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1 UvoD

na maligni nadorova onemocnéni, rocné mu celosvétové podlehne pfes 1 milion lidi (Alberg A. J.
et al., 2005). Ceska republika patfi k zemim s jeho nejvy$sim vyskytem, pfi¢emz roéné u nas
na toto onemocnéni umira pres 3600 muzl a 1 500 zen (Dusek L. et al., 2010). Soucasné
epidemiologické trendy jsou nepfiznivé, zvlasté stoupa incidence i mortalita u zen (www.svod.cz).
Celkové 5tileté preziti €ini zhruba 12 % (Berrino F. et al., 2007). Neuspokojiva prognéza a vysoka
pfipadu je nador v dobé detekce inoperabilni a Ié¢ba ma tudiz pouze paliativni charakter. Trvalou
vyzvou pro pneumology a patology proto zUstava snaha o €asny zachyt onemocnéni, pfipadné jiz
ve fazi prekancerézy. Z hlediska patologického se v8ak jedna o vysoce komplexni nadorovou
proliferaci s rGznymi cestami vzniku preneoplastickych zmén a vezmeme-li v ivahu i celkovou
plochu plicniho parenchymu, je €asna diagnostika ukolem velmi narocnym. Aby bylo mozné
identifikovat genetické markery u€astnici se nadorové progrese a zlepsit tak ¢asnou detekci tohoto
maligniho onemocnéni a vyvinout nové cilené |éCebné postupy v€etné chemoprevence (1.
zpomaleni €i odvraceni postupné progrese v malignitu), je tfeba porozumét molekularnim zménam
zpuUsobujicim nadorové bujeni. Pro zlepSeni diagnostickych i terapeutickych aspektll problematiky
karcinomu plic se vkladaji velké nadéje pravé do odhaleni molekularni podstaty rozvoje tohoto
onemochéni.

Difuzni maligni mezoteliom (MM) je ve srovnani s bronchogennim karcinomem
onemocnéni vzacné. Pfedstavuje pouze 0,16 % vSech malignich nadord, nicméné je nej¢astéjsi
primarni malignitou pleury (Travis W. D. et al., 2004). Z pohledu patologa proto spociva zasadni
vyznam MM na darovni diferencialné diagnostické. MM je nutné spolehlivé odliSit od
metastazujiciho & na pleuru prorustajiciho adenokarcinomu, a to zejména primarné plicniho
puvodu. PrestozZe je etiologicka souvislost MM s expozici azbestu znama jiz od 50. let 20. stoleti,
v mnoha oblastech svéta se azbest zpracovaval ve velké mife az do 90. let 20. stoleti. V dnesni
dobé je jeho pouzivani v fadé zemi zakdzano, nicméné incidence a tedy i mortalita MM jsou
vzhledem k velmi dlouhé dobé latence jeho vzniku stale na vzestupu. Vzhledem k narustajici
incidenci s pfedpokladanym vrcholem kolem roku 2020 je tomuto onemocnéni vénovana velka
pozornost a jsou zkoumany nové lééebné moznosti. Pfesto zlstava MM pleury diky své rezistenci
vuci dostupné terapii onemocnénim s velmi Spatnou prognézou, 100% letalitou a medianem preziti
bez |éEby okolo Sesti mésicu (Ismail-Khan R. et al., 2006). Protoze prakticky vSechny pfipady MM
pleury b&hem nebo po ukondeni prvni linie IéCby (chemoterapie, event. kombinovana s radioterapii
Ci chirurgickym vykonem) progreduji, jsou hledany nové modality IéCby druhé linie, pro kterou
prozatim neexistuji standardizované postupy (Ceresoli G. L. et al., 2010). Tato problematika se tak

stala idealni oblasti pro testovani novych chemoterapeutik véetné antiangiogennich 1€k, malych


http://www.svod.cz/

molekul nebo monoklonalnich protilatek, které pUsobi na rizné signaini drahy na molekularni
arovni (Kelly R. J. et al., 2011).



2 TEORETICKA CAST/PREHLED PROBLEMATIKY

2.1 MALIGNIi EPITELOVE NADORY PLIC A JEJICH PREKANCEROZY

2.1.1 Maligni epitelové nadory plic

Témér vSechny zhoubné nadory plic jsou klasifikovany jako karcinomy, pficemz ostatni
histologické typy tvofi pod 1 % vSech plicnich malignit. Dle histologické klasifikace Svétové
zdravotnické organizace (WHO) z roku 2004 jsou karcinomy rozliSovany na dvé hlavni skupiny,
karcinom malobunéény (SCLC) a nemalobunéény (NSCLC). Diagnosticka kategorie NSCLC
reprezentuje heterogenni skupinu nadoru, zahrnujici adenokarcinom, karcinom dlazdicobunéény
(SCC) a velkobunécény. Dale je mezi karcinomy plic fazeno mnoho dalSich vzacnéjSich typu

nadoru (viz panel €. 1).

Panel 1
WHO histologicka klasifikace malignich epitelovych nadord a preinvazivnich lézi (Travis W. D. et al., 2004 —
zjednoduSeno).

