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Souhrn  

       Renální karcinom (RCC z angl. Renal cell carcinoma) je třetí nejčastější 

urologická malignita, u které je zhruba ve 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. 

       K 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 cikulujícíh nádorových buněk (CTC z angl. Cirulating 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 zobrazovacího 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 záchyt 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 
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diagnostikováno pomocí UZ. Histologicky dominoval světlobuněčný RCC 

(80%) následován papilárním renálním RCC (10%).  

       V rámci testování CTC byla všem pacientům odberána periferní krev (2x8 

ml EDTA) v několika časových bodech (1. Před operací, 2. 4-10 dnů po operaci, 

3. cca. 6 týdnů po operaci, 4. 6-12 měsíců po operaci). Celkem bylo odebráno 

495 krevních vzorků pro CTC testování. Pro obohacení sporadických CTC 

buněk byl použitý separační protokol založený na velikosti buněk (MetaCell
®
). 

Po jednoduché filtraci krve přes porézní membránu jsou buňky větší než 8 µm 

kultivovány po dobu 3-5 dnů in vitro. Následně jsou buňky barveny vitálním 

fluorescenčními barvivy (NucBlue™, Celltracker™, Mitotracker™). Přítomnost 

CTC se hodnotí ve dvou krocích: 1. cytomorfologickou analýzou buněk a 2. 

molekulární analýzou (analýza genové exprese pomocí kvantitativní PCR). 

Genová exprese tumor – asociovaných genů (MUC1, KRT18, KRT19, VIM, 

CD24, CD44, CD68, CD45, PDL1 (CD274), VEGF, VEGFR (FLT1), HIF1A, 

WT1) byla porovnána ve frakcích CTC a bílých krvinek pro každého pacienta 

v různých časových typech odběrů 

       Přítomnost CTC byla prokázána u 86,7% testovaných vzorků krve pacientů 

operovaných pro nádor ledviny. Pravděpodobnost detekce CTC se zvyšovala s 

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) 

exrprese na CTC v závislosti na typu léčby.    



7 

 

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. 
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       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 

       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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Úvod  

Téma dizertační práce bylo vybrano na základě mého dlouholetého 

zájmu o problematiku nádorů ledvin jak z pohledu diagnostického, tak z pohledu 

chirurgického.  

K zhodnocení možností časné diagnostiky 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.  
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1  Stručný přehled řešené problematiky  

1.1 Obecná epidemiologická data 
 

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

Network of Cancer Registries, 2016) (s nejvýšší 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, 2018). V Evropě se celková mortalita zvyšovala až do 90. let  a 

poté se stabilizovala nebo se snižovala  (Levi, 2008). Mortalita se snížila od 80. 

tých let ve skandinávských zemích, od 90. let ve Francii, Německu, Rakousku, 

Holandsku a v Itálii. Nicméně v některých evropských zemích ( Chorvatsko, 

Estónsko, Řecko, Irsko, Slovensko) mortalita má stoupající trend  (King, 2014). 

       Predominance postižení mužů je 1.5:1 a vrchol incidence mezi 60 a 70 lety  

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

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, 2014), košťálová zelenina  (Liu, 2013), nefrolitiáza  

(Cheungpasitporn, 2015), a virová hepatitida  (Gonzalez, 2015), (Macleod, 

2013),  . Současná data nejsou zatím přesvědčivá  (Daniel, 2012) (Weikert, 

2008). Efektivní způsob profylaxe zahrnuje vynecháníkouření a redukce 

hmotnosti  (Tahbaz, 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, 

2016). Hlavní tři histologické typy RCC jsou světlobuněčný, papilární a 

chromofobní. Vedle klasifikace histologického typu ještě hodnotíme jaderní 

grade, lymfovaskulární invaze, sarkomatoidní rysy, nekrozy a invazi do 

perirenální tukové tkáně nebo vývodného systému ledviny.  

  



11 

 

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 stádii  (Ústav Zdravotnických Informací a 

Statistiky, 2020) . Mnoho nádorů ledvin je asymptomatických až do pozdních 

stádii. Více než 50% renálních karcinomů je zjištěno náhodně při vyšetřování 

zobrazovacími metodami provedenými pro nespecifické symptomy (Jayson, 

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).  

