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Souhrn

Renalni karcinom (RCC z angl. Renal cell carcinoma) je tfeti nejcastéjsi
urologickd malignita, u které je zhruba ve 30% v dob& diagndzy zjistén
metastaticky proces. Vzhledem k rezistenci na ozaifeni a chemorezistenci je
prognoza téchto pacientl Spatna. Optimalni [é¢bou je proto kompletni odstranéni

nadoru - lokalizovaného onemocnéni.

K zlepSeni prognézy pacientli v poslednich dekaddach doslo diky zvyseni
poctu ndhodné zjist€nych nddort ledvin a téz zavedenim novych typi 1éCby.
Vzhledem k obecnému trendu nardstu ndhodné zjisténych nadord ledvin, jsme
byli inspirovani k zhodnoceni pacientii operovanych pro nador ledvin s ohledem

na typ zachytu onemocnéni a metodu primarniho vysetfeni.

K vysettovani cikulujicih nddorovych bunék (CTC z angl. Cirulating tumor
cells) nas vedl fakt, ze pro sledovani pacienti po operacich nadorti ledvin
nemdme zadny biomarker odpovidajici 1é¢be, ptipadné rekurenci onemocnéni.
Vysetieni CTC patii do skupiny testi tekuté biopsie a jednou z jeho hlavnich
vyhod je relativné minimdlni invazivita (odbér krve), kterd skutetné¢ umoziuje
sledovani nadorové dynamiky. Primarni otazkou bylo, zda CTC buniky mohou
hrat néjakou roli pii sledovani pacientli po operacni 1écbé a event. pfi nastaveni
imunoterapeutické a antiangiogenni 1é€by diky molekuldrni CTC- analyze na

urovni genove exprese.

Do epidemiologické studie z obdobi kvétna 2011 do kvétna 2016 bylo
zatazeno 471 pacientd, ktefi byli operovani pro RCC. Sbér dat probihal
retrospektivné. Hodnocen byl diivod vySetfeni dle klinickych obtizi a typ
prvotniho zobrazovaciho vysetfeni (UZ, CT, MRI). Mezi vySetfovanymi bylo
304 (64.5%) muzt. Primérny veék pacienti byl 64 let (95% CI. 63-65) let.
Priimérnd hodnota BMI byla 28.5 (95% CI: 28-29). V sledovaném souboru jsme
pozorovali zachyt 347 (73,7%) ptipadi incidentdlnich, 77 (16,3%)
symptomatickych. U 47 pacientti (9.9%) nebylo mozno rozlisit typ zachytu.

RozlozZeni jednotlivych stadii detekovanych nadord je u muzi a Zen stejné.
Vyskyt Casnych a pozdnich stadii nebyl zéavisly na pohlavi, BMI ani na

antihypertenzni terapii. Niz§i stddium onemocnéni bylo signifikantné vice



diagnostikovano pomoci UZ. Histologicky dominoval svétlobunéény RCC

(80%) nasledovan papilarnim rendlnim RCC (10%).

V ramci testovani CTC byla vSem pacientiim odberdna periferni krev (2x8
ml EDTA) v n¢kolika ¢asovych bodech (1. Pfed operaci, 2. 4-10 dnti po operaci,
3. cca. 6 tydnli po operaci, 4. 6-12 mésicti po operaci). Celkem bylo odebrano
495 krevnich vzorkii pro CTC testovani. Pro obohaceni sporadickych CTC
bunék byl pouzity separatni protokol zaloZzeny na velikosti bungk (MetaCell®).
Po jednoduché filtraci krve ptes porézni membranu jsou buniky vétsi nez § um
kultivovany po dobu 3-5 dnt in vitro. Nésledné jsou builky barveny vitalnim
fluorescen¢nimi barvivy (NucBlue™, Celltracker™, Mitotracker™). Ptitomnost
CTC se hodnoti ve dvou krocich: 1. cytomorfologickou analyzou bunck a 2.
molekularni analyzou (analyza genové exprese pomoci kvantitativni PCR).
Genova exprese tumor — asociovanych genit (MUCI, KRT18, KRT19, VIM,
CD24, CD44, CD68, CD45, PDL1 (CD274), VEGF, VEGFR (FLT1), HIF1A,
WTTI) byla porovnana ve frakcich CTC a bilych krvinek pro kazdého pacienta

v ruznych casovych typech odbért

Ptitomnost CTC byla prokazéana u 86,7% testovanych vzorkl krve pacienti
operovanych pro nador ledviny. Pravdépodobnost detekce CTC se zvySovala s
rostouci velikosti nddoru zejména u svétlobunééného RCC. Analyza genové
exprese odhalila zvySenou expresi genli v obohacenych CTC pro geny KRT18 a
vimentin ve srovnani s frakei bilych krvinek. Takeé se ukazalo, ze charakter CTC
se béhem sledovaného obdobi méni. Z terapeutického hlediska byly
nejvyznamngj$imi zjisténymi zménami u pacientll, zvySena VEGF (vaskuldrni
endotelovy rtstovy faktor a/nebo PD-L1 (Programmed death ligand 1,CD274)

exrprese na CTC v zavislosti na typu 1éCby.



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

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 pm) 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 (qQPCR analysis).
Gene expression analysis of the following genes (ACTB, MUCI1, 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 KRTI8 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.



Uvod

Téma dizertatni prace bylo vybrano na zékladé¢ mého dlouholetého
zajmu o problematiku nadort ledvin jak z pohledu diagnostického, tak z pohledu
chirurgického.