Dlazdicobunéény karcinom Svétlobunécny
Papilarni S rabdoidnimi rysy
Svétlobunécny
Z malych bunék Adenoskvamoézni karcinom
Bazaloidni
Sarkomatoidni karcinom
Malobunécény karcinom Pleomorfni karcinom
Kombinovany SCLC VFetenobunécény
Obrovskobuné&ény
Adenokarcinom Karcinosarkom
SmiSeny podtyp Plicni blastom
Acinarni
Papilarni Karcinoid
Bronchioloalveolarni Typicky
Non-mucindzni Atypicky
Mucindzni
Smiseny/neurCeny Nadory typu ze slinnych zlaz
Solidni s hlenotvorbou Mukoepidermoidni karcinom
Fetalni Adenoidné cysticky karcinom
Mucinézni Epitelidlni-myoepitelialni karcinom
Mucindzi cystadenokarcinom
Z bunék pecetniho prstenu Preinvazivni l1éze
Svétlobunécny Dlazdicobuné&&ny karcinom in situ
Atypicka adenomatoézni hyperplazie
Velkobunéény karcinom Difuzni idiopaticka hyperplazie plicnich
Velkobunéény neuroendokrinni neuroendokrinnich bunék
SmisSeny velkobuné&&ny neuroendokrinni
Bazaloidni Metastatické epitelialni nadory

Lymphoepithelioma-like

Plice je jednim z mala organ(, kde existuji rizné anatomické a funkéni kompartmenty,

které davaji vzniknout specifickym typdm nadorG (Sun S. et al., 2007). Centralni kompartment



sestava z velkych a stfedné velkych bronchl a ucastni se vedeni vzduchu. Periferni kompartment
je tvofen men8imi bronchioly a alveoly. Histologické struktury téchto kompartmentld jsou velmi
odlisné. Vystelka centralnich dychacich cest je tvofena vicefadym respiracnim epitelem s bazalné
umisténymi bufikami bazalnimi a neuroendokrinnimi a luminalné orientovanymi cylindrickymi
burikami Fasinkovymi a hlenotvornymi. Vystelku terminalnich bronchiold naopak tvofi nizsi cilialni
epitelie a sekre¢ni Clara buriky. Alveoly jsou lemovany plochymi alveolarnimi pneumocyty I. typu a
surfaktant secernujicimi pneumocyty Il. typu. Jediné burnky schopné trvalého déleni jsou Clara
buriky a pneumocyty Il. typu, které zfejmé vznikaji ze spolecné prekurzorové bronchioloalveolarni
kmenové bunky (Kim C. F. et al., 2005). Primordialni plicni kmenova burika zifejmé dava vzniknout
sekundarnim kmenovych bufikdm centralniho a periferniho kompartmentu. Karcinom plic vychazi
jak z epitelu velkych ¢&i stfednich bronchd (tzv. centralni typ), tak z malych bronch(, bronchioll ¢i
alveoll (tzv. periferni typ). Dlazdicobunééné karcinomy a SCLC obvykle vznikaji centralné, zatimco
prevazna €ast adenokarcinomu a velkobunécnych karcinomu na periferii. Nékteré adenokarcinomy

vznikaji téz centralné z povrchoveho epitelu €i z bronchialnich Zlazek.

2.1.1.1 Epidemiologie a etiologie karcinomu plic

Karcinom plic je jiZ po nékolik desetileti v celosvétovém méfitku nejcastéjSim zhoubnym
nadorovym onemocnénim. Predstavuje 12,7 % vSech nové diagnostikovanych malignit a 18,2 %
vSech umrti na malignitu. V roce 2008 se jednalo o 1,61 miliénu novych pfipadl a 1,38 miliébnu
uamrti. U muza je karcinom plic dlouhodobé nejCast&jSim zhoubnym novotvarem (1,1 miliénu
pfipadu, 16,5 % z celkového poctu malignit). U Zen je incidence celkové nizsi, ale ve svété
karcinom plic pfesto zaujima 4. misto (516 000 pfipadu, 8,5 % vSech malignit), a co do mortality na
malignitu dokonce 2. misto (427 000 umrti, 12,8 % v3ech umrti) (Jemal A. et al., 2011). Relativné
vys8i vyskyt byl dfive pozorovan v zemich rozvinutych nez rozvojovych (22 % vs. 14,6 %),
nicméné nyni se jiz vétSina pfipadl diagnostikuje pravé v zemich rozvojovych (55 % z celkového
poctu), coz reflektuje zmény v expozici dané populace cigaretovému koufi (Curado M. P. et al.,
2007).

Ceska republika patfi k zemim s nejvy$$im vyskytem karcinomu plic, pfiéemz zde roéné
umira pfes 3600 muzu a 1 500 Zen. Zhoubné nadory plic u muzl stoji co do incidence na 3. misté
za karcinomem prostaty a kolorekta, u zen se pak déli o misto 3. az 4. (za karcinomem prsu,
kolorekta) se zhoubnymi nadory délohy. Mortalita na karcinom plic zaujima u muz v CR 1. misto,
u Zzen 3. misto (za karcinomy prsu a kolorekta) (Dusek L. et al., 2010). Souc¢asné epidemiologické
trendy jsou podle dat Narodniho Onkologického Registru (NOR) nepfiznivé. Zatimco incidence
nadortl priidusnice, pradusek a plic u muzii v CR v poslednich letech klesa, u Zen jak incidence,

tak i mortalita stoupaji (http://www.svod.cz) (obr. 1).
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Obr. 1 Vyvoj incidence (a) a mortality (b) karcinomu pridusek a plic v Ceské republice (http://www.svod.cz).

