konsorcia IMDC ukázala, 

že pacienti s nejméně čtyřmi špatnými prognostickými markery nemají klinicky 

prokazatelný účinek z cytoreduktivní nefrektomie a ve skutečnosti by mohli mít tímto 

postupem poškozeni  (Heng, a další, 2014).   

Se zavedením imunoterapie ICI (z angl. Immune-checkpoint inhibitors) a 

inhibitorů anti- VEGFR (TKI z angl – tyrosine kinase inhibitors) - léčby nové generace 

se celkové přežívání (OS – z angl. Overall survival) pacientů s pokročilým stadiem 

RCC výrazně zlepšilo. Pravděpodobně budou vyvinuty nové kombinace léčebných 

strategií, které dosáhnou synergie mezi těmito dvěma terapeutickými modalitami nebo 

jinými třídami léčiv, což nakonec rozšíří terapeutické působení terapií první linie.  

Paralelně pokroky v genomickém sekvenování a molekulární charakterizaci RCC (Tab. 

2 -3) také rozšířily a umožnily přesnější prognózu onemocnění, ale pro vedení 

klinického rozhodování jsou nutně zapotřebí prediktivní biomarkery. Diagnostické 

nástroje, které integrují data biomarkerů, mohou pomoci individuálně upravit plány 
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léčby na základě odlišných biologických rysů a je třeba je vyvinout společně s novými 

léčbami. Pokrok vskutku umožnil rychlou a podrobnou individualizaci nádorů s nadějí 

využití těchto biologických dat při rozhodování v reálném čase je možné v blízké 

budoucnosti. 

Integrace genomických údajů do klinických nomogramů vedla ke zlepšení 

prognózy rizika u pacientů se světlobuněčným karcinomem ledvin (ccRCC z angl. Clear 

cell renal carcinoma). V případě nejasných buněčných histologií a dalších klinických 

parametrů by mělo být zváženo stanovení mutací v zárodečných liniích k identifikaci 

genů způsobujících rakovinu.  

 

IMDC, mezinárodní konsorcium databáze metastatických renálních buněk; MSKCC, Memorial Sloan 

Kettering Cancer Center; NGS, sekvenování nové generace. 

 

1.5.1 Molekulární markery v léčbě karcinomu ledviny 
 

V současné době se jako hodnotící prognostické faktory po operacích nádorů 

ledvin využívají nomogramy, které v sobě obsahují nezávislé prognostické faktory. 

Mezi stěžejní faktory patří TNM systém a jaderný grading hodnocený podle 

Fuhrmanové (Ljungberg, a další, 2015). Snahou je získat molekulární marker zjistitelný 

v tělních tekutinách (např. v krvi nebo moči), který by se uplatnil při skríningu, 

diagnostice a sledování pacientů po operacích a onkologické léčbě. Problémem analýzy 

tělních tekutin je většinou spolehlivost vyšetření, které je používané k detekci tohoto 

markeru. Na straně druhé, úskalím imunohistochemických vyšetření tkáně je, že 

zásadním způsobem závisí na manipulaci se vzorky, výběru použité protilátky, její 

koncentraci, fixační technice a dalších technických procedurách. Jako slibné se jeví 

analýzy genové exprese a exprese proteinů z biologických vzorků tkáně, krve nebo 

moči. V následující části práce je podán přehled některých potenciálních biomarkerů 

využitelných u RCC. 

  



16 

 

 

1.5.1.1 Molekulární markery získané ze séra 
 

Sérové molekulární markery u pacientů s renálním karcinomem můžeme 

testovat pomocí imunoesejí (např. ELISA), imunonefelometrie nebo hmotnostnotní 

spektrofotometrie.  

 

TRAF – 1 – Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated Factor – 1 

Protein, který se účastní regulace přežívání buňky, její proliferace a diferenciace. 

Hodnoty u pacientů s renálním karcinomem jsou významně vyšší než hodnoty u 

zdravých jedinců (Rajandram, a další, 2014).  

 

Zánětlivé proteiny 

Existují studie, které zkoumaly vliv zánětlivých imunitních buněk a cytokinů na 

tumorogenezi u nádorů ledvin ve snaze posoudit možnosti nových strategii léčby na 

podkladě imunoterapie. Cytokiny IL-1, IL-6 a TNF-α mají vliv na syntézu ostatních 

zánětlivých mediátorů jako například amyloid A, který má vliv na vývoj imunitních 

buněk a na indukci enzymů degradující extracelulární matrix. Bylo zjištěno, že Amyloid 

A má potenciál stát se biomarkerem pro renální karcinom. Amyloid A koreluje se 

stádiem onemocnění (Fischer, Teil, Hoda, & Fornara, 2012). 

Protein podobný Amyloidu A je C reaktivní protein (CRP) u kterého dochází 

k jeho zvýšení vlivem infekce, traumatu, ischemie a v neposlední řadě též u zhoubných 

onemocnění. De Martino a kolektiv (2013) popsali zvýšené hladiny CRP u pacientů 

s  RCC, u kterých se jednalo o pokročilé onemocnění se špatnou prognózou .  

Enzym gamma – glutamyl transferáza (GGT) produkovaný především v játrech 

(ale též v ledvinách, slezině a slinivce břišní) je aktivní v metabolizmu glutationu a je 

často zvýšen u různých nádorů. Proto se může jednat o další potenciální molekulární 

marker. Hofbauer a kol. (2014) popsali GGT jako další možný prognostický faktor u 

RCC . 

 

Proteiny tepelného šoku (Hsp 27 – heat shock protein) 

Hypoxie na podkladě zánětlivé reakce či oxidativních procesů má vliv na 

tumorogenezi a progresi nádorového onemocnění. Buněčná stresová reakce je ovlivněna 

„stresovými proteiny“, které se účastní buněčné odpovědi. Do skupiny těchto proteinů 
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patří heat shock protein 27 (Hsp27), který byl v hyperfosforylované formě zjištěn u 

vícera nádorových onemocnění. Ve studii White a kol. zjistili (2014) vysoké hladiny 

Hsp27 v krvi a v moči u pacientů s RCC s vysokým gradingem . 

 

Molekuly podílející se na apoptóze 

Buněčné procesy podílející se na regulaci apoptózy se zásadním způsobem 

podílejí na tumorogenezi. Právě změny fyziologických procesů apoptózy mohou vést k 

nekontrolované proliferaci nádorových buněk. Podíl na těchto změnách mají 

abnormální aktivity anti-apoptotických proteinů nebo inhibitorů pro-apoptotických 

mediátorů. Hlavní molekulou, která působí programovanou smrt buňky je tumor 

necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL). Toiyama a kol. (2013) 

zjistili pokles hladiny TRAIL u pacientů s renálním karcinomem. Hodnoty byly měřeny 

před a po operaci a hodnoty byly srovnány s kontrolní skupinou, a navíc byla provedena 

korelace s přežíváním pacientů. 

V krevním oběhu pacientů s nádorovým onemocněním můžeme měřit produkty 

apoptózy, cytokeratiny (CK), které se mohou v oběhu cirkulovat ve formě neštěpené 

nebo štěpené pomocí kaspáz. Zvýšené hladiny CK18 byla pozorovány u pacientů s RCC 

ve srovnání se zdravými pacienty (Yildiz, a další, 2013). 

 

Molekuly charakterizující mikroprostředí nádoru  

Růst nádorů je ovlivněn mikroprostředím, které se skládá z  makrofágů, 

fibroblastů, růstových faktorů, cytokinů a angiogenních faktorů, které jsou zodpovědné 

za růst nádorů. Faktorem, který zásadním způsobem ovlivňuje toto mikroprostředí, je 

hypoxie. Proangiogenní faktor vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF z angl. 

vascular endothelial growth factor) je ovlivněn hypoxií prostřednictvím hypoxia 

indukujícího faktoru -1α a 1β (HIF-1α a HIF-1β z angl. hypoxia inducing factor)  (Frew 

& Moch, 2015). Von-Hippel Lindau (VHL) protein se podílí na stabilizaci HIF-faktorů 

a proto je zásadním způsobem zodpovědný za vznik většiny světlobuněčných 

karcinomů ledviny. 

Dalším hypoxií indukovaným faktorem je prolyl hydroxyláza 3 (PHD3), jehož 

exprese je často zvýšena v tkáni nádorů ledvin. Jedná se o faktor, který se podílí na 

degradaci HIF proteinů ve spolupráci s VHL. Byly zkoumány hladiny u pacientů s RCC 

a u zdravých jedinců a také titry po chirurgickém výkonu. Byl pozorován pokles hladin 

PHD3 u pacientů, kteří podstoupily operační výkon  (Tanaka, a další, 2011). Hypoxie 
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navíc může podpořit expresi karboanhydrázy (CA z ang. Carbonic anhydrase). Jejich 

syntéza může být porušena u některých nádorových onemocnění. Zvýšení CA IX bylo 

pozorováno v séru i tkáních pacientů s RCC. Hodnoty byly porovnány s hladinami u 

zdravých jedinců (Takacova, 2013). 

  

Ostatní biomarkery séra 

U části pacientů s kalcifikacemi pozorujeme hyperkalcemii z důvodů poruchy 

metabolismu promotorů a inhibitorů kalcifikace. Mezi tyto látky patří Fetuin A, 

Osteopontin a Osteoprotegerin (Schena, Selvaggi, Gesualdo, Battaglia, & Lombardi, 

2018). Zajímavým faktem je, že hladiny Osteopontinu jsou vyšší u papilárního 

renálního karcinomu oproti ostatním typům RCC. Současně zvýšení hodnot koreluje se 

stadiem TNM a nukleárním gradem (Papworth, Bergh, Grankvist, Ljungberg, Sandlund, 

& Rasmuson, 2012). Ubiquitin proteázy, byly pozorovány u renálního karcinomu a 

dalších nádorů (D'Arcy, 2015). 

 

Thymidin kináza 1 (TK1) 

Pyruvát kináza – isoenzym M2, zvýšené hladiny obou enzymů korelují s TNM 

stadiem a nukleárním gradem  (Nisman, 2010).  

 

1.5.1.2  Molekulární markery v moči 
 

Protein jaderné matrix 22 (Nuclear Matrix Protein 22) 

Protein jaderné matrix 22 (NMP22) je obsažen ve struktuře jádra a hraje 

důležitou roli v replikaci DNA, transkripci RNA a regulaci exprese genů. Jsou popsané 

proteiny, které jsou specifické pro některé orgány, jako prso, tlusté střevo, kosti a urotel. 

NMP 22 je specifický pro karcinomy uroteliálního původu a existuje diagnostický test 

pro pacienty v rámci sledování u nádorů močového měchýře. Navíc jsou zmínky o tom, 

že by se NMP22 mohl uplatnit též jako nástroj skríningu u RCC  (Kaya, Ayan, Gokce, 

Kilicarslan, Yildiz, & Gultekin, 2009). 

 

Neutrofilní s gelatinosou asociovaný Lipocalin (NGAL) 

Lipocaliny jsou převážně velikostně malé (25kDa) extracelulární proteiny, které 

působí jako transportéry hydrofobních ligandů (Flower, 1996). NGAL je exprimován 

v epiteliálních buňkách ledviny a podílí se na vývoji ledviny. NGAL můžeme 

zaznamenat u poranění ledviny a u některých typů nádorů ledviny jako chromofobní 
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renální karcinom a papilární renální karcinom. Jejich exprese je vyšší u vyšších 

nukleárních gradů. Nižší hladiny jsou pozorovány u uroteliálních karcinomů a 

onkocytomů  (DI Carlo, 2013). NGAL, který je uvolněn nádorovými buňkami může být 

volně filtrován glomerulem, ale díky mechanismu reabsorpce v proximálním tubulu je 

vylučování omezené. Jeho vylučování do moči je proto možné při současném 

tubulárním poškození. Podle provedené studie Di Carla (2013) nebyla potvrzena 

korelace mezi hladinami NGAL a velikostí tumoru nebo stádiem nádorového 

onemocnění. 

 

Kidney Injury Molecule -1 (KIM-1) 

Kidney Injury Molecule KIM-1 je biomarker sledovatelný v moči u nádorů 

ledvin, ale zároveň u mnoha akutních a chronických onemocnění ledvin, což limituje 

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

 

Perilipin 2 

Perilipin 2 (PLIN2), synonymum je adipocyte-differentitation-related protein, 

který byl zastižen v moči u pacientů se světlobuněčným a papilárním renálním 

karcinomem ledviny  (Morrissey, 2010).  

 

Matrix Metalloproteinázy (MMP) 

Matrix metalloproteinázy jsou endopeptidázy s obsahem zinku, které se účastní 

degradace částí extracelulární matrix. Přímo či nepřímo mají vliv na růstové faktory 

podporující zvětšování nádorů. Nejznámějšími jsou MMP-2 (gelatináza A) a MMP-9 

(gelatináza B). V současnosti se jejich použití pro potřeby diagnostiky nádorů ledvin 

neosvědčilo (Di Carlo, 2012). 

 

Aquaporin – 1 

Zvýšená exprese proteinu Aquaporine 1 (AQP-1) byla zjištěna v tkáni nádorů 

ledvin a při současném vylučování ledvinami byly zachycené vyšší koncentrace v moči. 

Koncentrace nejsou zásadní způsobem ovlivněny jinými nenádorovými stavy (infekce 

močových cest, diabetická nefropatie) a korelují se stádiem nádorového onemocnění  

(Morrissey, London, Luo, & Kharasch, 2010). 
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1.6 Nádorová heterogenita a tkáňové biomarkery  

 

Přestože značná část pacientů s nádorovou diagnózou je vyléčena samotnou 

operací nebo chirurgickou a adjuvantní systémovou léčbou, mnoho pacientů stále umírá 

v důsledku rozvoje metastatického onemocnění (Valastyan & Weinberg, 2011). 