K zhodnoceni moznosti ¢asné diagnostiky mé vedl hlavn¢ fakt, ze nadory
ledvin jsou chemo- a radiorezistentni a pouze Casna stadia onemocnéni maji na
nad¢ji na aplné vyléCeni pacienta. S tim souvisi skute¢nost, ze ¢asna diagnostika
nadorti ledvin aktudlné neni zahrnuta v preventivnich programech Ministerstva
zdravotnictvi CR.

V druhé ¢éasti mé prace je detailné zdokumentovéna problematika
cirkulujicich nadorovych bunék (CTC z angl. Circulating tumor cells) u nadort
ledvin. Zejména jejich mozné vyuziti pfi sledovani pacientl po operacich ledvin,
kdy Ize standardnim odbérem periferni krve a testem na piitomnost CTC odhalit
pocatecni stav rekurence nddorového onemocnéni. Zaroven je mozné do
budoucna pomoci analyzy genové exprese CTC Iépe cilit stale rozSifencjsi a pro

pacienty dostupnéjsi biologickou 1é¢bu.



1 Strucny piehled reSené problematiky

1.1 Obecna epidemiologicka data

Karcinom ledviny ptedstavuje 2-3% vsSech malignich nddorG (European
Network of Cancer Registries, 2016) (s nejvyssi incidenci v zapadnich zemich.
V poslednich dvou dekadach se incidence karcinomu ledviny zvysila asi o 2%,
celosvétove a i v Evropé. V zapadnich zemich se v posledni dekad¢ incidence
ustalila (Lindblad, 2016). V roce 2012 bylo v Evropské Unii zjisténo 84,400
novych ptipadi karcinomu ledviny a 34,700 umrti spojenych s karcinomem
ledviny (Ferlay, 2018). V Evrop¢ se celkova mortalita zvySovala az do 90. let a
poté se stabilizovala nebo se snizovala (Levi, 2008). Mortalita se snizila od 80.
tych let ve skandinavskych zemich, od 90. let ve Francii, Némecku, Rakousku,
Holandsku a v Italii. Nicméné v nékterych evropskych zemich ( Chorvatsko,

Estonsko, Recko, Irsko, Slovensko) mortalita ma stoupajici trend (King, 2014).

Predominance postizeni muzl je 1.5:1 a vrchol incidence mezi 60 a 70 lety
(Levi, 2008). Mezi etiologické faktory patii koufeni a obezita (Bergstrom,
2001) a hypertenze. Mnoho dalSich faktori je spojeno s niz§im nebo vysSSim
rizikem karcinomu ledviny. Tyto faktory zahrnuji specifické dietni navyky,
expozice kancerogenim pii vykonu povolani, acetaminophen a nesteroidni
antiflogistika (Choueiri, 2014), kostdlova zelenina (Liu, 2013), nefrolitidza
(Cheungpasitporn, 2015), a virovd hepatitida (Gonzalez, 2015), (Macleod,
2013), . Soucasna data nejsou zatim presvédc¢iva (Daniel, 2012) (Weikert,
2008). Efektivni zpisob profylaxe zahrnuje vynechanikoufeni a redukce

hmotnosti (Tahbaz, 2018).

Renalni karcinom je nejcastéjSim solidnim nddorem ledviny a ptedstavuje
asi 90% vsech nadort ledviny. Pojem rendlni karcinom v sob¢ zahrnuje fadu
histologickych podtypii a jsou popsané v klasifikaci WHO z roku 2016 (Moch,
2016). Hlavni tfi histologické typy RCC jsou svétlobunécny, papilarni a
chromofobni. Vedle klasifikace histologického typu jesté hodnotime jaderni
grade, lymfovaskuldrni invaze, sarkomatoidni rysy, nekrozy a invazi do

perirenalni tukové tkané nebo vyvodného systému ledviny.
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1.2 Epidemiologicka situace v CR

V Ceské Republice jsme svédky trvale nartstajici incidence karcinomu
ledviny, ale stabilni mirou mortality od druhé poloviny 90. let. Tento vyvoj
svédéi pro odhaleni &asnych stadii (Ustav Zdravotnickych Informaci a
Statistiky, 2020) . Mnoho nadora ledvin je asymptomatickych az do pozdnich
stadii. Vice nez 50% rendlnich karcinomt je zjiSténo nahodné pii vySetiovani
zobrazovacimi metodami provedenymi pro nespecifické symptomy (Jayson,
1998). Klesajici miru imrtnosti navzdory rostouci incidenci ovliviiuje zvySujici
se kvalita 1¢kaiské péCe a lepsi organizace protinadorové 1écby (napt. vznik
Komplexnich onkologickych center v roce 2005). DalSim faktorem je dostupnost
novych diagnostickych prosttedkti a casnéj$i diagnostika nadorovych
onemocnéni. ZvySend detekce nadorti ledvin ultrazvukem a pocitacovou
tomografii vede ke zvySeni incidentalné zjisténych nddort ledvin. Tyto nadory
jsou obvykle mensi a niz$ich stadii (Patard, 2002), (TSUI, 2000). Vyssi procento
ptipadt je diagnostikovano v prognosticky piiznivéjsich stadiich onemocnéni i v
souvislosti se skriningovymi programy (Ustav Zdravotnickych Informaci a

Statistiky, 2020).