Rozdily v zastoupeni jednotlivych hlavnich histologickych typl jsou silné ovlivnény vyvojem
epidemie karcinomu plic souvisejiciho s koufenim (Curado et al., 2007). Zpoc€atku prevazoval
SCC, nasledovany SCLC, av8ak postupné doslo ke vzestupu vyskytu adenokarcinomu, ktery jiz
nyni tvofi vétSinu vSech karcinomu plic (Devessa S. S. et al., 2005; Toh C. K., 2009). V soucasné
dobé v mnoha zapadoevropskych zemich pocet vSech typl karcinomu plic u Zen a
adenokarcinomu u muz( setrvale stoupa, a to i prfes pokles koufeni a posun k vyrobé
nizkodehtovych cigaret &i cigaret s filtry. Vy$$i pocet pacientld s adenokarcinomem plic je dan
jednak vysSim zastoupenim byvalych kufakd, u nichz riziko vzniku SCC klesa rychleji nez riziko
vzniku adenokarcinomu, ale také zménou slozeni cigaret. Koufeni cigaret se snizenym obsahem
dehtu a nikotinu totiz vede ke zméné zpusobu inhalace cigaretového koufe a vétSi expozici
perifernich ¢asti plic, kde se predilekéné vyskytuje adenokarcinom (Alberg A. J. et al., 2005).

Hlavnim rizikovym faktorem vzniku karcinomu plic, zejména SCC a SCLC, je vystaveni
respiraniho epitelu GCinku rozliénych karcinogen(l, které vedou ke vzniku celé fady mutaci
v riznych kompartmentech plic. Zhruba 80 % karcinomu plic Ize pfiCist pusobeni karcinogen(
cigaretového koure, ve kterém je obsazeno téméf 4800 chemickych latek, z nichz pfes 60 je

mezinarodni organizaci IARC (International Agency for Research on Cancer) klasifikovano jako
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karcinogenni. Jedna se napf. o polycyklické aromatické uhlovodany, nitrosaminy, aromatické
aminy, heterocyklické aromatické aminy, aldehydy, nitroslouCeniny a tézké kovy (Hecht S. S.,
2003). V cilovych burikach je vétdina z nich pfeménéna cytochromem P450 na intermediarni
produkty a dale glutathion-S-transferazou na solubilni produkty, coZ predstavuje efektivni
detoxifikacni mechanismus. Nicméné ¢ast intermediatd je vysoce elektrofilni a reaguje s DNA za
vzniku DNA adduktd. Tyto addukty se burika snazi eliminovat z genomu pomoci systému
nukleotidové excizni reparace (NER), reparace chybného parovani bazi (BER) &i specialniho
reparacniho systému prfes O6-metylguanin-DNA-metyltransferazu. Mnoho z téchto enzymu jevi
v populaci polymorfizmy a tudiz je jejich detoxifikaCni a reparaéni schopnost, a tim i riziko vzniku
karcinomu plic, u kazdého jedince odliSné. Podle epidemiologickych studii (Amos C. I. et al., 1999)
onemocni touto chorobou pouze 11 % kufaka. Studie genetickych polymorfismU a rizika vzniku
karcinomu plic identifikovaly kandidatni geny hrajici roli v metabolismu xenobiotik (cytochrom P450
a glutathion-S-transferaza) a ucastnici se na reparaci DNA (8-oxoguanin-DNA-glykosylaza 1).
Rovnéz byly identifikovany varianty genu pro nikotinovy acetylcholinovy receptor na chromozomu
15924, které jsou spojovany s vysSim rizikem vzniku karcinomu plic €i zavislosti na nikotinu
(Thorgeirrson T. E. et al.,, 2008). Obecné je relativni riziko u kufakd 20x az 30x vySSi nez u
nekurak(, pficemz dale zalezi na pocCtu vykoufenych cigaret, délce koureni, dobé od zanechani
koureni, véku v dobé zacatku koufeni, typu produktu a zplsobu inhalace. Vyznam pro vznik tohoto
maligniho onemocnéni ma téz pasivni koufeni, s prokazanym vzristem rizika asi o 20 az 25 %.
Dale se uplatiiuje i expozice jinym karcinogenim (azbest, krystalické kremicitany, radon,
polycyklické aromatické uhlovodiky a tézké kovy) v zaméstnani. Pro vétdinu téchto chemickych
latek byl prokazan synergisticky u€inek s koufenim (Boffeta P. a Trichopoulos D., 2002). Navic
pozitivni rodinna anamnéza zvysuje riziko vzniku bronchogenniho karcinomu zhruba 2,5krat (Amos
C. . etal., 1999).

Kromé kufakl existuje velka skupina pacient(l, preferenéné Zzeny zejména asijského etnika,
ktefi nikdy nekoufili, a pfi€ina onemocnéni u nich neni znama. Karcinomy se u téchto pacientu
vyskytuji pfevazné na periferii plicniho parenchymu a histologicky se jedna spiSe o
adenokarcinomy. Molekularné genetické studie, zkoumajici geny TP53, KRAS a EGFR, poukazuji
u téchto nadord na zcela odliSné genetické zmény nez u karcinomu spojenych s koufenim (Sun S.
et al., 2007). Navic se tato skupina nador liSi klinickym chovanim i odpovédi na cilenou terapii a
je tedy opodstatnéné povazovat karcinom plic u nekufakd za samostatnou etiopatogenetickou i

klinickou jednotku (Subramanian J. a Govindan R., 2007).