Zároveň platí, že nádorové onemocnění má charakter darwinovského vývoje  (Aparicio 

& Caldas, 2013). Tento fakt je potvrzen důkazy ze studií sekvenování nové generace 

(NGS), kdy v rámci primárního nádoru dochází ke klonální evoluci a tato evoluce je 

alespoň částečně živena intratumorální heterogenitou (Yates & Campbell, 2012). Tato 

intratumorální heterogenita je dána především změnami genu Von Hippel-Lindau, LOH 

3p (ztráta heterozygozity z angl. Lost of heterosigozity) a epigenetickou inaktivací 

(epigenetic silencing). Inaktivace VHL genu je zásadní změnou u většiny konvenčních 

světlobuněčných karcinomů ledviny  (Gerlinger, a další, 2012). Samotná inaktivace 

VHL není dostatečná pro vývoj renálního karcinomu. Procesu se účastní druhotné 

mutace v genech jako např. PBRM1, SETD2, BAP1, KDM5C, PTEN, MTOR a 

PIK3CA (Tab. 2). Data ze studie TRACERx dokumentují druhotné mutace a 

chromozomální změny, které se uplatňují ve vývoji RCC a charakterizují klinickou 

důležitost těchto změn. (Turajlic, 2018a). Nádory s nízkou intratumorální heterogenitou 

a nízkou genomickou instabilitou mají běžně nízkou míru malignity. Tumory s vysokou 

genomovou instabilitou a vysokou intratumorální heterogenitou; včetně PBRM1 mutací, 

jsou často následované klonálními aktivacemi sekundárních mutací PI3KCA a SETD2, 

chromozomálními delecemi chromozomu 9 (9p) a 14 (14q) u pokročilejších stádií. 

Nádory, které se vyznačují nízkou intratumorální heterogenitou, ale vysokou 

genomickou instabilitou, SETD2 a BAP1 mutacemi jsou odpovědné za agresivní 

onemocnění s časným vývojem metastického procesu v době diagnózy (Turajlic, a další, 

Tracking Cancer Evolution Reveals Constrained Routes to Metastases, 2018b). Delece 

na 9. chromozomu mají za následek tvorbu metastáz a ve výsledku jsou zodpovědná za 

špatnou prognózu (Brannon, a další, 2010). Pokud se metastázy vyvinou, pokračuje 

klonální evoluce pod selekčním tlakem protinádorové léčby (Gerlinger, a další, 2012). 

U pacientů s nádory ledvin jsme svědky, že se metastatické onemocnění může vyvinout 

po mnoha letech od diagnózy primárního nádoru. Tyto pozdní recidivy jsou způsobeny 

nádorovou dormancí, kdy nádorové buňky, které se rozšířily do vzdálených orgánů, 

zůstávají v nečinnosti, během této doby se v nich hromadí genetické a epigenetické 
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znaky, které za specifických podmínek mohou vyvolat zjevné metastázy (Aguirre-

Ghiso, 2007).  

 

1.6.1.1  Tkáňové biomarkery  
 

Hodnocení exprese ligandu 1 programované buněčné smrti (PD-L1) pomocí 

imunohistochemie je přímo ovlivněno stanovením protilátek, prahem pozitivity, 

získáním čerstvé versus archivní tkáně a předchozí expozicí terapii, což zdůrazňuje 

potřebu pro pečlivou interpretaci napříč studiemi (Zhu, a další, 2018). Za zmínku stojí, 

že v hlášených a probíhajících studiích založených na ICI u pacientů s RCC byly 

použity různé testy pro testování PD-1 a PD-L1, s odchylkami.  

Kromě toho, intratumorální a intertumourální heterogenita mezi primárním 

nádorem a metastatickými místy jsou další otázkou při rutinním použití těchto testů  

(Callea, a další, 2015).  

Vysoká hladina exprese PD-L1 je nicméně nepříznivým prognostickým 

faktorem spojeným s agresivními rysy RCC, jako je vysoký jaderný grading, postižení 

lymfatických uzlin a vzdálené metastázy  (Thompson, 2004, 2007; Iacovelli, 2016). 

Navíc vysoké hladiny PD-L1 souvisejí s nepříznivými výsledky anti-VEGFR TKI 

terapie (Choueiri, a další, 2015).  

Zatímco vývoj rané fáze nivolumabu anti-PD-1 monoklonální protilátky (mAb) 

u pacientů s RCC naznačoval možné korelace mezi stavem exprese PD-L1 a výsledkem 

(Motzer, a další, 2015a), tento signál nebyl v registrační studii potvrzen. Ve studii fáze 

III CheckMate 025 srovnávající nivolumab s everolimem u pacientů s dříve léčeným 

metastatickým RCC  byl medián OS s nivolumabem 21,8 21měsíců u pacientů s nádory 

PD-L1 + oproti 27,4 měsíců vs. u pacientů s nádory PD-L1. V CheckMate 214, ve fázi 

III studie, která zkoumala kombinaci anti-cytotoxického T lymfocytárního antigenu 4 

(CTLA-4) mAb ipilimumab a nivolumab ve srovnání se sunitinibem, byl u pacientů s 

PD-L1 pozorován prediktivní signál prospěchu z kombinace ICI. Exprese v ≥1 % 

nádorových buněk: PFS 22,8 měsíců a 5,9 měsíců u pacientů s nádory PD-L1 + a PD-

L1-nádory a míra objektivní odpovědi (ORR) 58 %, respektive 37 %. Za zmínku stojí, 

že ORR 37 % u pacientů s nádory PD-L1 podtrhuje výsledky předchozích studií 

prokazujících klinický přínos nezávislý na stavu PD-L1 (Motzer, a další, 2018).  

Předběžné výsledky IMmotion151, randomizovaná studie fáze III porovnávající 

kombinaci atezolizumabu (anti-PD-L1 protilátka) a bevacizumab se sunitinibem, také 
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vykazovaly korelaci mezi PD-L1 + status a reakcí na onemocnění. V této studii byl stav 

PD-L1 + definován expresí na ≥1 % lymfocytů infiltrujících nádor. Střední PFS byl 

lepší u pacientů s PD-L1 + nemocí, kteří dostávali kombinovanou léčbu (střední PFS 

(mPFS) 11,2 měsíce oproti 7,7 měsíců; HR 0,74; p = 0,022), což naznačuje, že pacienti 

s nádory PD-L1 + mají při monoterapii sunitinibem nižší výsledky (Rini, a další, 2019) .  

Ve studii fáze III JAVELIN Renal-101 se kombinace axitinibu a avelumabu 

prokázala lepší PFS než sunitinib u pacientů s nádory PD-L1 + (mPFS 13,8 měsíce 

versus 7,2 měsíců; HR 0,61; P < 0,0001), lepší ORR (51,4 % oproti 25,7 %; NE 3,10).  

Podobně studie fáze III KEYNOTE-426 splnila své dva primární koncové body 

a prokázala lepší OS a PFS pro kombinaci pembrolizumabu a axitinibu ve srovnání se 

sunitinibem u všech léčených pacientů ve všech podskupinách (HR pro riziko úmrtnosti 

0,53; p <0,0001; HR pro mPFS 0,69; p <0,001), rozdíl, který byl oceněn v analýzách 

podskupin u pacientů s nádory PD-L1 + a pacientů s onemocněním PD-L1 (Rini, a 

další, 2019).  

Protože obě tyto studie fáze III ukazují nadřazenost imunoterapie vůči sunitinibu 

bez ohledu na stav PD-L1, jsou zapotřebí další biomarkery založené na tkáni, které 

pomáhají klinickým lékařům při výběru terapií. 

 

1.6.1.2 Podskupiny imunitních buněk a nádorové mikroprostředí (Tumor 
microenvironment - TME).  

 

RCC TME je jedním ze solidních  nádorů s nejvyšším stupněm infiltrace 

imunitního systému.  RCC je obohacen o T-buňky a nádorové makrofágy (TAM z angl. 

Tumor associated macrophages) (Şenbabaoğlu, 2016; Ock, 2016). Přesné vymezení 

podskupin umožnilo identifikaci až 22 odlišných podskupin T-buněk a 17 samostatných 

podskupin TAM s různými imunosupresivními a prozánětlivými fenotypy; specifické 

klastry TAM jsou silně spojeny s oddílem CD8 + PD-1 + T-buňkami a kratším PFS 96. 

Kromě toho může být infiltrace TAM spojena s výsledky terapie VEGFR TKI 97, 

zatímco imunitní infiltrace CD8 + T-buňkami v primárních i metastatických místech je 

spojena se špatnou prognózou, infiltrace se může dynamicky měnit v průběhu terapie 

anti- VEGFR TKIs (Zizzari, a další, 2018) nebo imunoterapie ICI (Choueiri, a další, 

2016). 

Data z randomizované studie zaměřené na biomarker CheckMate 009 týkající se 

různých dávek nivolumabu, která obsahovala analýzu sériových biopsií tkáňových 
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vzorků, poukazují na dynamický TME s výraznými změnami ve složení imunitních 

buněk a expresními profily zjištěnými krátce po zahájení léčby nivolumabem (Choueiri, 

a další, 2016).  

Tyto pečlivě prováděné studie a jejich výsledky budou mít nepochybně zásadní 

dopad na budoucí vývoj léků. Pro budoucí úsilí všechny výše zmíněné data zdůrazňují 

zásadní význam integrace imunitních a stromálních aspektů TME při stanovování 

prognostických a prediktivních znaků pro stávající léčebné režimy a co je nejdůležitější 

pro racionální vývoj nových kombinací léčiv. 

1.7  Cirkulující nádorové markery 
 

Cirkulující nádorová DNA (ctDNA) a cirkulující nádorové buňky (CTC) 

pocházející z nádorových buněk jsou detekovatelné v periferii, a proto poskytují 

příležitost neinvazivně hodnotit primární a metastatická tkáně.  

1.7.1 ctDNA  
 

Na úrovni ctDNA byly identifikovány vícečetné genomické alterace včetně 

změn v genech VHL, TP53, EGFR, NF1, ARID1A. Genomické alterace v jakémkoli 

genu byly detekovány až u 78,6 % pacientů s metastatickým RCC (Pal, a další, 2017).  

Cílem další kohortové studie bylo použít ctDNA load (nálož) pro vyhodnocení 

reakce na terapii (Dizman, a další, 2018), přítomnost detekovatelné ctDNA byla spojena 

s vyšší radiografickou zátěží onemocnění (Maia, a další, 2017). Mnoho z těchto studií 

bylo omezeno zahrnutím malého počtu vzorků a nedostatečným porovnáním se vzorky 

primárních nádorových tkání. V přesněji definovaném genomickém prostředí, jako je 

například RCC s deletovaným genem MET, by se analýza ctDNA mohla ukázat jako 

zvláště užitečná při prognózování pacientských výsledků a jako náhrada za nádorovou 

zátěž a odpověď na cílená agens (Ikeda, Schwaederle, Mohindra, Fontes Jardim, & 

Kurzrock, 2018). 

Byly zjištěny rozdíly ve frekvenci detekovaných genomických změn v nastavení 

léčby frontline a second-line. Předběžné výsledky z velkého hodnocení profilu ctDNA u 

pacientů, kteří byli léčeni několika prvními nebo druhými liniemi, prokázali zvýšený 

výskyt genomických změn, zejména těch, které ovlivňují TP53 a MTOR, po léčbě první 

linie terapií VEGFR TKI. Tyto rozdíly byly navrženy tak, aby odrážely léčebné 

selektivní tlaky a účinek frontline terapie na ctDNA, ale mohly by také jednoduše 

odrážet technická omezení hodnocení ctDNA v tomto onemocnění v pokročilých 
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časových bodech. Ačkoli frekvence genomické alterace může být v primární nádorové 

tkáni a ctDNA podobná, při testování se může objevit značná míra nesouladu (Hahn, a 

další, 2017), což zdůrazňuje náročnou rovnováhu mezi heterogenitou nádoru a 

diagnostickým rozlišením. Velikost fragmentů ctDNA může být také spojena s horšími 

PFS, což představuje další vlastnosti, které by se pravděpodobně měly vzít v úvahu při 

analýze (Yamamoto, a další, 2018).  

1.7.2 Cirkulující nádorové buňky (CTC) u karcinomu ledvin 
 

Nádory RCC jsou náchylné k přechodům (tranzicím) epitelových buněk na 

buňky mezenchymální. RCC buňky tudíž postrádají epiteliální markery, a proto CTC 

obohacení na základě epiteliálních markerů zůstává obtížné a vyžaduje analýzu 

jednotlivých buněk (Broncy, a další, 2018a). Sjednocujícím rysem ve světlobuněčných 

buněčných typech RCC je ztráta v genu VHL, která nabízí modelovou příležitost 

studovat kvalitu stávajících analytických metod pro obohacení CTC. Podrobněji jsou 

metody k analýze CTC diskutovány v kapitole 3.  

1.8 Analýza cirkulujících nádorových buněk (CTC)  
 

Zdá se, že kterýkoli aspekt diagnostiky, léčby a farmakokinetiky onkologického 

onemocnění může být zásadním způsobem ovlivněn identifikací cirkulujících či 

diseminovaných nádorových buněk (Lugo, Braun, Cote, Pantel, & Rusch, 2003). 

Cirkulující nádorové buňky (CTC) poprvé popsal Ashworth (1869) a jejich existence 

není neznámá. Současné technologické pokroky v detekci a charakterizaci CTC a 

ctDNA by proto mohly řešit a umožnit personifikovanou léčbu na základě sledování 

vývoje nádoru v reálném čase.  

Novinkou jsou technologie, umožňující určení jejich koncentrace a další 

zkoumání (imunocytochemické, genetické, genomické a další). V současné době je 

pouze CellSearch® test schválený FDA (Food and Drug Administration – Úřad pro 

kontrolu potravin a léčiv USA) k detekci CTC jako pomocná metoda k monitoraci 

pacientů s metastatickým karcinomem prostaty, prsu a kolorekta. Mnohé další 

biotechnologické společnosti vyvíjí techniku detekce CTC, ale zatím ještě jejich 

systémy nebyly schváleny ke klinickému využití, je však pravděpodobné, že se to s 

dalším vývojem změní.  

Pro nádory urogenitálního systému, nezřídka diagnostikované ve stadiu 

generalizace, je každý příspěvek ke včasnému zahájení terapie velice cenný. Proto 
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bychom se chtěli pokusit o zařazení těchto vyšetření do diagnostického algoritmu nejen 

tam, kde jde o relativně známý výzkum (prostata), ale i v oblasti dalších orgánů, 

zejména tam, kde neexistují spolehlivé biomarkery vypovídající o přítomnosti a rozsahu 

onemocnění. 