Ultrazvukové vysetfovani k detekci nddori ledvin chapeme jako sekundérni
prevenci, tj. vySetfeni je zaméfeno na zachyceni zhoubnych nador v ¢asném,
plné lé¢itelném stadiu. V soudasné dobé je v CR realizovano preventivni
skriningové vySetfovani pro nadory prsu, délozniho ¢ipku a nddory tlustého
stfeva. Ministerstvo zdravotnictvi CR ve spolupraci se zdravotnimi pojistovnami
pfipravilo projekt ,,Systétm podpory prevence vybranych néadorovych
onemocnéni v CR — skriningové programy, ktery byl zahajen vroce 2014

(Screeningové programy MZCR, 2020).
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1.3 Markery v lécbé karcinomu ledviny

V druhé ¢asti své dizertacni prace jsem se vénoval vySetfeni cirkulujicich
nadorovych bun¢k (CTC z angl. Circulating tumor cells). Vzhledem k absenci
biomarkeru charakterizujicimu néadory ledvin bylo snahou vyuzit moznosti
vysetieni CTC u pacientl operovanych pro nador ledvin. Vysetteni CTC bunék
je soucasti skupiny vySetfeni tzv. tekuté biopsie (liquid biopsy). Tato metoda
byla ovéfena a C¢astecné metodicky schvalena FDA, jako uziteCny prognosticky
nastroj pro fadu onkologickych onemocnéni (Biel¢ikova, 2017) Toto vySetieni
spliiuje charakter pfistupu personalizovanéé 1écby, kterd ptizptusobuje
preventivni a terapeutické plany objektivnim parametriim, které charakterizuji
biologickou individualitu jednotlivého pacienta a jeho onemocnéni. Tento
ptistup piinasi vétsi nadé€ji na dosazeni lepSich vysledkl 1écby. Zminény piistup
je umoznén soucasnou mirou znalosti o etiopatogenezi nadorovych onemocnéni
a technickou vyspélosti na urovni diagnostickych metod a 1é¢ebnych prostredki.
Timto zplsobem Ize navic dosédhnout lepSich vysledkl, vétsi spokojenost

pacienta a zaroven U¢inné vyuziti vynaloZenych prostiedki na zdravotni péci.

1.4 Cirkulujici nadorové markery.

Cirkulujici nadorovd DNA (ctDNA) a cirkulujici nddorové buiiky (CTC)
pochézejici z nddorovych bunék, jsou detekovatelné v periferii, a proto poskytuji

ptileZitost neinvazivné hodnotit primarni a metastaticka tkang.

1.5 Analyza cirkulujicich nadorovych bunék (CTC)

Zda se, ze kterykoli aspekt diagnostiky, lécby a farmakokinetiky
onkologického onemocnéni mize byt zdsadnim zptusobem ovlivnén identifikaci
cirkulujicich ¢i diseminovanych nadorovych bunék (Lugo, 2003).

Pro nadory urogenitalniho systému, neziidka diagnostikované ve stadiu
generalizace, je kazdy pfispévek ke vcasnému zahdjeni terapie velice cenny.
Proto bychom se chtéli pokusit o zatazeni téchto vySetieni do diagnostického

algoritmu nejen tam, kde jde o relativné znamy vyzkum (prostata), ale i v oblasti
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dalSich organti, zejména tam, kde neexistuji spolehlivé biomarkery vypovidajici
o pfitomnosti a rozsahu onemocnéni.

CTC jsou maligni buiiky nachazejici se v periferni krvi, pochdzejici
z tumoru at’ uz primarniho ¢i sekundarniho loziska. Pribyva ditkkazi o tom, Ze
pritomnost CTC naznacuje pfitomnost metastatického onemocnéni a horsi
prognozu (Paterlini-Brechot, 2007), (Pantel, 2008). V soucasné dob¢ existuje
nékolik technik vyvinutych k izolaci a charakterizaci CTC. Pocty CTC koreluji s
klinickymi vysledky u nékolika druht malignit: prsu, prostaty, tlustého stfeva a
plic. Molekulérni analyza subpopulace CTC zduraziuje vyznam epitelidlné-
mezenchymalniho prechodu (EMT z angl. Epithelial mesenchymal transition),
procesu, ktery muize byt rozhodujici pro umoznéni nadorovym bunkam
napadnout a rist v mistech vzdalenych od pivodniho mista nadoru. Obdobné
mize mit vyznamny vliv i objeveni markert rezistence na 1é¢bu, které jsou
exprimovany na urovni CTC. Analyza genomu CTC by mohla pomoci nalézt
nové terapeutické cile v boji proti rezistenci na 1é¢bu. CTC by se mohli stat
cennym zdrojem biomarkerd, paklize neni k dispozici biopsie tkané. In vitro
kultury bunék pacienti ziskanych z CTC-populace mohou umoznit hodnoceni
terapeutickych strategii provadénych ex vivo a v redlném c¢as (Friedlander,

2014).
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2 Cil prace

Zhodnotit moznosti medicinsky efektivniho skriningu zéchytu tumort
ledvin, porovnanim vyuziti jednotlivych vySetfovacich metod pfi primarnim
zjisténi nadoru ledviny jako jsou ultrazvuk, pocitacova tomografie a magneticka
rezonance. Hodnocen byl soubor pacientl, ktetfi byli operovani na urologické
klinice FN Kréalovské Vinohrady v obdobi kvéten 2011 az kvéten 2016, u
kterého byl hodnocen divod pro primdrni vySetfeni, které nasledné¢ vedlo
k zjiSténi nadoru ledviny a proporciondlni zastoupeni jednotlivych stadii
onemocnéni podle typu zachytu (ndhodny nalez vs pii symptomech nadoru
ledviny). Soucasné bylo cilem vytipovat skupiny pacientli, které by maximalné

profitovaly ze zavedeného skriningu.