2.1.2 Prekanceroézni léze

Vyvoj preneoplastickych 1ézi SCC centralniho typu je pomérné dobfe prostudovany. Jejich
grading definovala WHO Kklasifikace vroce 1999 (Travis W. D. et al.,, 1999). U perifernich

adenokarcinomu se téz podafilo popsat prekurzorovou lézi, a to atypickou adenomatdzni
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hyperplazii (Westra W. H., 2000). Znalosti o prekurzorovych lézich ostatnich typa karcinomu plic,
véetné SCLC, jsou velmi omezené a je tfeba pracovat na jejich bliz§im poznani (Kerr K. M., 2001).
Zatim nejnoveéjsi WHO klasifikace nadoru plic a pleury (Travis W. D. et al., 2004) klasifikovala tfi
zakladni typy prekanceréz: dlazdicobunéénou dysplazii bronchialniho epitelu a karcinom in situ
(CIS), dale atypickou adenomatdézni hyperplazii (AAH) a difuzni idiopatickou hyperplazii plicnich
neuroendokrinnich bunék (DIPNECH). Tyto Iéze se v3ak uplatriuji v patogenezi pouze Casti

plicnich karcinomu a u nékterych nadort proto zlstava jejich prekurzor dosud neznamy.

DlazZdicobunééna dysplazie a karcinom in situ (CIS)

Spektrum slizni¢nich zmén pfedchazejicich SCC je znamé jiz desitky let (Auerbach O. et
al., 1979). Existuje cela fada bronchialnich epitelialnich hyperplazii a metaplazii, které sice nejsou
povazovany za léze preneoplastické, ale v jejich terénu mohou prekancerézy vznikat. Jsou jimi
hyperplazie poharkovych bunék, hyperplazie bazalnich (rezervnich) bunék a nezrala a zrala
dlazdicobunéna metaplazie. Dlazdicobunééna dysplazie rizného stupné (véetné angiogenni
skvamézni dysplazie) a CIS jsou preinvazivni léze spojené se signifikantné vy$Sim rizikem vzniku
karcinomu, coz ovSem neznamena, ze nutné musi do invazivni léze prejit (Jeanmart M. et al.,
2003). Frekvence vzniku téchto prekancerdz koreluje s poctem vykoufenych cigaret. Progrese
dysplazie nizSiho stupné do invazivniho karcinomu pravdépodobné trva fadu let. Opakované
nasledné bronchoskopie a biopsie pacientl s bronchidlni dysplazii ukazaly, Zze zhruba 25 %
dysplastickych lézi progreduje do invazivniho karcinomu v prabéhu 36 mésict a vice nez 50 %
pacientl s CIS vyvine invazivni karcinom v prabéhu 30 mésict (Wistuba I. I. et al. 1997, 1999).
Léze typu téZké dysplazie progreduji signifikantné €astéji do invazivniho karcinomu ve srovnani
s lehkou &i stfedni dysplazii a dlazdicobuné&€nou metaplazii (ve 32 %, resp. 9 % a 9 %) (Breuer R.
H. et al., 2005). Breuer et al. zaroven prokazal, ze i 1éze typu dlazdicobunécné metaplazie a lehké
Ci stfedni dysplazie progreduji do CIS a invazivniho karcinomu pfimo, a tudiz model postupnych
zmén nelze aplikovat obecné a soucasna klasifikace premalignich dlazdicobuné&énych Iézi neni
spolehlivym ukazatelem rizika vzniku karcinomu plic. Proto je tfeba hledat nové biomarkery, v€etné
molekularné genetickych, které by umoznily lepsi predikci pfirozeného vyvoje téchto lézi.

Zlatym standardem v diagnostice dlazdicobuné&cnych premalignich |ézi bronchialni sliznice
je jejich morfologické posouzeni, nebot imunohistochemické €i jiné vySetfeni zpfesnujici informace
nepfinasi. Posuzovana je Sifka epitelu, velikost, vyzravani a orientace bunék a jejich jaderné rysy.
Vyvoj téchto zmén je v8ak kontinuadlni, a tak existuji pfekryvy mezi jednotlivymi definovanymi
kategoriemi. Spole¢nym rysem dlazdicobunéénych prekanceréz je intaktni bazalni membrana
epitelu. Morfologické jednotky zahrnované pod dlazdicobuné&né zmény potencialné predchazejici
neoplazii v SirSim slova smyslu jsou popsané v panelu €. 2, od stadia dysplazie pak v tabulce €. 1.

S rozsahem a stupném dysplazie koreluje linearni narast proliferaéni aktivity stanovené

imunohistochemicky protilatkou proti Ki-67 (MIB-1). Barveni na kolagen IV ukazuje postupnou
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ztratu kontinuity bazalni membrany od hyperplazie rezervnich bunék po dysplazii, az k jeji
progredujici destrukci v CIS a v invazivnim karcinomu. S progredujicim stupném dysplastickych
zmén a s rozvojem CIS a invazivniho karcinomu téz dochazi ke zvySeni exprese metaloproteinaz

matrix a jejich inhibitort (Galateau-Salle F. B. et al., 2000).