 

Tab. 2 Genomické varianty renálních karcinomů a s tím spojené syndromové manifestace  
(Převzato 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  Klinická manifestace  

Genomické varianty u karcinomu ledviny  

Světlobuněčný karcinom •Mutace ve VHL, PBRM1, SETD2, BAP1, 
KDM5C, TERT and/or MTOR; 
• ztráta chromozomálních segmentů 3p, 15q, 
9p a /nebo 14q; 
• zisk chromozomálních segmentů 5q 

•Nejčastější RCC 
histologický typ 

Papilární karcinom typ I • Mutace v  MET, NRF2 a/ nebo CUL3; 
• zisk chromozomů 3, 7 a/nebo 17 

•Biologie nádoru bývá 
indolentnější než 
biologie jiných 
nemutovaných 
papilárních nádorů I. 
typu 

Papilární karcinom typ II • Mutace ve CDKN2A, CDKN2B (cyklín 
dependentní inhibitor kinázy 2A ) TERT 
(reverzní transkriptáza telomer) , NF2 
(neurofibromin2) , FH (fumarát hydratáza), 
MET (protoonkogen) a/nebo SETD2; 
• translokace TFE3 

•Biologie nádoru bývá 
méně indolentní než 
biologie papilárních 
nádorů I. Typu; 
• Heterogenní třída 
včetně více 
definovaných podtypů 

Chromofobní karcinom • Mutace TP53 nebo PTEN  (fosfatáza a 
tenzín homolog ); 
• strukturální přestavby v TERT promotoru 
(reverzní transkriptáza telomer); 
• mutace v mitochondriální DNA; 
• ztráta chromozomů 1, 2, 6, 10, 13, 17 
a/nebo 21 

• Může mít původ a 
překrývat se s 
onkocytomy 

Medulární renální karcinom • Mutace ve SMARCB1 (známa pod jménem 
INI1 a BAF47 , aktín dependentní modulátor 
chromatínu); 
• amplifikace ABL (tyrozin-kináza 
protoonkogen) 

•Často spojené s 
hemoglobinopatiemi 

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

• Translokace TFE3 a TFEB (Transkripční 
faktor E3, EB); 
• časté copy- number variace (CNVs) 

20–40% dětských  
RCCs a 1–4 %  RCC 
u dospělých 

Karcinom sběrného duktu •Mutace ve NF2 (neurofibromín 2), SETD2 
(histon lyzín N-metyl transferáza), SMARCB1 
(aktín dependentní modulátor chromatínu), 
CDKN2A (cyklín dependentní inhibitor kinázy 
2A)  a/nebo FH (fumarát hydratáza) 

•Nádory s agresivním 
fenotypem; obtížně 
odlišit od renálních 
medulárních 
karcinomů 

Mucinózně tubulární a 
spinocelulární karcinom 

• Vícečetná ztráta chromozomů ovlivňující 
chromozomy 1, 4, 6, 8, 9, 13, 14, 15 a/nebo 
22 

•Biologie nádoru 
obvykle indolentní • 
Může být souběžná s 
nefrolitiázou 

Tubulocystický karcinom • Chromozomální zisky s 7, 17); 
• Mutace ve ABL1 (tyrozin-kináza 
protoonkogen)  a/nebo PDFGRA  (růstový 

•Biologie nádoru 
Obvykle indolentní 
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faktor odvozený z trombocytů) 

Karcinom asociovaný 
s cystickou fibrózou 

• Vícečetné chromozomální zisky 3, 7 , 16, 17 
a/nebo Y 

•Často se objevuje při 
cystických 
onemocněních v 
konečném stádiu 
onemocnění ledvin; 
• Může být 
multifokální 

 

Tab. 3 Syndromy renálního karcinomu se zárodečnou mutací 
 

Subtyp Genomické alterace  Klinická manifestace  

Syndromy renálního karcinomu se zárodečnou mutací 

VHL •Ztráta genu VHL ( Von- Hippel Lindau) •Hemangioblastomy sítnice a 
CNS, neuroendokrinní 
nádory, feochromocytomy a 
epidydimální cystadenomy 

Dědičná leiomyomatóza 
aRCC 

•Ztráta genu FH ( fumarát hydratáza) •Mladý věk na začátku    ( 30 
let věku), kožní leiomyomy, 
děložní myomy, 
feochromocytomy, 
paragangliomy a 
leiomyosarkomy 

Dědičný papilární RCC • Ztráta genu MET- proto-onkogenu •Vysoká penetrace; 
• Často multifokální a 
bilaterální nádory ledvin s 
indolentním růstovým 
vzorcem 

Birt–Hogg–Dubé syndrom • Ztráta genu FLCN (folliculin) •Kožní fibrofolikulom, 
pneumotorax a onkocytomy; 
• autozomální dominance 

Tuberózní skleróza 
komplex 

• Ztráta genu TSC1, TSC2  (hamartin) •Angiomyolipom, 
angiofibromy, astrocytom z 
obřích buněk, srdeční 
rabdomyomy a / nebo 
hamartomy 

Cowden syndrom • Ztráta genu PTEN (fosfatáza a tenzín 
homolog) 

• Růst hamartomu a rakoviny 
prsu, štítné žlázy a 
endometria a / nebo 
melanom; 
• Překrývání se syndromem 
PTEN hamartoma 

Hyperparathyroidism-čelisť 
nádorový syndrom 

• Ztráta genu  CDC73 (parafibromin) •Makrocefalie, rakovina štítné 
žlázy, rakovina endometria a 
prsu, rakovina prostaty a / 
nebo obličejová 
trichilemomie 

BAP1 dědičná 
predispozice k nádoru 

• Ztráta genu BAP1 (ubikvitín carboxyl-
terminální hydroláza) 

•Uveální a kožní melanom a 
maligní mezoteliom a / nebo 
plicní adenokarcinom; 
• obvykle mají jasné buněčné 
histologie 

MITF-asociován melanom 
a RCC syndrom 

•Ztráta genu MITF (melanocyt 
indukující transkripční faktor) 

•Melanom, rakovina 
pankreatu a / nebo 
feochromocytom 

Dědičný feochromocytóm 
a parangangliomy 

•Ztráta genu SDHB, SDHC nebo 
SDHD (sukcinát dehydrogenáza) 

•bilaterální a extra adrenální 
feochromocyomy, 
paragangliom a / nebo 
gastrointestinální stromální 
nádory 

CNS, centrální nervový systém; RCC, karcinom ledvin; VHL, Von Hippel–Lindau. 
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CTC jsou maligní buňky nacházející se v periferní krvi, pocházející z tumoru ať 

už primárního či sekundárního ložiska. Přibývá důkazů o tom, že přítomnost CTC 

naznačuje přítomnost metastatického onemocnění a horší prognózu (Paterlini-Brechot, 

2007; Pantel, 2008). V současné době existuje několik technik vyvinutých k izolaci a 

charakterizaci CTC. Počty CTC korelují s klinickými výsledky u několika druhů 

malignit: prsu, prostaty, tlustého střeva a plic. Detekce a charakterizace nádorových 

buněk cirkulujících v periferní krvi si získaly v posledních letech značnou pozornost. 

Výzkum genotypu a fenotypu šířících se nádorových buněk poskytuje nové poznatky 

v biologii šíření nádorových buněk u onkologicky nemocných pacientů a otvírá nové 

možnosti včasného odhalení metastatického bujení a jeho úspěšné léčby (Pantel & Alix-

Panabières, The clinical significance of circulating tumor cells, 2007). Snahy o zlepšení 

průběhu onkologické terapie zahrnují nalezení lepších metod kvantitativní a kvalitativní 

analýzy CTC. Izolace a detekce CTC z krevního oběhu mohou být obtížné, vzhledem 

k jejich malému počtu, resp. koncentraci, a k nedostatku spolehlivých markerů k 

identifikaci těchto buněk. Ke zdokonalení stávajících metod je zapotřebí dalšího 

biologického a technického výzkumu, tedy nalezení konkrétnějších markerů pro CTC, 

jakož i zvýšení citlivosti a funkčnosti současných zařízení (Esmaeilsabzali, Beischlag, 

Cox, Parameswaran, & Park, 2013). Analýza subpopulace CTC zdůrazňuje význam 

epiteliálně-mezenchymálního přechodu (EMT z angl. Epithelial mesenchymal 

transition), procesu, který může být rozhodující pro umožnění nádorovým buňkám 

napadnout a růst v místech vzdálených od původního místa nádoru. Obdobně může mít 

významný vliv i objevení markerů rezistence na léčbu, které jsou exprimovány na 

úrovni CTC. Analýza genomu CTC by mohla pomoci nalézt nové terapeutické cíle v 

boji proti rezistenci na léčbu. CTC by se mohli stát cenným zdrojem biomarkerů, 

pakliže není k dispozici biopsie tkáně. In vitro kultury buněk pacientů získaných 

z CTC-populace mohou umožnit hodnocení terapeutických strategií prováděných ex 

vivo a v reálném čas (Friedlander, Premasekharan, & Paris, 2014). 

 

1.8.1 Metody izolace a detekce CTC 
 

Sporadicky se vyskytující CTC v periferní krvi (odhadem jedna buňka na 

miliardu normálních krevních buněk) vyžadují využití pokročilého bioinženýrského 

vybavení k jejich separaci, identifikaci a určení počtu. Vzhledem k vysoké složitosti, 

metodologickým omezením a nedostatečné standardizaci je v současnosti klinická 



28 

 

použitelnost většiny technik detekce CTC bohužel omezená. Diseminované a cirkulující 

nádorové buňky lze nalézt u vzorků pacientů s malignitou v periferní krvi a v kostní 

dřeni (Bilkenroth, Taubert, Riemann, Rebmann, Heynemann, & Meye, 2001). 

Odebírání vzorků z kostní dřeně je invazivní a je obtížnější v implementaci do běžné 

denní praxe. Současné metody detekce CTC v periferní krvi jsou limitovány jejich 

nižšími koncentracemi (Masuda, 2005; Wiedswang, 2006). Bylo vyvinuto mnoho 

metod obohacení CTC k dosažení jejich izolace (Tab. 4).  

Nejvíce využívané metody obohacení nádorových buněk z kostní dřeně a 

periferní krve využívají gradientu hustoty při centrifugaci a imunomagnetických technik 

(Rosenberg, a další, 2002). Metody obohacení založené na hustotě buněk jsou založeny 

na principu různé gravitace buněk dle jejich vzrůstající hustoty při centrifugaci. Metody 

založené na protilátkách využívají specifické antigenní znaky na povrchu nádorových 

buněk k jejich separaci od krvinek a nenádorových krevních buněk. Například pro 

nádorové buňky je specifický adhezivní protein EpCAM (Epithelial Cell Adhesion 

Molecule), který je zvýšeně exprimovaný u mnoha typů malignit a není přítomný u 

krevních buněk. V literatuře bylo popsáno mnoho přístupů s EpCAM protilátkami 

konjugovaných s feromagnetickými částicemi a s následnou separací v magnetickém 

poli (Wu, 2006; Trzpis, 2007). Po obohacení nádorovými buňkami se využívá 

imunochemických a na PCR založených molekulárních vyšetření k vyloučení falešně 

pozitivních výsledků. Některé metody užívají pouze metody detekce bez využití 

obohacení k minimalizování ztrát CTC způsobených nedokonalou separací. 

Imunologické přístupy jsou založeny buď na specifických epiteliálních, nebo orgánově 

specifických antigenech, které jsou výlučně exprimovány na nádorových buňkách a 

mohou být analyzovány zjednodušenými automatizovanými skenovacími zařízeními. 

Automatizovaná digitální ultrarychlá mikroskopie a užití laserového skenování otevřely 

v této oblasti nové příležitosti pro imunocytochemické přístupy (Gerges, Rak, & 

Jabado, 2010).  

Vzhledem k výše uvedeným metodám, které jsou vysoce pracovně a časově 

náročné, byl vyvinut poloautomatický imunomagnetický separační systém 

(CellSearch
®
), který kombinuje detekci a obohacení nádorových buněk. Tato technika 

využívá magnetické částice kovalentně spojené s protilátkami EpCAM, po nichž 

následuje cytokeratinové barvení a separace. CellSearch
®
 byl již zaveden do klinických 

studií s cílem sledovat CTC u pacientů léčených novými typy cílené terapie a byl 

schválen FDA v USA (de Bono, a další, 2008). Tato metoda byla účinně použita k 
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vyhodnocení prognostického vlivu na progresi u různých typů lidských malignit 

(Cristofanili, 2007; Naoe, 2008; Wind, 2009). Avšak obohacení na bázi EpCAM je 

omezeno širokou škálou hladin exprese proteinu u různých typů nádorů (Gerges, Rak, 

& Jabado, 2010). Stručný přehled CTC-izolačních metod, přehled CTC-detekčních 

metod je uveden v Tab. 4. 

Tab. 4 Schematický seznam a popis metodik obohacování CTC 
(Informace byly převzaty a upraveny dle Bankó, 2019 a Chen, 2017) 

 
 Metoda Výhody Limitace 

Biofyzikální 
vlastnosti 

Velikost/deformabilit
a jako základ 
separace  

Snadná a rychlá metoda 
Vysoká testovací 
kapacita objemu 
Zachycuje klastry CTC a 
CTC  
Molekulární analýza 
obohacených buněk bez 
problémů 
CTC bez značení 
protilátkami 
Nemodifikované a 
životaschopné buňky 
Krátká doba procesu 
obohacení 
Nižší náklady díky 
nepřítomnosti protilátek 

Ztráta CTC s velikostí rovnou a menší 
než velikost pórů filtru 
Poškození CTC v důsledku 
hemodynamického stresu 
Průtokový tlak 
Možná interference s jinými buňkami 
(leukocyty) 
Problémy s ověřením (rozdíl ve 
velikosti mezi modely CTC a 
nádorovými liniemi) 

Centrifugace na 
hustotním gradientu 

Jednoduché použití  
Zpracování velkých 
objemů krve  

Ztráta CTC s vysokou hustotou 
Nízká čistota 

Dielektroforéza a 
elektrické vlastnosti 
buněk 

Vysoká CTC viabilita Ztráta CTC s elektrickým nábojem 
podobným leukocytům 
Nízká čistota 

Biologické 
vlastnosti 

Pozitivní selekce  
(založena na 
protilátkách)  

Vysoká čistota 
Snadné zvětšení 
testovaného objemu 
Automatizované systémy 
Následná down- stream 
analýza 

Ztráta CTC subpopulací včetně EMT 
CTC, klastrů a CTC maskovaných 
krevními buňkami (nebyl identifikován 
žádný univerzální CTC antigen) 
Mohou být vyžadovány testy specifické 
pro nádor, protože fenotyp CTC se liší 
podle typu nádoru a v průběhu 
progrese a průběhu léčby 
CTC vázané na povrch separačního 
zařízení mohou způsobit potíže při 
regeneraci buněk 

Negativní selekce 
(deplece krevních 
buněk) 
 

Potenciál pro obohacení 
všech subpopulací CTC 
Snadno použitelné 
oddělování podskupin 
CTC bez značení 
CTC bez navázání 
kuliček 

Nízká čistota  
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Obr. 5 Systém CELLSEARCH
® 

První a jediný klinicky schválený systém (FDA) pro identifikaci, izolaci a počet cirkulujících nádorových 

buněk (CTC) z jednoduchého krevního odběru. Test detekuje a stanoví počet CTC epiteliálního původu 

(CD45-, EpCAM +, cytokeratiny 8, 18+ a / nebo 19+) ze 7,5 ml vzorku krve s vysokou úrovní citlivosti a 

specificity. Poskytuje rychlou a reprodukovatelnou analýzu CTC pomocí jednoduchého procesu ve třech 

krocích: odběr vzorků, příprava vzorků a analýza vzorků pomocí unikátní imunomagnetické a 

fluorescenční zobrazovací technologie (Cellsearch, 2020) . 