       Ultrazvukové vyšetřování k detekci nádorů ledvin chápeme jako sekundární 

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

plně léčitelném stadiu. 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). 
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1.3 Markery v léčbě karcinomu ledviny  

 

V druhé části své dizertační práce jsem se věnoval 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, 2017) Toto vyšetření 

splňuje charakter přístupu personalizovanéé léčby, která přizpůsobuje 

preventivní a terapeutické plány objektivním parametrům, které charakterizují 

biologickou individualitu jednotlivého pacienta a jeho onemocnění. Tento 

přístup přináší větší naději na dosažení lepších výsledků léčby. Zmíněný přístup 

je umožněn současnou mírou znalostí o etiopatogenezi nádorových onemocnění 

a technickou vyspělostí na úrovni diagnostických metod a léčebných prostředků. 

Tímto způsobem lze navíc dosáhnout lepších výsledků, větší spokojenost 

pacienta a zároveň účinné využití vynaložených prostředků na zdravotní péči.  

 

1.4  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.  

1.5 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, 2003).  

Pro nádory urogenitálního systému, nezřídka diagnostikované ve stadiu 

generalizace, je každý příspěvek ke včasnému zahájení terapie velice cenný. 

Proto bychom se chtěli pokusit o zařazení těchto vyšetření do diagnostického 

algoritmu nejen tam, kde jde o relativně známý výzkum (prostata), ale i v oblasti 
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dalších orgánů, zejména tam, kde neexistují spolehlivé biomarkery vypovídající 

o přítomnosti a rozsahu onemocnění. 

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. Molekulární 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, 

2014). 
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2 Cíl práce   
 

       Zhodnotit možnosti medicínsky efektivního skríningu záchytu tumorů 

ledvin, porovnáním využití 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 vytipovat 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 byl 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 bylo prováděno 

obohacování a kultivace, po kterém následovala cytomorfologická analýza 

pomocí fluorescenční mikroskopie ve třech krocích 

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 

- Hodnocena byla též metabolická aktivita pomocí aktivních mitochondrií  

2. Analýza genové exprese obohacených CTC 

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

ve frakci bílých krvinek pro jednotlivé pacienty 

 

Cílem  bylo 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 
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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  

 

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, 2018) , 

benigními nádory  (Tahbaz, 2018), metachronně zjištěnými nádory ledvin  

(Patard, 2002) a s uroteliálními karcinomy (Jayson, 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. 

 

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 
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v rámci sledování pro jiné maligní onemocnění. U čtyř pacientů byla 

zaznamenána triplicita. 

3.2 Materiál a metody ve studii CTC 

 

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

v článku Klezl 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, 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. 4-10 dnů po 

operaci, 3. ve 6týdnech sledování po operaci, 4. při sledování každých 6 měsíců . 

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). 

 

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.     

      Nejčastěji byl proveden záchyt RCC 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 % 
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papilární, ostatních 10 % byly nádory chromofóbní, onkocytomy, sarkomy a 

jiné. 

 

Tabulka 1: 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 Proporce % 

(95% CI) 

Proporce % 

(95% CI) 

Proporce % 

(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 … významnost mezi  stádii, RK – renální karcinom 
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       Z výsledků statistické analýzy a dat v tabulce č.5. vyplývá, že incidentální 

karcinomy zachycené vyšetřením pomocí UZ jsou četnější 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). Tento rozdíl však není statisticky signifikantní ve stádiu 

III a IV.  

       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). 

 

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. 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. Celkem 270 vzorků 

bylo testováno jako pozitivních u ccRC, 36 vzorků bylo testováno jako 

pozitivních u papilárních RCC a 30 vzorků u jiných typů RCC. 

 

4.2.2 Cytomorfologické parametry CTC 

 

       Cytomorfologická analýza CTC se skládala ze 2 mikroskopických 

hodnocení ve 2 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 um. 

Průměrný počet CTC se zdvojnásobil 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. 4.), zejména v případech světlobuněčného RK. 
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Velikost nádoru odpovídá přítomnosti metastáz a pozitivitě lymfatických uzlin a 

CTC - aktivitě. 