Panel 2
Histologické spektrum bronchialnich hyperplazii a metaplazii.

hyperplazie poharkovych bunék - zmnozené poharkové buriky v bronchialni sliznici, poharkové

buriky €asto t&sné vedle sebe, jadra ulozend bazaln&, chromatin denzni, cytoplazma hojna

. hyperplazie rezervnich (bazalnich) bunék - expanze bazalni vrstvy bronchialniho epitelu, jadra
mala, kulata, stratifikovana na spodiné epitelu, cytoplazma chuda, poharkové a fasinkové bunky

pfi luminalnim povrchu sliznice

. nezrala dlazdicobunééna metaplazie - podobna hyperplazii rezervnich bunék, metaplasticky
zménéné bunky zaujimaji celou Sifi epitelové vrsty, na rozdil od zralé dlazdicobuné&cné
metaplazie maji bufiky méné cytoplazmy a nekeratinizuji

) dlazdicobunééna metaplazie - nahrazeni cylindrickych bunék s fasinkami zralym dlazdicobun&&nym

epitelem s kreatinizaci, buriky orientovany paralelné k bazalni membrané, bez atypii

Atypicka adenomatézni hyperplazie (AAH)

V posledni dobé je vénovana pozornost AAH, ktera zfejmé predstavuje pomysiny ,adenom®
v sekvenci ,adenom - karcinom“ na periferii plic a ktera je prekurzorem periferniho
adenokarcinomu (Westra W. H., 2000). WHO (Travis W. D. et al.,, 2004) definuje AAH jako
lokalizovanou proliferaci mirné az stfedné atypickych bunék podobnych Clara burikam i
pneumocytum IlI. typu, jejiz velikost nepfesahuje 5 mm v priiméru. Tyto léze jsou detekovatelné
pocitacovou tomografii s vysokym rozliSenim (HR-CT) jako malé denzity vzhledu mlé€ného skla
(,ground glass opacities®). AAH je vSak vétSinou nahodnym nalezem zejména na periferii plicniho
parenchymu resekovaného zjiného divodu. Asociaci AAH a adenokarcinomu (dfive tzv.
bronchioloalveolarniho) poprvé nezavisle na sobé popsali Shimosato a Milller (Shimosato Y. et al.,
1982; Miller R. R., 1993) a jejich puvod z progenitorové buriky perifernich cest dychacich Kitamura
a Osanai (Kitamura H. et al., 1999; Osanai M et al., 2001). S progresi AAH dochazi k mirnému
ztlusténi alveolarnich sept a prekryvani bunék, které tvofi papilarni struktury a vykazuji pomérné
vyrazné bunécné atypie (Mori M. et al., 2001). Tento model vSak plati pouze pro cast
adenokarcinomu. Pro vétSinu z nich (napf. mucinézni adenokarcinomy a zejména velkou skupinu

centralné lokalizovanych adenokarcinom) je burnka plvodu (tzv. ,cell of origin®) stadle neznama.
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Tabulka 1

Mikroskopické rysy dlazdicobunééné dysplazie a CiS (Travis W. D. et al., 2004 - zjednoduseno).

Sife . . f s . .
epitelu velikost buiky vyzravani epitelu jaderné rysy
epitel vyzrava, bazalni mirmé zmény N/C poméru

. o mirné zvétSena, zona rozsSifena do spodni . - . ;
lehka mirné A I . ; . . .. jemné granularni chromatin,

.. ox mirna anizocytéza 1/3 epitelu, zfetelna stfedni -~ . . s
dysplazie zvétSena ; : N <.« . jadérka nenapadna, mitozy
a pleomorfie zbéna, povrchove oplosténi chvbi & isou velmi vZAcné
bunék yoret)
ST ca stfedni zmény poméru N/C,
R casteCné vyzravani epitelu, . « . :
mirné zvétsSena, e PN jemné granularni chromatin,
s . bazalni zéna rozSifena do Ay s
P L bunky ¢asto malé, < : lobulovana jadra, jadérka
stredni stfedné L 2/3 Sife epitelu, , . . :
d - ox stfedni ; o . nenapadna, jadra orientovana
ysplazie zvétSena : . intermediarni zéna az S .
anizocytéza a v horni 1/3 epitelu vertikalné ve spodnich 2/3
pleomorfie >epneld, epitelu, mitézy ve spodni 1/3
povrchové buriky oplostélé epitelu
L . e N/C pomér vysoky a kolisa,
M) SRR VAEREN] chromatin hruby, jadra
vyrazné zvétSena, epitelu, bazalni zéna lalocnata. ia dérk,a astd a
tézka vyrazné vyrazna rozSifena az do horni 1/3 napadna ’ 'Jédra vertikalne
dysplazie zvétSena anizocytéza a epitelu, intermediarni zéna origntova’rié ve spodnich 2/3
pleomorfie mozné zeslabena, povrchové epitelu. mitdz vss odnich
buriky oplo&t&lé 25’3 opiely yvesp
mohou byt ztrata vyzravani epitelu, Erircor%a;;ﬁ \r/]ﬁgl,(y.g dl;gllsa,

: méze &i zvétéené, mize  bazalni zéna v celé §ifi omatl Y, jadta
karcinom L I . : e ... lalo¢nata, se zahyby, jadérka
S nemusi byt byt vyrazna epitelu, chybi intermediarni . s ;
in situ x . X . napadna ¢i naopak, neni

zvétSena anizocytoza a vrstva, ploché pouze zcela

pleomorfie

N/C — nukleocytoplazmaticky pomér

povrchové bunky

Difuzni idiopaticka plicni neuroendokrinni hyperplazie (DIPNECH)