 

 

 

Obr. 6  Různé tvary CTC separované a zobrazené pomocí CELLSEARCH
®
.  

(Shora dolů: EpCAM +, CK + extracelulární vezikuly; malé apoptické CTC; velké apoptotické CTC; 

CTC klastre a klastre CTC s lymfocyty připojenými k CTC. Relativní frekvence výskytu v 7.5 mL periferní 

krve jsou uvedeny na ose y (1- 10
3 

). Převzato z K. Andree: Challenges in circulating tumor cell detection 

by the CellSearch system† (Andree, van Dalum, & Terstappen, 2016) 
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Reverzní transkriptázová polymerázová řetězová reakce (RT-PCR) je jednou z 

nejčastěji používaných technik pro detekci nukleových kyselin CTC a byla úspěšně 

aplikována u mnoha typů malignit. Tato metoda může detekovat molekulární markery 

spojené s nádorem s vyšší citlivostí než testy založené proteinové analýze (Seiden, 

1994; Ghossein, 1995). CTC detekce pomocí PCR závisí na genově specifických 

oligonukleotidových primerech a již byla použita k detekci buněk rakoviny prostaty 

v periferní krvi (Bossolasco, a další, 2002). Nicméně PCR má nízkou specificitu kvůli 

nedostatku molekulárních cílů specifických pro rakovinu u většiny urogenitálních 

malignit. Kromě toho jsou i v normálních buňkách nukleové kyseliny kódující 

exprimované proteiny asociované s nádorem, jako je například prostatický specifický 

antigen (PSA). PCR je proto extrémně náchylná k chybám v kvantifikaci a vyžaduje 

vysokou metodickou standardizaci, která omezuje její široké klinické využití.  

Nová detekční metoda zvaná CTC-chip může separovat nádorové buňky z plné 

krve pomocí EpCAM protilátkou pokrytých mikroskopických bodů. Po tomto prvním 

kroku jsou CTC barveny protilátkami proti cytokeratinu nebo tkáňově specifickému 

markeru, jako PSA u karcinomu prostaty, a jsou vizualizovány automatickým 

skenováním. CTC chip prokázal vysokou senzitivitu a specificitu při dvojnásobné 

detekci ve srovnání se v současnosti dostupnými technologiemi, jako je CellSearch 

(Nagrath, a další, 2007). 

U pacientů s metastazujícím karcinomem prostaty identifikoval CTC-chip 16 až 

292 CTC na mililitr. CTC -chip umožňuje separaci buněk bez poškození buněčné 

integrity nádorových buněk a umožňuje následnou molekulární analýzu. Další novou 

technikou založenou na protilátkách je epiteliální imunospot (EPISPOT), který je 

adaptací testu imunospotu spojeného s enzymy. Tento test je vysoce citlivý a detekuje 

pouze životaschopné buňky s exkrecí proteinů. U karcinomu prostaty test EPISPOT 

detekoval cirkulující nádorové buňky u 65% lokalizovaných a metastazovaných 

pacientů. Pacienti se systémovým onemocněním vykazovali signifikantně zvýšený 

počet CTC (Alix-Panabières, 2007). 
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Tab. 5 Prezentace laboratorních metod používaných v molekulárně genetických testech CTC. 
 (Informace byly převzaty a upraveny dle Soekojo, 2018; Khodakov, 2016; Furrer, 2015) 

 

Metoda Popis Výhody Nevýhody 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Limitace 

PCR 

RT-PCR  

qPCR 
-Polymerázová 
řetězová reakce  v 
modifikacích  

-Metoda založená na 
exponenciální amplifikaci 
cílové DNA; 
-relativní kvantifikace 
cílových sekvencí DNA 
prostřednictvím 
monitorování 
amplifikačního procesu v 
reálném čase 

- Rychlá a kvantitativní analýza 
amplifikace genu; 
- jsou vyžadována malá množství 
fragmentů DNA;  
- flexibilní, nákladově a časově 
efektivní technika;  
- dynamický rozsah a přesná 
kvantifikace;  
- vysoká molekulární citlivost 

- Nelze získat informace o 
morfologii;  
- přesné číslo CTC nelze 
odhadnout; 
-  Fragmentace RNA; nelze  
provádět vysoce 
multiplexované testy 

NGS- next 

generation 

sequencing 

(sekevenování 

nové generace)  

- Vysoce výkonné sekvenování s 
následným mapováním a 
počítáním sledované sekvence k 
určení absolutního nebo 
relativního počtu kopií 

- Identifikace velkých i malých 
genových změn (bodové mutace, 
translokace, inzerce / delece);  
- vhodné pro analýzu a 
diagnostiku nukleových kyselin 
vyžadující multiplexovanou 
analýzu mnoha genů a jejich 
variant 

- Vysoká vnitřní míra chyb 
způsobená 
nejednoznačností signálu, 
nepřesností enzymů, 
nedokonalou detekcí;  
- chyby sekvenování 
komplikují detekci variant, 
zejména těch s nízkou 
frekvencí 

(F)ISH 

- fluorescenční in 

situ hybridizace 

- Hybridizace značené 
nukleotidové sekvence na 
komplementární cílové 
sekvenci RNA nebo DNA 

- Lze použít na DNA a RNA; 
studium amplifikace, delece, 
variací počtu kopií (CNV) a / nebo 
přeskupení genů;  
- schopnost vizualizovat 
genomické změny; 
-  stejný vzorek by mohl být použit 
pro opakované zobrazování pro 
různé chování genů;  
- vysoká citlivost; 

- Časově náročné;  
- drahé vybavení pro 
detekci a rozpoznávání 
signálu;  
- obtížné integrovat do 
rutinní diagnostické 
laboratoře;  
- požadavek na dobře 
vyškolený personál;  
- heterogenitu 
inratumorovou nelze 
detekovat;  

CGH – 

komparativní 

genomová  

hybridizace  

- Hybridizace značené 
nukleotidové sekvence na 
komplementární cílovou 
sekvenci RNA nebo DNA; 
- Porovnání testovaného 
vzorku a referenčních vzorků; 
- schopnost poskytovat 

informace o genomech o 

změnách počtu kopií; podél 

každého chromozomu 

- detekce velkých aberací; 
-  schopnost posoudit změny 
počtu kopií v celém genomu; 
-  analýza celého genomu; 
- vysoké rozlišení 

- Drahé; 
-  požadavek na vzdělaný 
personál; 
-  nikoli standardní 
metodika  
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2  Cíl práce 
 

Cílem práce je zhodnotit možnosti medicínsky efektivního skríningu záchytu 

tumorů ledvin porovnáním jednotlivých vyšetřovacích metod při primárním zjištění 

nádoru ledviny jako jsou ultrazvuk, počítačová tomografie a magnetická rezonance. 

Hodnocen byl soubor pacientů, kteří byli operováni na Urologické klinice FN 

Královské Vinohrady v období květen 2011 až květen 2016, u kterého byl hodnocen 

důvod pro primární vyšetření, které následně vedlo k zjištění nádoru ledviny a 

proporcionální zastoupení jednotlivých stádii onemocnění podle typu záchytu (náhodný 

nález vs. při symptomech nádoru ledviny). Současně bylo cílem identifikovat skupiny 

pacientů, které by maximálně profitovaly ze zavedeného skríningu. 

Dalším cílem práce bylo zhodnotit soubor operovaných pacientů, u kterých jsme 

provedli odběr periferní žilní krve na přítomnost cirkulujících nádorových buněk 

(CTC). Odběr periferní krve na přítomnost CTC by měl být prováděn ve 4 časových 

bodech: 1. před operací, 2. 4.-10. den po operaci, 3. cca 6 týdnů po operaci a 4. 6-12 

měsíců po operaci. Po odběru krve bude populace sporadických CTC obohacena 

pomocí metody založené na velikosti buněk. CTC budou kultivovány in vitro. Po 

kultivaci (3-5 dnů) budou CTC hodnoceny pomocí cytomorfologické a molekulární 

analýzy:  

1. Cytomorfologická analýza CTC (vitální fluorescenční mikroskopie)  

- Vyhodnocení počtu CTC, přičemž CTC buňky jsou charakterizovány velikostí jádra, 

nepravidelností jaderné membrány, přítomností viditelné cytoplasmy, přítomností 

prominentních jadérek a jejich počtem a vysokým jaderným cytoplasmatickým poměrem 

- Bude hodnocena CTC metabolická aktivita pomocí zhodnocení přítomnosti aktivních 

mitochondrií a mitochondriální sítě 

2. Analýza genové exprese obohacených CTC 

-  Testovány jsou vybrané tumor – asociované geny jak v populaci obohacených CTC , tak ve 

frakci bílých krvinek pro jednotlivé pacienty. 

 

Cílem je určit přítomnost CTC buněk v krvi pacientů s nádory ledvin, zhodnotit 

počty CTC dle velikosti nádoru a jednotlivých histologických typů a zhodnotit, zda 

může průkaz CTC napomoci k cílenému nastavení léčby v případě pokročilých stádií 

nádorů ledvin a zároveň jestli má vyšetření potenciál stát se vyšetřením používaným při 

určení stádia onemocnění renálním karcinomem a při sledování pacientů po operacích 

v rámci restagingu. 
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3  Pacienti a metody  

3.1  Epidemiologická studie  
 

Renální karcinom je třetí nejčastější urologická malignita. V době stanovení 

diagnózy má zhruba 30 % pacientů metastatický proces. Vzhledem k rezistenci na 

ozáření a chemorezistenci je prognóza těchto pacientů špatná (Negrier, a další, 1998). 

Asi u 25 % pacientů po operaci pozorujeme relaps onemocnění (Mitchell, a další, 

2018). U pacientů s lokálně pokročilým nebo metastatickým RCC pětileté relativní 

přežití 72.4 % respektive 13.9 % (Jung, a další, 2015). Jediná léčebná možnost i 

lokalizovaného RCC- je kompletní odstranění nádoru, naproti tomu u lokálně 

pokročilého nálezu je nefrektomie pouze paliativním řešením.  

U všech typů renálních karcinomů se prognóza zhoršuje se zvyšujícím 

histopatologickým gradem. Pětileté přežívání (OS) je pro všechny RCC 49%, přičemž 

došlo k zvýšení nejspíše díky zvýšení náhodně zjištěných RCC (Wahlgren, a další, 

2013) a zřejmě též po zavedení léčby tyrosin kinázami (TK) (Li, a další, 2016).   

3.1.1 Soubory vyšetřovaných pacientů v epidemiologické studii                
Vlastní soubor diagnostický a vlastní soubor operovaných pacientů v období 
2011 – 2016. 
 

V období od května 2011 do května 2016 bylo pro patologický nález ledviny na 

Urologické klinice Fakultní nemocnice Královské Vinohrady (FNKV) operováno 

celkem 569 pacientů. Do studie bylo zařazeno 471 pacientů. Z výzkumu byli vyřazeni 

pacienti s benigními afekcemi (Mitchell, a další, 2018) , benigními nádory (Tahbaz, 

Schmid, & Merseburger, 2018), metachronně zjištěnými nádory ledvin (Patard, 

Rodriguez, Rioux-Leclercq, Guillé, & Lobel, 2002) a s uroteliálními karcinomy (Jayson 

& Sanders, 1998) vzhledem k výrazně odlišné symptomatologii.  Sběr dat probíhal 

retrospektivně na Urologické klinice FNKV a klinická data byla získána ze zdravotní 

dokumentace a z databáze UNIS (Univerzální nemocniční informační systém) 

nemocničního systému FNKV. Hodnotili jsme důvod vyšetření dle klinických obtíží a 

typ prvotního vyšetření (ultrazvuk, počítačová tomografie, magnetická rezonance). 

Výzkum byl schválen Etickou komisí Fakultní nemocnice Královské Vinohrady 

v Praze dne 4. 9. 2019, jednací číslo EK-VP/55/0/2019. 

Mezi vyšetřovanými bylo 304 (64,5 %) mužů. Průměrný věk v této skupině byl 

64 let (95 % CI: 63-65) let. Průměrná hodnota BMI byla 28.5 (95% CI: 28-29). 
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Hodnoceno bylo celkem 471 (100 %) pacientů s patologickým nálezem ledviny, 

z toho bylo 347 (73,7 %) případů incidentálních a 77 (16,3 %) symptomatických, u 47 

(9,9 %) pacientů nebylo možno odlišit symptomatický od asymptomatického průběhu. 