Dalsim cilem prace bylo zhodnotit soubor operovanych pacientti, u kterych
jsme provedli odbér periferni zilni krve na pfitomnost cirkulujicich nadorovych
bun¢k (CTC). Odbér periferni krve na ptitomnost CTC byl provadén ve 4
casovych bodech: 1. pfed operaci, 2. 4.-10. den po operaci, 3. cca 6 tydnl po
operaci a 4. 6-12 meésici po operaci. Po odbéru krve bylo provadéno
obohacovani a kultivace, po kterém nésledovala cytomorfologickd analyza

pomoci fluorescenéni mikroskopie ve tfech krocich

1. Cytomorfologickd analyza CTC (vitalni fluorescencni mikroskopie)

- Vyhodnoceni poctu CTC, pficemZ CTC bunky jsou charakterizovany velikosti
jadra, nepravidelnosti jaderné membrany, pfitomnosti viditelné cytoplasmy,
pfitomnosti prominentnich jadérek a jejich poftem a vysokym jadernym
cytoplasmatickym pomérem

- Hodnocena byla téZ metabolicka aktivita pomoci aktivnich mitochondrii

2. Analyza genové exprese obohacenych CTC

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

ve frakci bilych krvinek pro jednotlivé pacienty

Cilem bylo urcit pfitomnost CTC bunék v krvi pacientl s nadory ledvin,
zhodnotit pocty CTC dle velikosti nadoru a jednotlivych histologickych typu a
zhodnotit, zda muZe prikaz CTC napomoci kcilenému nastaveni lécby

v pfipadé pokrocilych stadii nadorl ledvin a zaroven jestli ma vysetieni
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, v v ,

potencial stat se vySetfenim pouzivanym pfi ureni stadia onemocnéni
rendlnim karcinomem a pfi sledovani pacientd po operacich vramci

restagingu.
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3 Pacienti a Metody

3.1 Epidemiologicka studie

3.1.1 Soubory vysetrovanych pacientii v epidemiologické studii
Vlastni soubor diagnosticky a vlastni soubor operovanych
pacientti v obdobi 2011 - 2016.

V obdobi od kvétna 2011 do kvétna 2016 bylo pro patologicky nélez
ledviny na Urologické klinice Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
(FNKYV) operovano celkem 569 pacienti. Do studie bylo zatazeno 471 pacienti.
Z vyzkumu byli vyfazeni pacienti s benignimi afekcemi (Mitchell, 2018) ,
benignimi nadory (Tahbaz, 2018), metachronn¢ zjisténymi nadory ledvin
(Patard, 2002) a s urotelidlnimi karcinomy (Jayson, 1998) vzhledem k vyrazné
odli$né symptomatologii. Sbér dat probihal retrospektivné na Urologické klinice
FNKV a klinickd data byla ziskdana ze zdravotni dokumentace a z databaze
UNIS (Univerzalni nemocni¢ni informaéni systém) nemocni¢niho systému
FNKYV. Hodnotili jsme divod vySetfeni dle klinickych obtizi a typ prvotniho
vySetieni (ultrazvuk, pocitacova tomografie, magneticka rezonance).

Vyzkum byl schvélen Etickou komisi Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady

v Praze dne 4.9.2019, jednaci ¢islo EK-VP/55/0/2019.

3.1.2 Hodnoceni diagnostickych metod v inicialni diagnostice nadort
ledvin u pacientii operovanych v obdobi 2011-2016.

Duplicitni nador byl zjistén u 55 pacientli v celém souboru. NejcastéjSim
duplicitnim nadorem v nasem souboru byl karcinom prostaty u 21 pacientt,
karcinom mammy u 14 pacientek, hematoonkologické onemocnéni u 12
pacientll, karcinom tlustého stfeva u 5 pacientli, karcinom moc¢ového méchyie u
4 pacientl, nador varlete u 3 pacientli, maligni melanom u 2 pacienti. Po
jednom pacientovi byl zaznamenén karcinom déloZniho ¢ipku, karcinom ovaria,
karcinom §titné zlazy, karcinom tonsily a prolaktinom. Dilezitym faktem je, Ze

nador ledviny byl zjistén u 47 pacientli na zakladé stagingovych vySetieni
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vramci sledovani pro jiné maligni onemocnéni. U ¢ty pacienti byla

zaznamenana triplicita.

3.2 Material a metody ve studii CTC

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

3.2.1 Pacienti

Do studie bylo v letech 2016-2018 zatazeno celkem 186 pacientid (n = 186),
kteti podstoupili chirurgickou renalni resekci z divodu piitomnosti nddorové
tkan¢, resp. suspektni nadorové hmoty. Periferni krev (2x8 ml, EDTA) byla
pacientiim odebrana v n€kolika ¢asovych bodech: 1. pfed operaci, 2. 4-10 dnli po
operaci, 3. ve 6tydnech sledovani po operaci, 4. pfi sledovani kazdych 6 mésict .
Hodnoceni pacienti méli odbér nejméné 2 krevnich vzorkii. Celkem bylo
provedeno 495 CTC testl. Test CTC byl zaloZen na vyhodnoceni biologickych
replikatl 2 odbérové zkumavky krve =2 CTC testy).