zachovana orientace jader,
mitézy v celé Sifi epitelu

DIPNECH byla poprvé popsana v 50. letech 20. stoleti, ale uvedenym nazvem byla
pojmenovana az v roce 1992 (Aguayo S. M. et al., 1992). Jedna se o difuzni proliferaci jednotlivych
plicnich neuroendokrinnich bunék, malych shluk( (tzv. neuroendokrinni téliska) &i linearni
proliferaci téchto bunék, ktera je omezena na bronchialni ¢i bronchiolarni epitel. Neuroendokrinni
buriky mohou téz tvofit lokalni extraluminalni proliferace ve formé tumorlett o priméru do 5 mm &i
pfechazet do tvorby karcinoidd velikosti nad 5 mm (Travis W. D. et al., 2004). DIPNECH a
tumorlety jsou Casto pozorovany spole€né s chronickymi zanétlivymi zménami a fibr6zou a jsou
v téchto pfipadech povazovany za reaktivni zmény. ProtoZe se ale vyskytuji téZ v blizkosti
skute¢nych neuroendokrinnich nadorti, mohly by byt jejich prekurzorovou Iézi. Momentalné nejsou
znamé Zadné genetické markery, které by odliSily reaktivni neuroendokrinni proliferace od
nadorovych ¢&i preneoplastickych. Stejné tak zlstavaji velkou neznamou premaligni zmény
specifické pro SCLC, v jehoz blizkosti vykazuje i histologicky normalni sliznice ¢etné hrubé
molekularni zmény, a tudiz je mozny vznik téchto nadori bez morfologicky odliSitelné preinvazivni
léze (Kerr K. M., 2001).
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2.1.3 Genetické a molekularni zmény v karcinomech plic

Souc€asna hypotéza karcinogeneze vychazi z faktu, Zze fenotyp bunék zodpovédnych za
maligni proces je nasledkem poskozeni riznych genu ucastnicich se regulace bunééného cyklu,
proliferace a déleni, reparace DNA, pfenosu ristovych signall a apoptézy. Jedna se o znamé &i
domnélé tumor supresorové geny (TSG) €i nékteré onkogeny. Protoonkogeny jsou geny
dominantni, tzn. k jejich aktivaci v onkogeny dochazi pfi mutaci ¢i amplifikaci jedné alely, zatimco
TSG jsou geny recesivni, tedy inaktivovany musi byt alely obé. Knudson (Knudson A., 2001) ve
své hypotéze navrhnul, Ze v tomto procesu je €asto prvnim krokem bodova mutace, druhym pak
inaktivace zbyvajici alely chromozomalni deleci, translokaci &i metylaci promotoru daného genu.
Dal$im mechanismem muze byt pfitomnost mikroRNA, vedouci k annealingu mRNA a tim k jeji
degradaci Ci blokadé translace. Rovnéz v plicni karcinogenezi dochazi zaroven se zménami
morfologickymi (od normalniho epitelu pfes preneoplastické léze klézim neoplastickym)
k akumulaci minimalné 10 az 20 genetickych zmén jako jsou mutace, delece, epigenetické
modifikace &i polysomie, které vedou k iniciaci, rozvoji a udrzovani nadorového rastu (Sekido Y. et
al., 2003). Tyto zmény postihuji epitel celého bronchialniho stromu (tzv. ,field cancerization®), ktery
je difuzné exponovan uc€inku vdechovanych karcinogenu, probihaji postupné a jejich pocet a
frekvence se zvySuje se zavaznosti morfologickych atypii v sekvenci metaplazie - dysplazie — CIS,
resp. AAH - adenokarcinom (Wistuba I. I. et al., 2000; Mao L. et al., 1997). Vysledkem tohoto
procesu je selekce klonalnich bunék, které unikly kontrole regulace bunéfného cyklu a pfipadné
maji i zvySenou schopnost migrace. Od toho se odviji riziko progrese nadoru charakterizované
jeho rustem a schopnosti metastazovat.

Nadorové buriky a k nim pfilehlé Casti respiraéniho epitelu vykazuji zvySenou expresi celé
fady rustovych faktor( a regulatorovych peptidl a jejich receptort a zajistuji tak rozli€né autokrinni
a parakrinni stimulaéni zpétné vazby pro dal$i rist nadorovych bunék (Viallet V. a Sausville E.
A., 1996). Mezi onkogeny ucastnici se patogeneze karcinomu plic patfi geny C-MYC (zejména u
SCLC) & KRAS (u 10 az 20 % vSech karcinomu, zejména adenokarcinomu). Vyznamnou ulohu
hraje zvySena exprese genu CCDN1 kodujiciho cyklin D1, genu BCL-2 a mutace v rodiné ERBB
genu, jako napf. EGFR (kddujici receptor pro epidermalni rdstovy faktor) a HER2/neu. Z tumor
supresorovych gent jsou to pfedevsim geny TP53 (17p13), RB (13q14), p16™*** (9p21) a nové
kandidatni TSG v rlznych chromozomalnich oblastech, zejména na kratkém raménku 3.
chromozomu (3p14.2, FHIT gen; 3p21, RASFF1A a FUS-1 geny; 3p22-24, BAP-1 gen) a
chromozomech 8qg21-23, 18q a 22p (Minna J. D. et al., 2002). Kromé téchto zmén ma vyznam téz
geneticka nestabilita kritickych oblasti chromozom, jako je napf. zména v po¢tu mikrosatelit(
neboli kratkych repetitivnich sekvenci (STR - short tandem repeats) (Z6échbauer-Miller S. a Minna
J. D., 2000).