Tab. 6 Základní demografické údaje  

 

Parametry 
Stádium Celkem (N=471) 

I+II (N=285) III+IV (N=152) 
 

Pacienti % (95% CI) 60,5 (55,9-65) 32,3 (28,1-36,7) 
 

Muži % (95% CI) 63,5 (57,8-68.9) 30,3 (25,1-35,8) 64,5 (60-68,9)* 

Ženy % (95% CI) 55,1 (47,2-62,8) 35,9 (28,7-43,7) 35,5 (31,1-40)* 

Věk (roky) Průměr (95% CI) 63,3 (62,0-64,6) 65,3 (63,6-66,9) 64,0 (63,0-65,0) 

BMI (kg/m2) Průměr (95% CI) 28,4 (27,8-29,0) 28,7 (27,8-29,6) 28,5 (28,0-29,0) 

antihypertenzíva % (95% CI) 67 (61,2-72,5) 70,7 (62,7-77,8) 68,7 (64,2-72,9)* 

BMI (≥25 kg/m2) % (95% CI) 70.3 (63,9-76,1) 74,2 (65,6-81,6) 75,8 (71,2-80)* 

* p – 0,0001 

 

3.1.2 Hodnocení diagnostických metod v iniciální diagnostice nádorů ledvin 
u pacientů operovaných v období 2011-2016. 
 

Duplicitní nádor byl zjištěn u 55 pacientů v celém souboru. Nejčastějším 

duplicitním nádorem v našem souboru byl karcinom prostaty u 21 pacientů, karcinom 

mammy u 14 pacientek, hematoonkologické onemocnění u 12 pacientů, karcinom 

tlustého střeva u 5 pacientů, karcinom močového měchýře u 4 pacientů, nádor varlete u 

3 pacientů, maligní melanom u 2 pacientů. Po jednom pacientovi byl zaznamenán 

karcinom děložního čípku, karcinom ovaria, karcinom štítné žlázy, karcinom tonsily a 

prolaktinom. Důležitým faktem je, že nádor ledviny byl zjištěn u 47 pacientů na základě 

stagingových vyšetření v rámci sledování pro jiné maligní onemocnění. U čtyř pacientů 

byla zaznamenána triplicita. 

V našem souboru jsme se zabývali i důvodem vyšetření u incidentálních nálezů 

nádorů ledvin, kterých bylo 347. V rámci odborností, které stály za objevením 

asymptomatického nádoru ledviny dominovali urologové, kteří objevili nádor ledvin 

u 100 případů. Další odbornost, která se významnou měrou podílela na odhalení nádoru 

ledvin byli onkologové s 60 záchyty nádorů ledvin, kteří diagnostikovali onemocnění 

v rámci pravidelného vyšetřování při sledování pro jiné onkologické onemocnění.  

Internisti a kardiologové odhalili 44 nádorů. Gastroenterologové a chirurgové odhalili 

dalších 22 nádorů ledvin.  Obrázek číslo 8 vyjadřuje grafické vyjádření odborností 
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podílejících se na odhalení incidentálních nádorů ledvin. Tabulka 6 zaznamenává 

symptomy, pro které byli pacienti vyšetřeni a toto vyšetření vedlo poté k incidentálnímu 

zjištění nádorů ledvin. 

 
Obr. 7 Proporcionální zastoupení duplicitních nádorů. 

 

 

 

Obr. 8 Důvody vyšetření incidentálních nádorů ledvin v sledovaném souboru pacientů podle 

odborností. 
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Tab. 7 Symptomy zaznamenané v průběhu iniciálního vyšetření pacientů, 

 které vedlo k incidentálnímu zjištění nádorů ledvin. 

  

Typ symptomů u incidentálních pacientů 

(N= 347) 
N 

% 

pacientů 

Vyšetření či sledování benigní hyperplazie prostaty 74 21,33 

Vertebrogenní algický syndrom 10 2,88 

Hypertenze 9 2,59 

Bolesti břicha a podbřišku 9 2,59 

Ledvinová kolika 7 2,01 

Vyšetření či sledování cystické léze ledviny 6 1,72 

Infekce močových cest 5 1,44 

Biliární obtíže, cholecystitida 4 1,12 

Trauma, autonehoda či úraz 4 1,12 

Diabetes mellitus 4 1,12 

Kašel a dušnost 4 1,12 

Obstipace 2 0,57 

Disekce aorty 2 0,57 

Bolesti hlavy 2 0,57 

Varikokéla 1 0,29 

Stresová inkontinence 1 0,29 

Hiatová hernie 1 0,29 

Vředová choroba 1 0,29 

Virtuální kolonoskopie 1 0,29 

Ileus 1 0,29 

Vyšetření před plastikou kýly 1 0,29 

Hydronefróza 1 0,29 

Erysipel 1 0,29 

Flebotrombóza 1 0,29 

 

3.1.3 Statistické zpracování 
 

Studie byla provedena jako případové křížení. Karcinomy zjištěné 

ultrazvukovou metodou byly považovány za časné případy, zatímco karcinomy 

odhalené jinou metodou byly pozdními případy. Poměr pravděpodobnosti získaný z 

podmíněné binární logistické regrese byl použit k podpoře nebo odmítnutí nulové 

hypotézy rovnosti časných a pozdních případů. 
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Kontinuální a kategorické cílové parametry byly popsány s aritmetickým 

průměrem, respektive proporcí, včetně dvoustranného intervalu spolehlivosti. Proporce 

byly statisticky vyhodnoceny s chi-kvadratickým testem pro vícenásobné srovnání nebo 

s Fisherovým přesným testem pro srovnání dvou skupin. Diference mezi podskupinami 

z hlediska věku a BMI byly, vzhledem k ověřené normalitě, analyzované t-testem. 

Velikost souboru sledovaných subjektů (N=471) byla dostatečná pro 

podmíněnou binární logistickou regresi s 98% výkonem testu. Všechny testy byly 

oboustranné a hladina významnosti byla stanovena na 0,05. Statistické analýzy byly 

provedeny pomocí programu Prism 8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, California, 

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

 

3.2 Materiál a metody ve studii CTC 
 

V této části práce podrobněji popisuju data, která byla zpracována a publikována 

v článku Klézl P a kol. Detection of Circulating Tumor Cells in Renal Cell Carcinoma: 

Disease Stage Correlation and Molecular Characterization, který je v plném znění uveden 

v práci jako příloha (Klezl, a další, 2020). 

 

3.2.1 Pacienti  
 

Do studie bylo v letech 2016–2018 zařazeno celkem 186 pacientů (n = 186), 

kteří podstoupili chirurgickou renální resekci z důvodu přítomnosti nádorové tkáně, 

resp. suspektní nádorové hmoty. Periferní krev (2x8 ml, EDTA) byla pacientům 

odebrána v několika časových bodech: 1. před operací, 2. do 24 hodin po operaci, 3. ve 

2 týdnech sledování po operaci, 4. při sledování každých 6 měsíců (Obr. 9). Hodnocení 

pacienti měli odběr nejméně 2 krevních vzorků. Celkem bylo provedeno 495 CTC testů. 

Test CTC byl založen na vyhodnocení biologických replikátů  2 odběrové zkumavky 

krve = 2 CTC testy). 

Do studie bylo zařazeno 186 pacientů s diagnózou RCC a v souladu s 

Helsinskou deklarací bylo studii uděleno schválení etické komise. Všichni pacienti byli 

kandidáty na chirurgickou léčbu. Před odběrem krve a shromážděním klinických údajů 

byl od každého pacienta získán informovaný souhlas. Charakteristiky pacientů jsou 

uvedeny v tabulce 7. U každého pacienta bylo odebráno přibližně 2 x 8 ml žilní krve z 

kubitálních žil a umístěno do zkumavek s EDTA (Vacuette, Německo) obsahujících 1,6 

mg EDTA / ml krev jako antikoagulantu. Vzorky byly zpracovány při pokojové teplotě 

pomocí izolačního postupu v průběhu 24 hodin po odběru krve. 
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3.2.2 Izolace CTC  
 

K obohacení CTC byl aplikován separační protokol založený na velikosti buněk 

(z angl. Size-Based separation) a separační kolona MetaCell
®
 (Kološtová, 2015; 

Kolostova, 2016; Čegan, 2014, Kološtová; 2016). Přítomnost CTC je hodnocena na 

základě cytomorfologických parametrů jednotlivých buněk zobrazených vitální 

fluorescenční mikroskopií, po které může následovat molekulární testování (např. qPCR 

analýza, sekvenování) nebo standardní imunohistochemie.  

 

Obr. 9 Schéma odběrů krve. 
 

 

 

Obohacování a kultivace CTC: Pro životaschopné obohacení CTC z periferní 

krve byla použita separační metoda založená na velikosti MetaCell
®
.  (Kološtová, 2015; 

Kolostova, 2016; Čegan, 2014). Komplex separačního membránového filtru, který je 

držen v plastovém kruhu, může být přenesen přímo s obohacenými buňkami do 

šestijamkové kultivační destičky, k filtru jsou přidány 4 ml RPMI média a obohacené 

buňky jsou kultivovány na membráně in vitro za standardních podmínek buněčné 

kultury (37°C, 5 % atmosféra C02) a pozorovány pomocí inverzního světelného 

mikroskopu. CTC jsou kultivovány v RPMI médiu obohaceném o FBS (10 %) po dobu 

minimálně 3-5 dnů. Pod separační membránu lze umístit mikroskopické sklíčko a CTC 

mohou přirozeně invazivně růst a na mikroskopickém sklíčku mohou být vytvořeny 

nové buněčné kolonie. Pokud je plánována imunohistochemická/imunofluorescenční 

analýza, jsou mikroskopická sklíčka výhodou. 
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Tab. 8 Charakteristika souboru pacientů ve vztahu k CTC vyšetření  

 

CTC u jednotlivých 
typů nádoru 

CTC Pozitivní CTC Negativní Celkem 
vyšetření 

(N) 

Pacientí 
(N) Vyšetření 

(N) 
% 

Vyšetření 
(N) 

% 

Světlobuněčný RCC 270 85,99 33 14 314 119 

Papilární RCC 56 84,85 7 15,15 66 22 

Světlobuněčný a 
papilární RCC 

11 84,62 2 15,38 13 4 

Chromofóbní RCC 19 76,00 4 24 25 8 

 
Tab. 9 Průměr primárního tumoru ve vztahu k pozitivnímu CTC-vyšetření  

 

  
Průměr primárního 

tumoru (mm) 
Počet hodnocených 

tumorů (N) 

Průměr 49,3 168 

CTC pozitivní 50,08 137 

CTC negativní 34,9 20 

CTC-nehodnoceno 65,81 11 

 
Tab. 10 CTC – pozitivita jednotlivých typů odběru včetně dělení dle histologie.  

 

CTC Typ nádoru 

CTC pozitivní CTC negativní 

Nehodnoceno  
Celke
m (N) Pacienti 

(N) 
% 

Pacienti 
(N) 

% 

1. odběr  
Světlobuněčný RCC  21 75,00 5 17,86 2 28 

Papilární RCC  13 68,42 4 21,5 2 19 

2. odběr 
Světlobuněčný RCC 27 96,43 1 3,57 

 
28 

Papilární RCC  18 94,74 1 5,26 
 

19 

3. odběr 
Světlobuněčný RCC  24 85,71 4 14,29 

 
28 

Papilární RCC  18 94,74 
  

1 19 

4. odběr 
Světlobuněčný RCC 28 100 

   
28 

Papilární RCC  18 94,74 1 5,26 
 

19 

 
A. Izolace CTC:  

Přístrojové vybavení, pomůcky a chemikálie: 

 MetaCell
®
 (MetaCell, Ostrava, Česká republika) 

 RPMI-1640 (R medium) (Sigma-Aldrich, Praha, Česká republika)  

 R + medium (příprava SOP č. 5) složené z: 

 Amphotercin (250 μg/ml) (Sigma-Aldrich, Praha, Česká republika)  

 Fetální bovinní sérum (FBS) (Sigma-Aldrich, Praha, Česká republika)  

 Penicillin-Streptomycin (Penicillin 10 Units – Streptomycin 10 mg/ml) (Sigma-

Aldrich, Praha, Česká republika)  

 RPMI 1640 (R medium) (Sigma-Aldrich, Praha, Česká republika) 

 

Místo výkonu práce: laminární box 
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3.2.3 Cytomorfologická analýza CTC  
 

 Životaschopné buňky obarvené vitálními fluorescenčními barvami 

(Celltracker™, NucBlue™, Mitotracker™, Thermofisher, U.S.) byly analyzovány 

pomocí fluorescenční mikroskopie ve třech krocích: (1) skríning při zvětšení x20 k 

lokalizaci buněk, (2) pozorování při zvětšení x60 pro podrobnou cytomorfologickou 

analýzu. Izolované buňky a / nebo klastry požadovaných buněk byly vybrány, 

digitalizovány a vyšetřeny zkušeným odborníkem-cytologem a/nebo patologem. (3) pro 

vyhodnocení počtu CTC byly CTC definovány jako buňky vykazující tyto vlastnosti: a) 

jaderná velikost rovnající se nebo větší než 15 μm); b) nepravidelnost jaderné 

membrány c) přítomnost viditelné cytoplazmy a velikost buňky; d) přítomnost 

prominentních jadérek a jejich počet; e) vysoký jaderný cytoplazmatický poměr. Poměr 

jádra/cytoplazmy (N/C) se vyhodnocuje s ohledem na rozdílnou morfologii rostoucích 

buněk ve srovnání s poměrem N/C ve vzorcích tkání. 

Cytopatologická analýza zahrnuje proces:  

A. Vizualizace CTC – hodnocení probíhá pomocí vitální fluorescenční mikroskopie 

Přístrojové vybavení, pomůcky a chemikálie: 

 Fluorescenční mikroskop, Olympus IX51. 

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

(uchovávat v mrazícím boxu při -5 až -30 °C)  

 Dimethylsulfoxid (DMSO) (Penta, Praha, Česká republika) 

 NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent (Life Technologies, Eugene (OR), USA) 

(uchovávat v temnu při laboratorní teplotě) R37605 

 RPMI-1640 (R medium) (Sigma-Aldrich, Praha, Česká republika) 

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

 

Obr. 10 CTC zachycené na separační membráně s póry o velikosti 8 µm.  
(CTC jsou pozorovány v procházejícím světle a obarvené vitálními 

 fluorescenčními barvam;Celltracker™ -zelená, NucBlue™-  modrá). 
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Obr. 11 Živé CTC zachycené na separační membráně 
(CTC obarvené vitálními fluorescenčními barvami;Celltracker™ -zelená, 

NucBlue™-  modrá, Mitotracker™ - červená) byly analyzovány pomocí 

fluorescenční mikroskopie.) 

 

 

 

Obr. 12 Živé CTC zachycené na separační membráně s póry o velikosti 8 µm 
(CTC obarvené vitálními fluorescenčními barvami (Celltracker™ -zelená, NucBlue™ -modrá) byly 

analyzovány pomocí fluorescenční mikroskopie, foceno v průchozím světle.  V buňkách lze pozorovat 

nepravidelný tvar jaderné membrány (buňka ve středu) a taky dělící se jádro (buňka dole).) 