4.2.3 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. 15xx pod grafy a 

obr. 15). 

5 Diskuze   
 

V sledovaném souboru incidentálních pacientů jsme nejčastěji pozorovali 

záchyt nádorů ledvin u pacientů příchozích s potížemi prostaty (až 22% 

náhodních pacientů). Signifikatním 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 

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

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 

spřesnění stagingu onemocnění. 

       V korelaci s našimi daty německá metaanalýza 25 studií 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 



21 

 

progrese karcinomu ledviny do pokročilejšího a klinicky manifestovaného 

onemocnění trvá minimálně 2 roky.  

       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).  

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

na čase primozáchytu. UZ 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, 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, 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, 2016).   

 

       Meta-analýza z poslední doby shrnující data 11 studií zabývající se 

prevalencí RCC zjištěného skríningovým UZ odhaduje, že vyšetřením pomocí 

UZ celkové populace zjistí 1-2 případy RCC na 1000 asymptomatických 

pacientů (Rossi, 2017). 

 

       Každoroční vyšetření UZ břicha je indikované u pacientů Von-Hippel 

Lindau chorobou, jelikož RCC se u těchto pacientů projeví cca v 70%  

(Ljungberg, 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, 2011). Kidney Health Australia guideline doporučuje UZ skríning 
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pouze u těch pacientů po transplantaci ledviny, u kterých je zvýšení riziko 

vzniku RCC (RCC v anamnéze nebo v rodině, analgetická nefropatie  

(CHADBAN, 2012). 

 

       Jednou se slibne se vyvíjejících skupin biomarkerů solidních tumorů 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, 

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 na základě velikosti v životaschopném stádiu 

může pomoci rozlišit rakovinný charakter zachycených buněk ve srovnání se 

standardními cytomorfologickými parametry a navíc mitochondriální sítí 

tumorigenních vs. benigních buněk. 

 

       Rakovinové buňky pacientů s RCC jsou náchylné k mezenchymálnímu 

epiteliálnímu přechodu (EMT) (Mandriota, 2002) , (Harten, 2009), (De Bono, 

2008) 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, 2002).  

 

       Ve studii Farace et al. byly u pacientů s rakovinou plic zjištěny významné 

nesrovnalosti mezi počtem CTC stanoveným pomocí CellSearch
®
 a další 
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filtrační metodou (systémy ISET)  (Farace, 2011). Podle CellSearch bylo 

negativních 30% pacientů, zatímco pomocí ISET bylo negativních pouze 5%. 

Shodné výsledky se týkají pouze 47% 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, 2018). Obecně byla v řadě studií dokumentována lepší 

detekce CTC u pacientů pomocí filtračních metod než u CellSearch  (Bankó, 

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. 

 

       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. 

 

       I když jsou k dispozici různé léčebné strategie, do klinické praxe nebyly 

zahrnuty žádné prediktivní ukazatele odezvy léčby, 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 agentů. Věříme proto, že testování profilů 

CTC analýzou genové exprese cílených genů 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 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 
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nivolumab s everolimusem  (Motzer, 2015b). Nadměrná exprese PD-L1 byla 

identifikována jako cesta, kterou metastatické nádorové buňky používají k 

vyhýbání se detekci imunitního systému. Dnes jsou pacienti se solidním 

nádorem vyšetřováni na expresi PD-L1 v nádorových buňkách ve tkáňové 

biopsii. Hladiny exprese PD-L1 byly prokázány jako validný biomarker pro 

stratifikaci pacientů, kteří budou lépe reagovat na imunoterapii. 

 

       Využití biopsií pro tuto stratifikaci pacienta má svá omezení. Konkrétně, 

nádorové biopsie jsou riskantní, drahé a nemohou být provedeny sériově, aby 

porozuměly stavu 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. 
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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 a abůzem cigaret a pacientů v dialyzačním 

programu 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.  

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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8 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 
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SETD2 – gen histon lyzín N-metyl transferáza 

SMARCB1 - aktín 

stDNA – satellite DNA 

TAM – tumor associated macrophage 

TERT – reverzní transkriptáza telomer 

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 
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