VSem histologickym typlm karcinomu plic jsou spole¢né tfi ¢asté aberace. Prvni z nich

zahrnuje mutace genu TP53, ktery koduje protein p53 s antiproliferaéni uUlohou zejména

16



v odpovédi na genotoxické stresy. Inaktivujici mutace TP53 vznikaji ve velmi Casnych stadiich
karcinogeneze az u 50 % NSCLC a pfes 70 % SCLC (Pfeifer G. P. et al., 2002). DalSi ¢astou
genetickou zménou je postiZeni signalni drahy kontrolujici tumor supresorovy gen RB, kodujici Rb
protein, ktery plsobi jako regulator pfechodu G1 do S faze buné&ného cyklu. Nej¢astéji se jedna o
ztratu exprese RB genu &i vyfazeni (,silencing®) genu CDKN2A kédujiciho p16™“** hypermetylaci
promotoru ¢&i ztratou heterozygozity na chromozomu 9p21, event. nadmérnou expresi genu
CCDN1 koédujiciho cyklin D1. Tyto geny pusobi ve vzajemné navaznosti v kaskadé kontrolujici
inaktivaci Rb proteinu fosforylaci a jejich zmény maji v zasadé podobné funkeni dopady.
Mechanismus poruchy regulace této drahy je v3ak odlisny u SCLC a NSCLC (Brambilla E. et al.,
1999). U neuroendokrinnich karcinom( je pfitomna ztrata exprese Rb proteinu v disledku
inaktivujici mutace genu RB v 80 % az 100 % pfipadi, zatimco exprese p16™ ** a cyklinu D1 je
normaini. Naopak u NSCLC se tento mechanismus uplatriuje pouze v 15 % pfipadd a hlavni roli
hraje inaktivace p16™“** (az u 70 % SCC) (Yokota J. a Kohno T., 2004). Koneéné velmi éastou
genetickou zménou pfitomnou az v 80 % SCLC i NSCLC je ztrata heterozygozity (LOH, loss of
heterozygosity) na kratkém raménku 3. chromozomu (Lu Y. J. et al, 1999). Zde se nachazi nékolik
potencialnich TSG, napf. gen FHIT (kodujici protein s ADP hydrolazovou aktivitou s moznymi
intracelularnimi funkcemi v regulaci replikace DNA a bunécné odpovédi na stres), RASSF1
(kodujici protein s ulohou v kontrole aktivity ¢len rodiny RAS onkogenu) ¢i SEMA3B (koédujici
semaphorin 3B ucastnici se vyvoje neuronalnich a epitelialnich tkani) (Yokota J. a Kohno T.,
2004). Vyznam téchto genu v karcinogenezi je zatim nejasny, nicméné jejich exprese v nadorech
Casto chybi. VySe zminéné geny na chomozomu 3p jsou zfejmé& Castym cilem epigenetickych
zmeén vlivem dosud ne zcela objasnénych mechanismu, nebot v nadorovych burnkach Casto
zUstavaji rezidualni, oc€ividné intaktni alely.

Dalsi genetické zmény pozorované u SCLC a NSCLC jsou do jisté miry odliSné, stejné tak
jsou zmény pfitomné v SCC odlisné od zmén v adenokarcinomech. Pies 80 % SCC exprimuje
napf. EGFR protein (Franklin W. A. et al., 2002), oproti tomu exprese HER2/neu a aktivacni
mutace KRAS, které jsou Casté u adenokarcinom(, jsou u SCC relativné vzacné (Hirsch F. R. et
al., 2002). VétSina SCC vykazuje LOH velkych useku 3p, zaujimajicich témér celé kratké raménko
chromozomu, zatimco v adenokarcinomech a preinvazivnich lézich SCC jsou useky LOH malé,

multifokalni a zacinaji v centralni oblasti 3p21 (Wistuba I. I. et al., 2000).

2.1.4 Molekularni podstata prekanceréznich lézi SCC

Prestoze je znama cela fada molekularné genetickych zmén vyskytujicich se u invazivnich
plicnich karcinomu, o zménach predchazejicich jejich vzniku a mechanismech karcinogeneze vime
stale relativné malo. V poslednich letech byly zvefejnény studie zabyvajici se molekularni

charakterizaci preinvazivnich lézi vedoucich pfedevdim k SCC a adenokarcinomu a mnoho
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z téchto genetickych zmén bylo prokazano jiz v normalnim bronchialnim epitelu kuraku (Wistuba I.
I. etal., 2002).

U SCC jsou LOH nejCastéjSi a mnohotné na chromozomu 3p (3p21, 3pl4, 3p22-24 a
3p12), kde je lokalizovana cela fada TSG (RASSF1A, FUS1, LIMD1, SEMA3B, SEMA3F, FHIT a
RARB). LOH zde vznika jeSté v normalnim epitelu v inicialnim stadiu prekanceréznich zmén. Dale
nasleduje LOH na 9p21 (p16™“?) a pozdé&ji jsou popsany zmény v oblastech 8p21-23, 13q14 (RB)
a 17p13 (TP53). VSechny popsané déje probihaji jesté pred histologicky patrnym stadiem
dysplazie (Wistuba I. I. et al., 1999 a 2000). LOH proto mohou byt zjiStény i v histologicky
normalnim epitelu kufakd a nemusi nutné znamenat zvySené riziko vzniku invazivniho karcinomu.
SpiSe indikuji genetické poSkozeni spojené s koufenim (Wistuba I. I. et al., 1997). V dysplastickych
lézich jsou Casté aneuploidie DNA, a to zejména v pfipadech tézké dysplazie (Jonsson S. et al.,
2008). Tyto zmény jsou progresivni a pokrocilé nadory jiz €asto maji kompletni ¢i parcialni ztraty
chromozomalnich ramének, zatimco prekurzorové léze vykazuji spiSe fokalni LOH. Oproti tomu
ztrata alely na 5921 (APC-MCC) je zjistitelna az ve stadiu CIS, mutace TP53 vznikaji v riznych
stadiich rozvoje prekancerozy (Wistuba I. |. a Gazdar A. F., 2006). Drobné okrsky se ztratou alel
(LOH) jsou €asto mnohotné a pretrvavaji dlouhodobé po zanechani koureni.