 

 

 

 

Na základě standardních imunohistochemických protokolů byla v buňkách 

zachycených na membránách testována přítomnost cytokeratinu a vimentinu. 

Membrány byly fixovány vzduchem nejdříve alespoň na 24 hodin. Jako další krok byl 

použit imunohistochemický protokol následujícím způsobem. Byly použity dva klony 

protilátek pancytokeratin (SigmaAldrich) a vimentin (Sigma Aldrich)  
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3.2.4 Analýza genové exprese CTC  
 

Pro stanovení molekulárního profilu CTC bude použit panel genů asociovaných 

s tumory (tzv. tumor asociované geny) a genů asociovaných s chemorezistencí. Geny 

jsou do panelu vybrány na základě standardních postupů diferenciální diagnostiky v 

cytopatologii při určování typů tumorů s neznámým původem.  Genová exprese 

cytokeratinů KRT5, KRT7, KRT18, KRT19 je analyzována v kombinaci s expresí 

EPCAM, MUC1, CD24, CD44, CD45, CD68, CD274, WT1, VIM, VEGF, VEGFR a 

HER2 a podobně). Pro skupiny genů asociovaných s chemorezistencí jsou vybrány 

geny superrodiny ABC transportérů: MRP (MRP 1,2,4,5,7), MDR1, dále testování 

přítomnosti DNA excizního reparačního proteinu ERCC1a ribonukleotid reduktáz: 

RRM1 a RRM2. 

Molekulární profil informuje o aktuálním stavu receptorů na CTC, což umožňuje 

směrovat onkologickou léčbu, včetně chemoterapeutické, téměř cíleně. Onkolog získává 

informace o CTC z období před zahájením léčby, takže může pracovat s informací o 

tzv. panenských, neboli „virgin“ CTC, spolu s údaji o molekulárních změnách na úrovni 

CTC. 

 

Proces testování genové exprese zahrnuje: 

 
A. IZOLACE RNA  -  RNeasy Mini Kit (Qiagen) 

Přístrojové vybavení, pomůcky a chemikálie: 

 

 Centrifuga EppendorfMinispin plus (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

 96 % Ethanolp.a. (Penta, Praha, Česká republika)  

 β-merkaptoethanol (VWR Prolabo, Radnor (PA), USA)  

 NanoDrop (Thermoscientific, Wilmington (NC), USA) 

 Pipety, špičky 

 RNeasy® Mini Kit (250) (Qiagen, Valencia (CA), USA)  

 

Místo výkonu práce: laboratoř 

 
B. MĚŘENÍ KONCENTRACE RNA, přečištění RNA 

 

Přístrojové vybavení, pomůcky a chemikálie: 

 

 NanoDrop (ThermoScientific, Wilmington (NC), USA) 

 Pipeta, špičky, laboratorní ubrousky 

 

Místo výkonu práce: laboratoř pre- PCR 

 



44 

 

 
C. REVERZNÍ TRANSKRIPCE (příprava cDNA) 

 

Přístrojové vybavení, pomůcky a chemikálie: 

 

 BiometraT Advanced Thermal Cycler 

 My Fuge Mini
TM 

centrifuge 

 Pipety, špičky, 200 µl zkumavky 

 High Capacity RNA-to-cDNA
TM 

Kit (AppliedBiosystems
TM

) 

 RNA 

 RNase free voda 

 

Místo výkonu práce: laboratoř pre- PCR  

 
D. KVANTITATIVNÍ PCR v REÁLNÉM ČASE (Real-time PCR) 

 

Přístrojové vybavení, pomůcky a chemikálie: 

 

 Pipety, špičky, 200µl zkumavky, 1,5ml zkumavky, laboratorní ubrousky 

 96 jamková PCR destička 

 Centrifuga Benchmark My fuge Mini (BenchmarkScientific (NJ), USA) 

 TaqMan
®
 Fast Advanced Master Mix (ThermoFisherScientific, USA) 

 Free RNA voda 

 Analyzátor Cobas z 480 (RocheDiagnostics, USA) 

 Real-time PCR sondy 

 Folie LightCycler
®
 480  

 

Místo výkonu práce: laboratoř PCR 

 

 
E. STATISTICKÁ ANALÝZA 
 

Statistická analýza získaných dat (analýza genové exprese, apod.) je provedena 

pomocí statistického softwaru GenEx vs. 5 (MultiD, Švédsko), který obsahuje speciální 

analytickou platformu pro hodnocení qPCR výsledků přímo z qPCR  - analyzátorů. Pro 

srovnávání dopadu přítomnosti CTC v jednotlivých skupinách pacientů bude hodnocen 

DFS, (definován jako doba po léčbě, kterou pacient přežije bez příznaků onemocnění), 

TTP (definován jako doba mezi plánovanou terapií a progresí, definovanou podle 

RECIST kritérií). V korelaci s CTC-přítomnosti a předpověděnou chemosenzitivitou 

může být použita Kaplan-Meierova produkt limitující metoda, rozdílné prognostické 

skupiny budou porovnávány použitím Log -rank testu. Statisticky signifikantní 

hodnotou je p< 0.05 
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4  Výsledky 
 

4.1 Epidemiologická studie  
 

Z analýzy demografických dat je patrné, že rozložení jednotlivých stádii 

detekovaných nádorů je u mužů i žen velmi shodné. Výskyt časných a pozdních stádií 

nebyl závislý na pohlaví, BMI ani užívání antihypertenzivní medikace. Častěji však 

pozorujeme záchyt nižších stádií onemocnění. 

Z Tab. 11 vyplývá, že nejčastěji byl proveden záchyt karcinomu pomocí UZ a 

CT. Signifikantním nálezem pak bylo, že náhodný záchyt dominoval v časném stádiu a 

naopak symptomatický v pozdním stádiu. Výskyt jednotlivých karcinomů nebyl na 

časném a pozdním stádiu závislý; dominoval světlobuněčný z 80 % a z 10 % papilární, 

ostatních 10 % byly nádory chromofóbní,  onkocytomy, sarkomy a jiné. 

 

Tab. 11 Typ vyšetřovací metody a význam detekce časného a pozdního stádia onemocnění,  

typ histopatologického nálezu karcinomu a jeho závislost na pokročilosti stádia 

onemocnění.  

 

Stádium I+II (N=285) III+IV (N=152) Celkem (N=471) 

Charakteristiky % (95% CI) % (95% CI) % (95% CI) 

Metoda 

UZ 52,6 (46,7-58,5) 48 (39,9-56,3) 50,7 (46,1-55,3) 

CT 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) 

Neznámo 6,7 (4,1-10,2) 7,9 (4,1-13,4) 6,6 (4,5-9,2) 

Důvod 

Náhodný nález 83,5 (78,7-87,6)* 52,6 (44,4-60,8)* 73,7 (69,4-77,6) 

Symptomatické 

onemocnění 

7,4 (4,6-11)* 35,5 (27,9-43,7)* 16,3 (13,1-20) 

Neznámo 9,1 (6,0-13,1) 11,8 (7,2-18,1) 10 (7,4-13) 

Karcinom 

Světlobuněčný RCC 81,4 (76,4-85,7) 88,2 (81,9-92,8) 78,3 (74,3-82) 

Papilární RCC 11,9 (8,4-16,3) 6,6 (3,2-11,8) 9,6 (7,1-12,6) 

Onkocytom 0 (0,0-1,3) 0 (0,0-2,4) 5,9 (4,0-8,5) 

Chromofobní 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) 

Ostatní 2,5 (1,0-5) 0.7 (0.0-3.6) 1,9 (0,9-3,6) 

*) P<0,0001 (statistická významnost mezi stádii) 

 

Z výsledků statistické analýzy a dat v tabulce č. 12 vyplývá, že incidentální 

karcinomy zachycené vyšetřením pomocí UZ, tj. zachycené incidentálně, jsou četnější 
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ve stádiu I (OR=1,57 (1,20-2,05), p = 0,001) a dále v podskupině pacientů ve stádiu I+II 

(OR=1,56 (1,20-2,02) p = 0,001). Diference ve stádiu IIII+IV nebyla statisticky 

významná. 

Při celkovém hodnocení všech pacientů bez ohledu na stádium onemocnění je 

též patrno, že incidentální karcinomy zachycené pomocí UZ bývají četnější než ostatní 

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

 

Tab. 12 Zobrazení záchytu nádorů ledvin na podkladě ultrazvuku, incidentální 

 a symptomatické charakteristice onemocnění. 

 

Stadium Nález 
Ultrazvuk 

OR (95% Cl) p 
n/N % (95%Cl) 

Celkem 

Celkem 239/471 50,7 (46,1-55,3) 1,03 (0,86-1,23) NS 

Incidentální 205/347 59,1 (53,7-64,3) 1,44 (1,17-1,79) 0,001 

Symptomatický 32/77 41,6 (30,4-53,4) 0,71 (0,45-1,12) NS 

I+II 

Celkem 150/285 52,6 (46,7-58,5) 1,11 (0,88-1,40) NS 

Incidentální 145/238 60,9 (54,4-67,2) 1,56 (1,20-2,02) 0,001 

Symptomatický 4/21 19,0 (5,4-41,9) 0,24 (0,08-0,70) 0,009 

III+IV 

Celkem 73/152 48,0 (39,9-56,3) 0,92 (0,67-1,27) NS 

Incidentální 45/80 56,3 (44,7-67,3) 1,29 (0,83-2,00) NS 

Symptomatický 27/54 50,0 (36,1-63,9) 1,00 (0,59-1,70) NS 

 

 

4.2 Výsledky CTC 

4.2.1 Prevalence CTC buněk 
 

CTC byly detekovány nezávisle na pořadí odběru až u 86,7 % testovaných 

vzorků krve (N=495) u pacientů podstupujících chirurgický zákrok (Obr. 13). CTC byly 

detekovány u pacientů s nádory ledvin různých histologických typů. Průměrný počet 

CTC je mírně vyšší u světlobuněčného renálního karcinomu (ccRCC) několik měsíců 

po operaci, ve srovnání s papilárními RCC (Obr. 14). 

Celkem 270 vzorků bylo testováno jako pozitivních u ccRCC, 36 vzorků bylo 

testováno jako pozitivních u papilárních RCC a 30 vzorků u jiných typů RCC. 
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Obr. 13 CTC detekované u pacientů s RCC po dobu jednoho roku ve 4 krevních vzorcích.  
(Celkem bylo vyhodnoceno 495 vzorků (v duplikátech), s průměrnou mírou pozitivity CTC 86,6%.) 

 

 

 

 
Obr. 14 Počet CTC buněk (průměr na 1 ml krve) detekovaný u pacientů s RCC po dobu 

jednoho roku ve 4 krevních vzorcích, které ukazují rozdíly v zastoupení CTC mezi 

světlobuněčným RCC a ostatními typy RCC. 

 

 

 

4.2.2 Cytomorfologické parametry CTC 
 

Cytomorfologická analýza CTC se skládala ze dvou mikroskopických hodnocení 

ve dvou různých časových bodech (den 3 a 5 po obohacení a kultivaci in vitro), které 

poskytli 2 nezávislí hodnotitelé. 

Průměrná velikost CTC pro skupiny světlobuněčných RK je 24 ± 6,3, průměrná 

velikost CTC pro skupinu rakoviny papilárního RK je 22 ± 3,4 a pro ostatní typy je 27 ± 

3,7 mm. 

Průměrné číslo CTC se zdvojnásobilo mezi 3. a 5. dnem, což odpovídá 

očekávání rychlosti růstu buněk (1. mikroskopické vyhodnocení = 4,18 buněk, 2. 

mikroskopické hodnocení = 7,93 buněk). Je vyšší pravděpodobnost detekce CTC s 

rostoucí velikostí nádoru (Obr. 15.), zejména v případech světlobuněčného RK. 
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Velikost nádoru odpovídá přítomnosti metastáz a pozitivitě lymfatických uzlin a CTC - 

aktivitě. 

 

Obr. 15 Vztah mezi velikostí nádoru a pozitivitou vyšetření CTC buněk.  
(Největší průměr nádorů a nejvyšší hodnoty CTC byly zjištěny u světlobuněčného RCC) 

  

 
 

4.2.3 Metabolická aktivita CTC  
 

Metabolismus CTC byl hodnocen barvením mitochondrií, které umožnilo 

detekovat aktivní mitochondrie (Mitotracker Red H2 ROS™) včetně zajímavé 

mitochondriální síť. Mitochondriální síť byla významně odlišná od mitochondriální sítě 

pozorované v buňkách s krevním původem (např. bazofily, monocyty, neutrofily). 

Krevní buňky a nádorové buňky mohou být snadno rozlišeny na základě přítomnosti 

velmi sofistikované mitochondriální sítě – hnízda (Obr. 16) Pro hodnocení 

mitochondriální sítě byl použitý automatizovaný postup vyhodnocování pomocí 

software Image J (National Institute of Health). Paralelní exprese cytokeratinu a 

vimentinu byla odhalena imunohistochemií, což naznačuje pokračující přechod epitelu 

k mesenchmálnímu fenotypu. 

Obr. 16 Výrazně aktivní mitochondriální síť v buňkách primárního tumoru RCC 
(Kultivováno in vitro, barveno pomocí Mitotracker Red  H2-ROS ™) 
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4.2.4 Analýza genové exprese CTC 
 

Analýza genové exprese odhalila zvýšenou expresi genů v obohacených CTC 

pro geny KRT18 (keratin 18), VIM (vimentin) ve srovnání s frakcí bílých krvinek (Obr. 

15). Dále se ukázalo, že charakter CTC se během sledovacího období mění (Obr. 15). Z 

terapeutického hlediska byly nejzajímavější změny pozorovány u pacientů 

exprimujících zvýšený VEGF (vaskulární endoteliální růstový faktor) a / nebo PD-L1 

(Programmed death ligand 1, CD274) na CTC. VEGF a PD-L1 jsou znázorněny na 

následných obrázcích (obr. 17 -19). 

 

Obr. 17 CTC – sledování v průběhu jednoho roku u 2 pacientů (žena 43 let, muž 72 let). 
(Prokazujeme změny během 4 odběrů nejen v počtu CTC (grafové linie) a cytomorfologii (foto, 

měřítko = 8 µm), ale také v genové expresi (viz zvýšené geny v CTC uvedeny pod grafem). Některé z 

genů se zvýšenou expresí by mohly být použity jako markery pro označení specifických terapeutických 

cílů (např. VEGF, PD-L1). Exprese PD-L1 a VEGF je zobrazena červeně.)  