4 Vysledky

4.1 Epidemiologicka studie

Z analyzy demografickych dat je patrné, Ze rozlozeni jednotlivych stadii
detekovanych nadorti je u muzil i zen velmi shodné. Vyskyt ¢asnych a pozdnich
stadii nebyl zavisly na pohlavi, BMI ani uzivani antihypertenzivni medikace.

Castéji vSak pozorujeme zachyt nizsich stadii onemocnéni.

Nejcastéji byl proveden zachyt RCC pomoci UZ a CT. Signifikantnim
nalezem pak bylo, Ze ndhodny zachyt dominoval v ¢asném stadiu a naopak
symptomaticky v pozdnim stadiu. Vyskyt jednotlivych karcinomii nebyl na

casném a pozdnim stadiu zavisly; dominoval svétlobunécny z 80 % a z 10 %
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papilarni, ostatnich 10 % byly nadory chromofdbni, onkocytomy, sarkomy a

jiné.

Tabulka 1: Typ vySetFovaci metody a vyznam detekce casného a pozdniho stadia
onemocnéni, typ histopatologického nalezu karcinomu a jeho zavislost na pokrocilosti

stadia onemocnéni.

Stadium I+II (N=285) |III+IV Celkem
(N=152) (N=471)
Charakteristiky Proporce % | Proporce % Proporce %
95% CI) (95% CI)) 95% CI)
Metoda uz 52.6 (46.7- 48 (39.9-56.3) [50.7 (46.1-
58.5) 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)
Neznamo 6.7 (4.1-10.2) |7.9 (4.1-13.4) (6.6 (4.5-9.2)
Duvod Nahodny nalez 83.5 (78.7- 52.6 (44.4- 73.7 (69.4-
87.6)* 60.8)* 77.6)
Symptomatické 74 (4.6-11)* |35.5(27.9- 16.3 (13.1-
onemocnéni 43.7)* 20)
Neznamo 9.1 (6.0-13.1) |11.8(7.2-18.1) [10(7.4-13)
Karcinom |Svétlobunéény RCC |81.4 (76.4- 88.2 (81.9-92.8)|78.3 (74.3-
85.7) 82)
Papilarni 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)
Chromofobni RCC 3.9 (1.9-6.8) (4.6 (1.9-9.3) 3.8 (2.3-6)
Sarkom 0.4 (0.0-1.9) 0(0.0-2.4) 0.4 (0.1-1.5)
Ostatni 2.5 (1.0-5) 0.7 (0.0-3.6) 1.9 (0.9-3.6)

*) P<0.0001 ... vyznamnost mezi stadii, RK — rendlni karcinom
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Z vysledku statistické analyzy a dat v tabulce ¢.5. vyplyva, ze incidentalni
karcinomy zachycené vysetfenim pomoci UZ jsou cetngjsi ve stadiu I (OR=1,57
(1,20-2,05), p = 0,001) a dale v podskupin¢ pacienti ve stadiu I+II (OR=1,56
(1,20-2,02) p = 0,001). Tento rozdil vSak neni statisticky signifikantni ve stadiu
lalv.

Pti celkovém hodnoceni vSech pacientii bez ohledu na stddium onemocnéni
je téz patrno, ze incidentalni karcinomy zachycené pomoci UZ byvaji Cetnéjsi

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

4.2 Vysledky CTC

4.2.1 Prevalence CTC bunék

CTC byly detekovany nezavisle na potradi odbéru az u 86,7% testovanych
vzorkd krve (n=495) u pacientli podstupujicich chirurgicky zakrok. CTC byly
detekovany u pacientli s nddory ledvin rtiznych histologickych typl. Primérny
pocet CTC je mirné vyss$i u svétlobunééného renalniho karcinomu (ccRCC)
nékolik mésict po operaci, ve srovnani s papildrnimi RCC. Celkem 270 vzorkt
bylo testovano jako pozitivnich u ccRC, 36 vzorki bylo testovano jako

pozitivnich u papildrnich RCC a 30 vzorkd u jinych typt RCC.

4.2.2 Cytomorfologické parametry CTC

Cytomorfologicka analyza CTC se skladala ze 2 mikroskopickych
hodnoceni ve 2 riznych casovych bodech (den 3 a 5 po obohaceni a kultivaci in
vitro), které poskytli 2 nezavisli hodnotitelé. Primérna velikost CTC pro
skupiny svétlobunéénych RK je 24 + 6,3, primérnd velikost CTC pro skupinu
rakoviny papilarniho RK je 22 + 3,4 a pro ostatni typy je 27 + 3,7 um.

Primérmy pocet CTC se zdvojnasobil mezi 3. a 5. dnem, coz odpovida
oc¢ekavani rychlosti riistu bunék (1. mikroskopické vyhodnoceni = 4,18 bunék, 2.
mikroskopické hodnoceni = 7,93 bungk). Je vyssi pravdépodobnost detekce CTC

s rostouci velikosti nadoru (obr. 4.), zejména v ptipadech svétlobunécného RK.
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Velikost nadoru odpovida pritomnosti metastaz a pozitivité¢ lymfatickych uzlin a

CTC - aktivité.

4.2.3 Analyza genové exprese CTC

Analyza genové exprese odhalila zvySenou expresi genti v obohacenych
CTC pro geny KRT18 (keratin 18), VIM (vimentin) ve srovnani s frakei bilych
krvinek (Obr. 15). Dale se ukazalo, ze charakter CTC se béhem sledovaciho
obdobi méni (Obr. 15). Z terapeutického hlediska byly nejzajimavéjsi zmény
pozorovany u pacientd exprimujicich zvySeny VEGF (vaskularni endotelialni
rustovy faktor) a / nebo PD-L1 (Programmed death ligand 1, CD274) na CTC.
VEGF a PD-L1 jsou znazornény na naslednych obrazcich (obr. 15xx pod grafy a
obr. 15).

5 Diskuze

V sledovaném souboru incidentdlnich pacientli jsme nejcastéji pozorovali
zachyt nadort ledvin u pacientd piichozich s potizemi prostaty (az 22%
nahodnich pacientl). Signifikatnim nalezem bylo, ze ndhodny zachyt dominoval
v ¢asném stadiu karcinomu ledviny. Vyskyt ¢asnych a pozdnich stadii nebyl
zavisly na pohlavi, BMI ani na uZivani antihypertenzni medikace. Nahodné
zjisténé nadory ledvin v I. stddiu jsou zpravidla zjist€ény pomoci ultrazvuku
(UZ). Dle nasich vysledkt a také ve shod¢ se zahrani¢nimi studiemi (Palsdottir,
2012), bylo prokézano, ze bez ohledu na stadium onemocnéni je ziejmeé, Ze
incidentalni karcinomy ledviny zachycené pomoci UZ byvaji Cetnéjsi nez ostatni
typy solidnich tumorti a proto by se tato metoda mohla osvédcit jako vhodna
diagnostickd metoda pro skrining renalnich karcinomi. CT je pak spiSe
uplatiovana jako metoda detekce u symptomatickych piipadit (cca.30%) pro
spfesnéni stagingu onemocnéni.

V korelaci s naSimi daty némeckd metaanalyza 25 studii prokazala, Ze
nahodné zjistené RCC koreluji s niz§imi T-stadii a téz, Ze jsou tyto nddory
prokdzany v niz§im véku. V naSem vyzkumu se vék dle jednotlivych stadii
vyznamn¢ neliil, ale je patrny rozdil primérného véku ve stadiu I 63,4 (62,0-

64,7) a ve stadiu III 65,3 (63,6-67,1). Ztohoto vysledku odhadujeme, zZe
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progrese karcinomu ledviny do pokrocilejsiho a klinicky manifestovaného

onemocnéni trvd minimalné 2 roky.

Problémem se zavedenim ploSného skriningu u nédora ledvin je relativné
nizka incidence onemocnéni v populaci, kterd dle vyzkumu Mezinarodni
agentury pro vyzkum nadorovych onemocnéni (IARC) z roku 2018 Cinila zhruba
2,5 % z celkového poctu nové vzniklych nadorovych onemocnéni po celém
svété (International Agency for Research on Cancer, 2020).

I kdyZ plosny skrining je dosti finan¢né nakladny, prognéza nadoru zavisi
na Case primozachytu. UZ se jevi jako potencionalné nejlepS$i moZzna metoda
skriningu pro RCC. Jedn4 se totiz o plo$n¢ uzivanou, levnou, neinvazivni
techniku identifikace rendlnich 1ézi bez expozice ioniza¢niho zareni. UZ ma
mensi sensitivitu a specificitu ve srovnani s CT v ramci diagnostiky RCC, ale
zistdva metodou prvni volby zejména z diivodu dostupnosti i na pracovistich
niz§iho typu. Zachyt nadoru ledvin je zavisly na jeho velikosti. UZ ma
rozliSovaci schopnost zjistit nador vel. >3cm v 85-100%, zatimco u velikosti
loziska 2-3 cm je toto ¢islo 67-82% (Schmidt, 2003). Obecnym doporu¢enim je
u pacientl indikovanych k vySetfeni UZ bficha doplnit toto vySetfeni o UZ
ledvin, zejména pokud se jedna o pacienty star§i > 45 let (Reu, 1994). Ve Velké
Britanii a Svédsku jsou jiz programy skriningu pomoci UZ zavedeny pro detekci
aneurysmatu bfiSni aorty u muzi starSich 65 let. Diky obdobné symptomatologii
a v souvislosti se stejnymi rizikovymi faktory pro obé onemocnéni by mohl byt

pfipadné vytvoren 1 spole¢ny skrining téchto dvou chorob (Wanhainen, 2016).

Meta-analyza z posledni doby shrnujici data 11 studii zabyvajici se
prevalenci RCC zjisténého skriningovym UZ odhaduje, ze vySetfenim pomoci
UZ celkové populace zjisti 1-2 ptipady RCC na 1000 asymptomatickych
pacientti (Rossi, 2017).

Kazdoro¢ni vysetieni UZ bficha je indikované u pacienti Von-Hippel
Lindau chorobou, jelikoz RCC se u téchto pacientd projevi cca v 70%
(Ljungberg, 2019). Dalsi ohroZenou skupinou pacientt jsou jedinci s ESRD (end
stage renal disease), u kterych se riziko RCC oproti zdravé populaci zvySuje 5-

35x (Wong, 2011). Kidney Health Australia guideline doporucuje UZ skrining
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pouze u téch pacienti po transplantaci ledviny, u kterych je zvySeni riziko
vzniku RCC (RCC v anamnéze nebo v rodin¢, analgetickd nefropatie

(CHADBAN, 2012).