 

 

 
Obr. 18 Relativní množství RNA zobrazené v klastrech po analýze genové exprese pomocí  

softwaru GenEx vs. 6  (MultiD, Švédsko).  
(Je zobrazen jasný rozdíl mezi CTC exprimujícími PD-L1;viz shluk šipek vlevo) 
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Obr. 19 Analýza genové exprese CTC ukazující rozdíly mezi CTC PDL1 + (hnědá) a CTC 

 PDL1- (fialová).  

(Šipky označují geny exprimované odlišně mezi testovanými skupinami.) 
 

 

5  Diskuze 
 

V sledovaném souboru incidentálních pacientů jsme nejčastěji pozorovali záchyt 

nádorů ledvin u pacientů příchozích s mikčními potížemi s prostatou nebo indikovaných 

k preventivnímu vyšetření prostaty (až 22 % náhodných pacientů). Signifikantním 

nálezem bylo, že náhodný záchyt dominoval v časném stádiu karcinomu ledviny. 

Výskyt časných a pozdních stádií nebyl závislý na pohlaví, BMI ani na užívání 

antihypertenzní medikace. Náhodně zjištěné nádory ledvin v I. stádiu jsou zpravidla 

zjištěny pomocí ultrazvuku.  

Dle našich výsledků a také ve shodě se zahraničními studiemi (Palsdottir, a 

další, 2012), bylo prokázáno, že bez ohledu na stádium onemocnění je zřejmé, že 

incidentální karcinomy ledviny zachycené pomocí UZ bývají četnější než ostatní typy 

solidních tumorů a proto by se tato metoda mohla osvědčit jako vhodná diagnostická 

metoda pro skríning renálních karcinomů. CT je pak spíše uplatňována jako metoda 

detekce u symptomatických případů (cca.30 %) pro zpřesnění stagingu onemocnění. 

Na téma včasné diagnostiky a skríningu RCC bylo v posledních desetiletích 

publikováno relativně málo studií. I přesto, že RCC splňuje mnoho Wilsonových a 

Jungnerových kritérií pro vhodnost skríningu, stále zde existuje řada otázek, které 

vyžadují další výzkum. 
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V korelaci s našimi daty německá metaanalýza založená na 25 studiích 

prokázala, že náhodně zjištěné RCC korelují s nižšími T-stadii a též, že jsou tyto nádory 

prokázány v nižším věku. V našem výzkumu se věk dle jednotlivých stádií významně 

nelišil, ale je patrný rozdíl průměrného věku ve stádiu I 63,4 (62,0-64,7) a ve stádiu III 

65,3 (63,6-67,1). Z tohoto výsledku odhadujeme, že progrese karcinomu ledviny do 

pokročilejšího a klinicky manifestovaného onemocnění trvá minimálně 1,5- 2 roky.  

Podobná retrospektivní studie provedena na Islandu od roku 1971 do roku 2005 

zahrnovala pacienty s diagnostikovaným karcinomem ledvin, kde incidentálně 

diagnostikované karcinomy ledvin byly porovnány se symptomatickými nádory 

(Palsdottir, 2012). 

Dle současných epidemiologických dat a ve shodě s našimi výsledky se při 

zvýšené incidenci a nezměněné mortalitě přežití pacientů zlepšilo. Přežití příznivě 

ovlivňuje náhodná detekce tumorů tím, že identifikuje častěji iniciální stadia. Navíc tato 

stadia u incidentálních nádorů mají lepší prognózu, než tatáž stadia u pacientů 

symptomatických (Palsdottir, a další, 2012). 

V roce 1998 bylo ve Spojených státech amerických diagnostikováno 29 900 

nových onemocnění karcinomem ledviny, 17 600 u mužů a 12 300 u žen, což 

prezentovalo asi 3 % všech nádoru. Úmrtí na metastatické onemocnění RCC bylo udáno 

u více než 11 000 pacientů a tento nepříznivý výsledek odráží významně horší prognózu 

než u ostatních urologických malignit. Ačkoliv současná data udávají pětileté nádor 

specifické přežívání kolem 60 %, což představuje významné zlepšení od 70. let, 

karcinom ledviny zůstává velmi smrtelným onemocněním a detekce nádoru ve vyšších 

stádiích onemocnění je velmi riziková stran prognózy (Chow, 1999).  

Starke a kol., (2016) tuto teorii podpořili a vytvořili potencionální 

asymptomatickou rizikovou skupinu jedinců vhodných pro skríning - ≥ 50 let, expozice 

tabáku (více jak 10 cigaret denně) a expozice karcinogenům z povolání (≥ 15 let). Po 

6,5letém sledování byl u 10 pacientů diagnostikován RCC, přičemž prevalence byla 1,1 

%, což je téměř desetkrát vyšší než u neselektovaných skupin v obecné populaci 

Problémem se zavedením plošného skríningu u nádorů ledvin je relativně nízká 

incidence onemocnění v populaci, která dle výzkumu Mezinárodní agentury pro 

výzkum nádorových onemocnění (IARC) z roku 2018 činila zhruba 2,5 % z celkového 

počtu nově vzniklých nádorových onemocnění po celém světě (International Agency for 

Research on Cancer, 2020). Skríningové vyšetření by mělo mít 100% specificitu, aby se 

zabránilo vysoké falešné pozitivitě a tím zbytečnému, drahému vyšetřování s možným 
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poškozením pacientů způsobeného vyšetřovacími nebo léčebnými výkony, které zachytí 

malé množství nádorů.  

I když plošný skríning je dosti finančně nákladný, prognóza nádoru závisí na 

čase primozáchytu. Ultrazvuk se jeví jako potencionálně nejlepší možná metoda 

skríningu pro RCC. Jedná se totiž o plošně užívanou, levnou, neinvazivní techniku 

identifikace renálních lézí bez expozice ionizačního záření. UZ má menší sensitivitu a 

specificitu ve srovnání s CT v rámci diagnostiky RCC, ale zůstává metodou první volby 

zejména z důvodu dostupnosti i na pracovištích nižšího typu. Záchyt nádoru ledvin je 

závislý na jeho velikosti. UZ má rozlišovací schopnost zjistit nádor vel. >3cm v 85-100 

%, zatímco u velikosti ložiska 2-3 cm je toto číslo 67-82 % (Schmidt, a další, 2003). 

Obecným doporučením je u pacientů indikovaných k vyšetření UZ břicha doplnit toto 

vyšetření o UZ ledvin, zejména pokud se jedná o pacienty starší > 45 let (Reu & 

Rettenmaier, 1994). Ve Velké Británii a Švédsku jsou již programy skríningu pomocí 

UZ zavedeny pro detekci aneurysmatu břišní aorty u mužů starších 65 let. Díky 

obdobné symptomatologii a v souvislosti se stejnými rizikovými faktory pro obě 

onemocnění by mohl být případně vytvořen i společný skríning těchto dvou chorob 

(Wanhainen, a další, 2016).   

Tsui a kol. (2000) hodnotili prognostický význam náhodně objevených nádorů u 

populace s vyšším věkem (průměr 62,6 let, převážně u mužů). I zde při náhodném 

zjištění byly nádory nižších stádií spojeny s lepšími léčebnými výsledky. Data 

Rodrigueze-Rubia a kol. (1996) potvrzují jasné spojení mezi náhodným zjištěním, 

lokalizovaného onemocnění a lepším přežíváním. K podobnému zjištění došli i Mihara 

a kol. (1999), kteří provedli skríning u 219640 asymptomatických Japonců z populace 

ve věku 29-70 let v průběhu období 13 let. RCC byl detekován u 192 pacientů: 37,8 % 

nádorů bylo velikosti <25mm a jen 19,2 % velikosti >5 cm. RK u těchto pacientů se 

vyznačovaly výbornými výsledky stran přežití. Kumulativní pětileté přežití bylo 97,4% 

a desetileté 94,6%. Thompson a Peek (1988) referují, že 87 % incidentálně objevených 

nádorů ledvin bylo lokalizovaných ve srovnání se 42 % symptomatickými. Ve shodě s 

výše zmíněnou studií Konnacka a Grossmanna (1985) zjistili, že 86 % incidentálně 

zjištěných nádorů byly detekovány v I a II stadiu na rozdíl od 46  % symptomatických 

nádorů. V obou sestavách bylo pětileté přežívání statisticky signifikantně lepší u 

pacientů s incidentálně zjištěnými nádory. Výsledky metaanalýzy z poslední doby, 

shrnující data z 11 studií zaměřených na prevalencí RCC zjištěného skríningovým UZ, 
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naznačují, že vyšetření celkové populace pomocí UZ zjistí 1-2 případy RCC na 1000 

asymptomatických pacientů (Rossi, a další, 2017). 

Každoroční vyšetření UZ břicha je indikované u pacientů s Von-Hippel Lindau 

chorobou, jelikož RCC se u těchto pacientů projeví cca v 70 % (Ljungberg, a další, 

2019). 

Další ohroženou skupinou pacientů jsou jedinci s ESRD (end stage renal 

disease), u kterých se riziko RCC oproti zdravé populaci zvyšuje 5-35x (Wong, 

Howard, Webster, Chapman, & Craig, 2011). Onemocnění vzniká v důsledku 

polycystózy ledvin a riziko se odvíjí v závislosti na délce hemodialýzy. Nejsou zatím 

důkazy podporující skríning u této skupiny pacientů vzhledem k obecně krátké životní 

vyhlídce těchto pacientů (Singanamala & Brewster, 2011). Kidney Health Australia 

guideline doporučuje UZ-skríning pouze u těch pacientů po transplantaci ledviny, u 

kterých je zvýšené riziko vzniku RCC; RCC v anamnéze nebo v rodině, analgetická 

nefropatie (Chadban, 2012). 

V poslední době jsme svědky hlubšího porozumění onkogeneze nádorů ledvin 

na molekulární úrovni a pokroku ve výzkumu nových molekul na léčbu pokročilých 

stádií karcinomu ledviny, ale efekt léčby zatím nevede k vyléčení těchto pacientů. 

Z toho vyplývá, že karcinom ledvin je léčitelný pouze v případě lokalizovaného nálezu, 

který umožňuje jeho kompletní odstranění. Tento fakt je hlavním argumentem pro 

zavedení skríningu nádorů ledvin, který by byl schopen diagnostikovat časná stádia 

onemocnění.  

Do hodnocení pacientů s nádory ledvin se nedostala skupina nádorů ledvin, která 

byla referována na naše pracoviště pro generalizaci a bylo provedeno proto jen 

bioptické vyšetření ledviny s nádorem k ověření histologického typu nádoru a k určení 

další onkologické léčby (n = 11), pacienti s malým nádorem ledviny, kteří nebyli 

vzhledem k polymorbiditě indikováni k operačnímu řešení a nebylo proto provedena ani 

histologická verifikace popsaného nádoru (n = 3) a poslední skupinou byli pacienti, 

kteří podstoupili radiofrekvenční ablaci (RFA) po předchozím histologickém ověření 

pomocí ultrazvukem navigované biopsie (n = 2). 

Jistou limitací studie může být fakt, že všichni pacienti byli léčeni v jednom 

uroonkologickém centru. Diagnostika pak byla provedena přímo v FNKV nebo byli 

pacienti odesláni spolupracujícími urology v regionu. Abychom však mohli mít celkový 

obraz o pacientech vyšetřených v rámci ČR, bylo by vhodné do dalších výzkumů 

zapojit i jiná centra a také nové diagnostické biomarkery, které tak postrádáme.  
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Jednou ze slibně se vyvíjejících skupin biomarkerů je tekutá biopsie, která 

zahrnuje vyšetření tělních tekutin, zejména periferní krve. V rámci periferní krve se 

vyšetřují jak cirkulující buněčné elementy nehematologického původu, tak cirkulující 

DNA s důrazem na nádorovou DNA. 

Pouze málo studií publikovalo analýzu CTC u pacientů s RCC (Broncy & 

Paterlini-Bréchot, Circulating Tumor Cells for the Management of Renal Cell 

Carcinoma, 2018b). Detekce CTC obecně vyžaduje specifické techniky schopné 

překonat problémy spojené s identifikací a izolací nádorových buněk z krve. Ve 

skutečnosti neexistuje žádný specifický marker, který umožňuje jedinečně odlišit CTC 

od jiných krevních buněk, protože nádory s různými histologickými a molekulárními 

znaky exprimují různé vzorce markerů, a dokonce i jediný histologický typ nádoru 

může představovat heterogenní markery. Navíc, vzhledem k značně malému počtu 

CTC, které mohou být přítomny v periferní krvi ve srovnání s jinými krevními 

cirkulujícími buňkami, jsou pro zvýšení citlivosti na přijatelnou úroveň nezbytné 

techniky obohacování. Věříme, že pozorování buněk obohacených o velikost v 

životaschopném stádiu může pomoci rozlišit rakovinný charakter zachycených buněk ve 

srovnání se standardními cytomorfologickými parametry a navíc mitochondriální sítí 

tumorigenních vs. benigních buněk. 

Intra-tumorální heterogenita je výrazným rysem RCC, jak dokládá několik 

skupin využívajících multiregionální sekvenování RCC nádorových a metastatických 

tkání ve srovnání se sekvenováním sousedící nenádorové ledvinové tkáně (Gerstung, 

2012; Gerlinger, 2012). Rakovinové buňky pacientů s RCC jsou náchylné k 

mezenchymálnímu epiteliálnímu přechodu (EMT) (De Bono, 2008; Mandriota, 2002; 

Harten, 2009) a často postrádají epitelové antigeny, které mohou narušit jejich 

zachycení z krve a analýzy, pokud se použijí metody odběru / detekce závislé na 

epiteliálních markerech. 

Například systém CellSearch, platforma schválená FDA, vykazoval velmi 

nízkou míru detekce u pacientů s lokalizovaným a metastatickým RCC  (Mandriota, a 

další, 2002). Exprese EMT rakovinnými buňkami RCC vedoucí k nedostatku 

adhezivních molekul epitelu by mohla částečně vysvětlit selhání této metody. 

Ve studii Farace et al. (2001) byly u pacientů s rakovinou plic zjištěny 

významné nesrovnalosti mezi počtem CTC stanoveným pomocí CellSearch
®
 a další 

filtrační metodou (systémy ISET). Podle CellSearch bylo negativních 30 % pacientů, 

zatímco pomocí ISET bylo negativních pouze 5 %. Shodné výsledky se týkají pouze 47 
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% pacientů. Podobné výsledky byly popsány u studovaných pacientů s RCC: CTC byly 

u 13 z 36 pacientů (36,1 %) užívajících ISET a pouze u 7 z 36 pacientů (19,4 %) 

využívajících platformu CellSearch
®
 (Bai, a další, 2018). Obecně byla v řadě studií 

dokumentována lepší detekce CTC u pacientů pomocí filtračních metod než u 

CellSearch  (Bankó, a další, 2019). Filtrační systémy mohou být mnohem účinnější při 

identifikaci CTC, jelikož CellSearch
®

 nemůže detekovat ztrátu epiteliálních markerů, 

která je spojena s nádorovými buňkami podstupujícími EMT proces. 

Naše data z imunohistochemické analýzy ukázala, že CTC pacientů s RCC 

mohou exprimovat cytokeratiny i vimentin. Dualita strukturálních vláken potvrzuje 

dynamiku změn zjištěných v nádorových hmotách. 

Úspěšná aplikace zachycení CTC na základě EpCAM pozitivity byla dosud v 

metastatickém RCC velmi omezená. Vysoká plasticita a heterogenita CTC 

morfologických výzev jsou v současné době k dispozici obohacovací a detekční 

techniky s EpCAM jako obvyklým povrchovým markerem, který je v metastatickém 

RCC nedostatečně zastoupen. Metoda separace založená na velikosti, kterou jsme 

představili v kombinaci s vitálním barvením mitochondrií, umožňuje charakterizovat 

ne-hematopoetické buňky v periferním krevním řečišti s proměnlivými 

charakteristikami a definovat podskupiny CTC, které by mohly být zřetelně spojeny s 

metastatickým potenciálem. 

Obecně platí, že časná stadia RCC nejsou spojena s klinickými projevy, a proto 

včasné zjištění nemoci zůstává významnou výzvou. 

Vzhledem k tomu, že RCC je později považováno za onemocnění odolné vůči 

chemickým látkám, je třeba vzít v úvahu, že v posledních několika letech bylo vyvinuto 

několik inovativních léčebných režimů pro zvládání metastatického RCC. Na poli RCC 

vedlo zvýšené porozumění genetice a molekulární biologii k úspěšnému použití látek 

zaměřených na dráhy VEGF a mTOR (Motzer, 2015b). Ale i když jsou k dispozici 

různé léčebné strategie, do klinické praxe nebyly zahrnuty žádné prediktivní ukazatele 

odezvy, takže volba mezi těmito různými léky se obvykle provádí na základě klinického 

výsledku, preferencí pacienta a profilu toxicity každého činidla. Výsledná množina 

dostupných léčebných možností je významně omezena dostupnými parametry pro 

personalizovanou implementaci těchto agens. Věříme proto, že testování profilů CTC 

analýzou genové exprese cílených agentů může změnit a zlepšit výsledky terapie RCC. 

Imunoterapie pomocí inhibice kontrolního bodu zaměřující se na 

programovanou dráhu 1 receptoru buněčné smrti (PD-1) se stala běžnou léčbou u 
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různých typů nádorů. Nivolumab byl první terapií typu PD-1 ve své třídě a byl schválen 

pro léčbu RCC na základě výsledků studie fáze III srovnávající nivolumab s 

everolimusem (Motzer, a další, 2015b). Nadměrná exprese PD-L1 byla identifikována 

jako cesta, kterou metastatické nádorové buňky používají k vyhýbání se detekci 

imunitního systému. PD-L1 se váže na PD-1 na T-buňkách a potlačuje jejich aktivitu. 

Imunoterapie založená na inhibici PD-1 nebo PD-L1 představuje průlom v léčbě 

pokročilých rakovin. Dnes jsou pacienti se solidním nádorem vyšetřováni na expresi 

PD-L1 na svých nádorových buňkách ve tkáňové biopsii. Hladiny exprese PD-L1 byly 

prokázány jako validní biomarker pro stratifikaci pacientů, kteří budou lépe reagovat na 

imunoterapii. 

Využití punkčních biopsií pro tuto stratifikaci pacienta má svá omezení. 

Konkrétně, nádorové biopsie jsou mnohdy riskantní, drahé a tak nemohou být 

provedeny sériově, aby bylo možné sledovat stav nádoru v průběhu léčby. Tekutá 

biopsie může možná ilustrovat kontrolu onemocnění, protože je minimálně invazivní a 

lze ji snadno opakovat. Nízká specificita je bohužel největší nevýhodou prezentované 

separační metody založené na velikosti. Výhodou je vysoká citlivost a izolace 

životaschopných buněk s následnou kultivací. Izolace celých buněk poskytuje další 

možnost molekulární charakterizace a specifikaci buněk. 

Měření exprese PD-L1 na CTC jednoduchým odběrem krve představuje 

nízkorizikový přístup k počáteční stratifikaci pacienta s minimálními náklady a dává 

nám příležitost sledovat expresi PD-L1 nádorových buněk pacienta v průběhu 

onemocnění. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

 

6  Závěr  
 

Vzhledem k četnosti záchytu nádorů ledvin při ultrazvukovém vyšetření 

z různých důvodů při jejich asymptomatickém průběhu se domníváme, že zařazení 

ultrazvuku ledvin, resp. ultrazvuku břicha do skríningových programů má možnost 

snížit výskyt karcinomu ledvin pozdních stádií, snížit úmrtnost a zároveň zvýšit 

průměrné přežívání. 

Významné je zejména urologické vyšetření, které by v rámci preventivních 

kontrol a skríningu karcinomu prostaty mělo obsahovat též ultrazvukové vyšetření 

ledvin a to především ve skupinách pacientů s vyšším BMI, s antihypertenzní terapii, 

abúzem cigaret a pacientů v dialyzačním programu. Význam vyšetření roste zvláště 

tam, kde se kombinuje vícero zmíněných nepříznivých faktorů.   

Výzkum na poli CTC se aktuálně přesunul z pouhého počítání izolovaných CTC 

buněk k jejich molekulární charakterizaci, co by mělo umožnit monitoraci vývoje 

fenotypu nemoci v čase a poskytnout potenciální prediktivní markery odpovědi nebo 

rezistence na léčbu. 

Doposud u RCC nebyly dokončeny žádné studie biologických markerů 

detekovaných na CTC. Přesto existuje silný racionální důvod studovat expresi 

specifických, s léčbou spojených markerů např. tyrosin-kinázových receptorů 

zapojených do angiogeneze a invazivity nádoru, jako je například VEGF, VEGFR, 

HIF1A.  

Alternativně velký význam může mít testování CTC za účelem studia exprese 

PD-1 a jeho ligandu PD-L1, jakož i mnoha dalších markerů ovlivňujících reakci 

imunitního systému po podání nových imunoterapeutik v kombinaci s anti-angiogenní 

léčbou, zejména před paliací. 

Kombinace časného záchytu nádorů ledvin ve stádiu vyléčitelného onemocnění 

a využití možností vyšetření genových expresí a potenciálních  biomarkerů RCC může 

vést k cílenému působení na pokročilá stádia RCC a tím způsobem k efektivnímu 

vynaložení prostředků veřejného zdravotnictví. 
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7  Souhrn  
 

Renální karcinom (RCC) je třetí nejčastější urologická malignita, u které je 

zhruba u 30% v době diagnózy zjištěn metastatický proces. Vzhledem k rezistenci na 

ozáření a chemorezistenci je prognóza těchto pacientů špatná. Optimální léčbou je proto 

kompletní odstranění nádoru lokalizovaného onemocnění. 

Ke zlepšení prognózy pacientů v posledních dekádách došlo díky zvýšení počtu 

náhodně zjištěných nádorů ledvin a též zavedením nových typů léčby. Vzhledem 

k obecnému trendu nárůstu náhodně zjištěných nádorů ledvin, jsme byli inspirování 

k zhodnocení pacientů operovaných pro nádor ledvin s ohledem na typ záchytu 

onemocnění a metodu primárního vyšetření. 

K vyšetřování cirkulujících nádorových buněk (CTC- z angl. Circulating tumor 

cells) nás vedl fakt, že pro sledování pacientů po operacích nádorů ledvin nemáme 

žádný biomarker odpovídající léčbě, případně rekurenci onemocnění. Vyšetření CTC 

patří do skupiny testů tekuté biopsie a jednou z jeho hlavních výhod je relativně 

minimální invazivita (odběr krve), která skutečně umožňuje sledování nádorové 

dynamiky. Primární otázkou bylo, zda CTC buňky mohou hrát nějakou roli při 

sledování pacientů po operační léčbě a event. při nastavení imunoterapeutické a 

antiangiogenní léčby díky molekulární CTC- analýze na úrovni genové exprese. 

Do epidemiologické studie z období května 2011 do května 2016 bylo zařazeno 

471 pacientů, kteří byli operováni pro RCC. Sběr dat probíhal retrospektivně. Hodnocen 

byl důvod vyšetření dle klinických obtíží a typ prvotního vyšetření (UZ, CT, MRI). 

Mezi vyšetřovanými bylo 304 (64,5 %) mužů. Průměrný věk pacientů byl 64 let (95% 

CI: 63-65) let. Průměrná hodnota BMI byla 28.5 (95% CI: 28-29). 

V sledovaném souboru jsme pozorovali 347 (73,7 %) případů incidentálních, 77 

(16,3 %) symptomatických. U 47 pacientů (9.9 %) nebylo možno rozlišit typ záchytu.  

Rozložení jednotlivých stádií detekovaných nádorů je u mužů a žen stejné. 

Výskyt časných a pozdních stádií nebyl závislý na pohlaví, BMI ani na antihypertenzní 

terapii. Nižší stádium onemocnění bylo signifikantně více diagnostikováno pomocí UZ. 
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Histologicky dominoval světlobuněčný RCC (80 %) následován papilárním renálním 

RCC (10 %). Výskyt jednotlivých karcinomů nebyl závislý na časném a pozdním 

stádiu.  

V rámci testování CTC byla všem pacientům odebrána periferní krev (2x8 ml 

EDTA) v několika časových bodech (1. Před operací, 2. 4-10 dnů hod. po operaci, 3. 

cca  6 týdnů po operaci a 4. Za 6-12 měsíců po operaci). Celkem bylo odebráno 495 

CTC testů.). Pro obohacení CTC byl použit separační protokol založený na velikosti 

buněk (MetaCell
®
). Po jednoduché filtraci krve přes porézní membránu jsou zachycené 

buňky (větší než 8 µm) inkubovány in vitro po krátkou dobu (3-5 dnů). Po inkubaci jsou 

buňky barveny vitálními fluorescenčními barvivy (NucBlue™, Celltracker™). 

Přítomnost CTC se vyhodnocuje ve dvou krocích: nejprve buněčnou cytomorfologïí, za 

druhé molekulárním testováním (analýza qPCR). Analýza genové exprese následujících 

genů (ACTB, MUC1, KRT18, KRT19, VIM, CD24, CD44, CD68, CD45, PD-L1 ( 

CD274), VEFG, VEGFR (FLT1), HIF1A, WT) byla provedena ve frakci zachycených 

buněk a bylo provedeno srovnání s frakcí bílých krvinek pro každého pacienta v 

různých časech odběru vzorků.  

V naší studii jsme prokázali přítomnost CTC až u 86,7 % testovaných vzorků 

krve pacientů operovaných pro nádor ledviny. Pravděpodobnost detekce CTC se 

zvyšovala rostoucí velikostí nádoru zejména u světlobuněčného RCC. Analýza genové 

exprese odhalila zvýšenou expresi genů v obohacených CTC pro geny KRT18 a 

vimentin ve srovnání s frakcí bílých krvinek. Také se ukázalo, že charakter CTC se 

během sledovaného období mění. Z terapeutického hlediska byly nejvýznamnějšími 

zjištěnými změnami u pacientů, zvýšená VEGF (vaskulární endotelový růstový 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 µm) 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, 

MUC1, KRT18, KRT19, VIM, CD24, CD44, CD68, CD45, PD-L1 (CD274), VEFG, 

VEGFR (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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12  Seznam zkratek 
 

ACTB – aktín beta gen 

AQP-1 – Aquaporine 1 

BAP 1-  ubikvitín carboxyl terminální transferáza gen 

BHP – benigní hyperplazie prostaty 

CA – karbon anhydráza 

CK – cytokeratiny 

CRP – C reaktivní protein 

CTC – circulating tumor cells, cirkulující nádorové buňky 

DNA – deoxynukleová kyselina 

EDTA – kyselina ethylendiamintetraoctová 

ELISA – enzyme linked immunosorbent assay 

EMT – epiteliálně-mesenchymový přechod 

EpCAM - Epithelial Cell Adhesion Molecule 

ESRD – end stage renal disease 

FDA – Food ad drug administration – Úřad pro kontrolu potravin a léčiv USA 

GGT – gamma glutamyl transferáza 

HIF – hypoxia induced factor 

HR – hazard ratio 

HSP 27 – Heat Shock Protein 27 

ICI – Immune checkpoint inhibitors 

IL – interleukin 

IARC - Mezinárodní agentura pro výzkum nádorových onemocnění  

LOH – lost of heterosigozity 

KDM5C – lyzín demethyláza 5C 

KIM – kidney injury molecule 

mAb – monoclonal antibody 

MET – protoonkogen – tyrozin kináza 

MMP – matrix metalloproteináza 

MUC1 – onkoprotein mucín 1 

NGAL – neurofilní s gelatinozou asociovaný Lipocalin 

NGS – sekvenování nové generace 

NMP – nuclear matrix protein 

MTOR – mammalian target of Rapamycin 

ORR – overall response rate 

OS – overall survival  

PBRM1 – gen polybromo 1 

PFS – progression free survival  

PHD3 – prolyl hydroxyláza 3 

PIK3CA - phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase katalytická podjednotka  

Alpha 

PLIN2 – Perilipin 2 

PSA – prostatický specifický antigen 

PTEN – gen fosfatáza a tenzín homolog 

RCC – renální karcinom – renal cell carcinoma 

RNA – ribonukleová kyselina 

SETD2 – gen histon lyzín N-metyl transferáza 

SMARCB1 - aktín 

stDNA – satellite DNA 

TAM – tumor associated macrophage 

TERT – reverzní transkriptáza telomer 
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TK – thymidin kináza 

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 – Wilmsův tumor 

 