Jednou se slibne se vyvijejicich skupin biomarkerti solidnich tumort je
tekuta biopsie, ktera zahrnuje vySetfeni télnich tekutin, zejména periferni krve.
Vramci periferni krve se vySetfuji jak cirkulujici bunécné elementy

nehematologického ptivodu, tak cirkulujici DNA s dirazem na nadorovou DNA.

Pouze malo studii publikovalo analyzu CTC u pacientd s RCC (Broncy,
2018b). Detekce CTC obecné vyzaduje specifické techniky schopné piekonat
problémy spojené s identifikaci a izolaci nadorovych bunc¢k z krve. Ve
skute¢nosti neexistuje zadny specificky marker, ktery umoziuje jedine¢né odlisit
CTC od jinych krevnich bunék, protoze nadory s ruznymi histologickymi a
molekularnimi znaky exprimuji riizné vzorce markerti, a dokonce i jediny
histologicky typ nadoru miiZze piedstavovat heterogenni markery. Navic,
vzhledem k zna¢né malému poctu CTC, které mohou byt pfitomny v periferni
krvi ve srovnani s jinymi krevnimi cirkulujicimi bunikami, jsou pro zvySeni
citlivosti na pfijatelnou troven nezbytné techniky obohacovani. Vétime, zZe
pozorovani bun€k obohacenych na zéklad¢ velikosti v Zivotaschopném stadiu
mize pomoci rozliSit rakovinny charakter zachycenych bunék ve srovnani se
standardnimi cytomorfologickymi parametry a navic mitochondridlni siti

tumorigennich vs. benignich bunék.

Rakovinové buiky pacienti s RCC jsou nachylné k mezenchymalnimu
epitelidlnimu pfechodu (EMT) (Mandriota, 2002) , (Harten, 2009), (De Bono,
2008) a casto postradaji epitelové antigeny, které mohou narusit jejich zachyceni
z krve a analyzy, pokud se pouziji metody odbéru / detekce zavislé na
epitelidlnich markerech. Napfiklad systém CellSearch, platforma schvalend
FDA, vykazoval velmi nizkou miru detekce u pacientl s lokalizovanym a

metastatickym RCC (Mandriota, 2002).

Ve studii Farace et al. byly u pacientii s rakovinou plic zjiStény vyznamné

nesrovnalosti mezi potem CTC stanovenym pomoci CellSearch® a dalsi
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filtracni metodou (systémy ISET) (Farace, 2011). Podle CellSearch bylo
negativnich 30% pacientii, zatimco pomoci ISET bylo negativnich pouze 5%.
Shodné vysledky se tykaji pouze 47% pacienti. Podobné vysledky byly popsany
u studovanych pacienti s RCC: CTC byly u 13 z 36 pacientd (36,1%)
uzivajicich ISET a pouze u 7 z 36 pacientii (19,4%) vyuzivajicich platformu
CellSearch®  (Bai, 2018). Obecné byla v tad¢ studii dokumentovana lepsi
detekce CTC u pacienti pomoci filtracnich metod nez u CellSearch (Banko,
2019). Filtra¢ni systémy mohou byt mnohem uCinngjsi pii identifikaci CTC,
jelikoz CellSearch® nemiize detekovat ztratu epitelialnich markert, kterd je

spojena s nadorovymi bunkami podstupujicimi EMT proces.

Nase data z imunohistochemické analyzy ukézala, ze CTC pacientli s RCC
mohou exprimovat cytokeratiny i vimentin. Dualita strukturdlnich vlaken

potvrzuje dynamiku zmén zjisténych v nadorovych hmotéch.

Metoda separace zaloZena na velikosti, kterou jsme predstavili v kombinaci
s vitalnim barvenim mitochondrii, umoZiiuje charakterizovat ne-hematopoetické
bunky v perifernim krevnim fecisti s proménlivymi charakteristikami a definovat
podskupiny CTC, kter¢ by mohly byt zfeteln€¢ spojeny s metastatickym

potencidlem.

I kdyz jsou k dispozici rizné 1écebné strategie, do klinické praxe nebyly
zahrnuty zadné prediktivni ukazatele odezvy lécby, takZe volba mezi témito
riznymi léky se obvykle provadi na zéklad¢ klinického vysledku, preferenci
pacienta a profilu toxicity kazdého c¢inidla. Vysledna mnoZina dostupnych
lécebnych moznosti je vyznamn€ omezena dostupnymi parametry pro
personalizovanou implementaci téchto agentt. VE&time proto, Ze testovani profili
CTC analyzou genové exprese cilenych genti mize zménit a zlepsit vysledky

terapie RCC.

Imunoterapie pomoci inhibice kontrolntho bodu zaméfujici se na
programovanou drahu 1 receptoru bunécné smrti (PD-1) se stala béznou 1é¢bou
u rtiznych typi nddord. Nivolumab byl prvni terapii typu PD-1 ve své tfid¢ a byl

schvalen pro lé€bu RCC na zdklad¢ vysledkti studie faze III srovnavajici
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nivolumab s everolimusem (Motzer, 2015b). Nadmérnd exprese PD-L1 byla
identifikovana jako cesta, kterou metastatické nadorové buiiky pouzivaji k
vyhybani se detekci imunitniho systému. Dnes jsou pacienti se solidnim
nadorem vySetfovani na expresi PD-L1 v nddorovych buiikach ve tkanové
biopsii. Hladiny exprese PD-L1 byly prokazany jako validny biomarker pro

stratifikaci pacientt, ktefi budou lépe reagovat na imunoterapii.

Vyuziti biopsii pro tuto stratifikaci pacienta ma sva omezeni. Konkrétné,
nadorové biopsie jsou riskantni, drahé a nemohou byt provedeny sérioveé, aby
porozumély stavu nadoru v pribéhu lé¢by. Tekutd biopsie mize mozna
ilustrovat kontrolu onemocnéni, protoze je minimaln¢ invazivni a Ize ji snadno
opakovat. Nizkd specificita je bohuzel nejvétsi nevyhodou prezentované
separacni metody zaloZené na velikosti. Vyhodou je vysoka citlivost a izolace
zivotaschopnych bun€k s naslednou kultivaci. Izolace celych bun¢k poskytuje

dalsi moznost molekularni charakterizace a specifikaci bunck.

Meteni exprese PD-L1 na CTC jednoduchym odbérem krve ptedstavuje
nizkorizikovy pfistup k pocatecni stratifikaci pacienta s minimalnimi naklady a
davéd nadm piilezitost sledovat expresi PD-L1 nddorovych bunc€k pacienta v

prabéhu onemocnéni.
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6 Zavér

Vzhledem k Cetnosti zdchytu nadort ledvin pii ultrazvukovém vySetieni
zruznych duvoda pii jejich asymptomatickém pribéhu se domnivame, ze
zatazeni ultrazvuku ledvin, resp. ultrazvuku bficha do skriningovych programi
ma moznost snizit vyskyt karcinomu ledvin pozdnich stadii, snizit imrtnost a
zéaroven zvysit primérné prezivani.

Vyznamné je zejména urologické vySetfeni, které by v ramci
preventivnich kontrol a skriningu karcinomu prostaty mélo obsahovat téz
ultrazvukové vysetfeni ledvin a to predevsim ve skupindch pacienti s vysSim
BMI, s antihypertenzni terapii a ablzem cigaret a pacientd v dialyzacnim
programu zv1asté tam, kde se kombinuje vicero zminénych neptiznivych faktora.

Vyzkum na poli CTC se aktualné presunul z pouhého pocitani
izolovanych CTC bunék k jejich molekularni charakterizaci, co by mélo umoznit
monitoraci vyvoje fenotypu nemoci v ¢ase a poskytnout potencialni prediktivni
markery odpovédi nebo rezistence na 1écbu.

Doposud u RCC nebyly dokonceny zadné studie biologickych markert
detekovanych na CTC. Presto existuje silny racionalni diivod studovat expresi
specifickych, slécbou spojenych markert napt. tyrosin-kindzovych receptora
zapojenych do angiogeneze a invazivity nadoru, jako je napiiklad VEGF,
VEGFR.

Alternativné velky vyznam muiZe mit testovani CTC za ucelem studia
exprese PD-1 a jeho ligandu PD-LI1, jakoz 1 mnoha dalSich markert
ovlivilyjicich reakci imunitniho systému po podani novych imunoterapeutik

v kombinaci s anti-angiogenni lé¢bou, zejména pied paliaci.

Kombinace ¢asného zachytu nddort ledvin ve stadiu vylécitelného
onemocnéni a vyuZziti mozZnosti vySetfeni genovych expresi a potencialnich
biomarkert RCC mize vést k cilenému piisobeni na pokrocila stadia RCC a tim

zpisobem k efektivnimu vynaloZzeni prostiedkil vefejného zdravotnictvi.
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8 Seznam zkratek

ACTB — aktin beta gen

AQP-1 — Aquaporine 1

BAP 1- ubikvitin carboxyl terminalni transferaza gen
BHP — benigni hyperplazie prostaty

CA — karbon anhydraza

CK — cytokeratiny

CRP — C reaktivni protein

CTC — circulating tumor cells, cirkulujici nadorové buiky
DNA — deoxynukleové kyselina

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA — enzyme linked immunosorbent assay

EMT - epitelidlné-mesenchymovy ptechod

EpCAM - Epithelial Cell Adhesion Molecule

ESRD - end stage renal disease

FDA — Food ad drug administration — Ufad pro kontrolu potravin a 16¢iv
USA

GGT — gamma glutamyl transferaza

HIF — hypoxia induced factor

HR — hazard ratio

HSP 27 — Heat Shock Protein 27

ICI — Immune checkpoint inhibitors

IL — interleukin

IARC - Mezinarodni agentura pro vyzkum nadorovych onemocnéni
LOH - lost of heterosigozity

KDMS5C — lyzin demethyléza 5C

KIM - kidney injury molecule

mADb — monoclonal antibody

MET - protoonkogen — tyrozin kindza

MMP — matrix metalloproteinaza

MUCI — onkoprotein mucin 1

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

NMP — nuclear matrix protein

MTOR — mammalian target of Rapamycin

ORR — overall response rate

OS — overall survival

PBRM1 — gen polybromo 1

PFS — progression free survival

PHD3 — prolyl hydroxylaza 3

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

PLIN2 — Perilipin 2

PSA — prostaticky specificky antigen

PTEN — gen fosfataza a tenzin homolog

RCC — renalni karcinom — renal cell carcinoma

RNA - ribonukleova kyselina
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SETD2 — gen histon lyzin N-metyl transferaza
SMARCBI - aktin

stDNA — satellite DNA

TAM — tumor associated macrophage

TERT — reverzni transkriptéza telomer

TK — thymidin kinaza

TNF — tumor necrosis factor

TNM — TNM systém

TME — tumor microenviroment

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

VEGF — vascular endothelial growth factor
VHL — Von-Hippel Lindau

WT — Wilmsiiv tumor
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