Dulezitym mechanismem inaktivace TSG je rovnéz epigeneticka hypermetylace jejich
promotord, jako napf. metylace p16™*® (CDKN2A/ARF lokus na 9p21), ktera se téz vyskytuje
v Casnych lézich s frekvenci stoupajici béhem histologické progrese od hyperplazie rezervnich
bunék (17 %) pfes dlazdicobunétnou metaplazii (24 %) po CIS a invazivni karcinom (50 - 75 %)
(Belinsky S. A. et al., 2007). Detekce takovych zmén ve vzorcich sputa by mohla mit prediktivni
hodnotu v identifikaci kufakl se zvySenym rizikem vzniku karcinomu plic (Baryshnikova E. et al.,
2008). Dal8imi molekularné genetickymi zmé&nami vyskytujicimi se v SCC a detekovanymi jiz
v prekanceréznim stadiu jsou mutace, amplifikace, chromozomalni pfestavby a epigenetické
modifikace (napf. hyperexprese) onkogenl PIK3CA a C-MYC (Brambilla E. a Gazdar A., 2009).

2.1.4.1 Ztrata heterozygozity - LOH

Ztrata heterozygozity (Loss of Heterozygosity = LOH) v bufice obecné znamena ztratu
normalni funkce jedné alely na specifickém lokusu genu, jehoz druha alela jiz byla v minulosti
inaktivovana. V onkogeneze muze dojit k LOH v pfipadé, pokud somaticka burika obsahuje pouze
jednu kopii alely zatim funk&niho TSG. Ke ztraté alely dochazi nasledkem nondisjunkce v prub&hu
mitozy, segregace béhem rekombinace Ci delece chromozomalniho useku. LOH se stane kritickou
v momenté, kdy ve zbylé alele dojde k bodové mutaci, ktera TSG inaktivuje, coz muze vést
k iniciaci patologickych pochodl v burice a v dusledku toho k nadorové transformaci. LOH (resp.
ztrata mikrosatelitni alely) je ¢astou genetickou Iézi v mnoha solidnich nadorech (Lasko D. et al.,

1991) a mapovani specifickych chromozomalnich oblasti vyskytu LOH a identifikace
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mikrosatelitnich expanzi a deleci pomaha rozpoznat cilové geny, jejichz ztrata ¢i amplifikace je
nutna k bunécné transformaci (Sidransky D., 1997).

Ztraty delSich chromozomalnich Usekl jsou detekovatelné cytogenetickymi metodami,
zatimco k detekci ztraty mensiho mnozZstvi genetického materidlu je tfeba pouzit rizné sondy,
které jsou specificky komplementarni k useku chromozomu se suspektnim TSG. Diky vysokému
stupni polymorfismu a vyskytu vrozsahu celého genomu jsou vhodnymi markery LOH
mikrosatelitni DNA lokusy Ci kratké repetitivni sekvence (STR, short tandem repeat) (Mao L. et al.
1996). Po amplifikaci DNA jsou v normalnich somatickych bunkach v daném lokusu patrné dvé
alely (tj. heterozygozita), znacici polymorfismus na paternalnim a maternalnim chromozomu,
zatimco v bunkach nadorovych je alela pouze jedna (nebot druha byla ,ztracena®) (Cacev T. et al.,
2006).

NejcastéjsSi a nejCasnéjsi zmény u karcinomu plic jsou LOH oblasti na chromozomu 3p, 9p
a 17p (viz vyse). U karcinomu plic a bronchialnich preneoplastickych |ézi byly rovnéz hledany
defekty v oblastech gend zodpovédnych za opravy replikacnich chyb v DNA, tzv. ,mismatch repair
gent” (3p21 pro hMLH1, 2p15-p22 pro hMSH2 a 2g31-33 pro hPMS1). Zmény typu LOH v téchto
lokalizacich byly zjistény v hereditarnich i sporadickych karcinomech tlustého stfeva, endometria,
ovaria a jinych primarnich lokalizaci (Gafa R. et al., 2000; Geisler J. P. et al., 2003; Stefansson I. et
al., 2002). Data tykajici se karcinomu plic a bronchidlnich preneoplastickych l|ézi jsou stale
limitovana (Woenckhaus M. et al., 2003; Hirao T. et al.,, 2001; Xinarianos G. et al. 2000).
Pfitomnost TSG v telomerické oblasti chromozomu 11 (11p15.5) je téz v popfedi zajmu, nebot
LOH v této oblasti byly detekovany v celé fadé malignit v€etné karcinomu mammy a NSCLC
(Rasio D. et al., 1995; Tran Y. K. a Newsham H., 1996).

2.1.4.2 Telomery a hTERT

Telomery byly poprvé popsany v roce 1930 Hermannem Mullerem, ktery si povSimnul jejich
zvlastnich vlastnosti a pojmenoval je podle jejich pozice na koncich chromozomu ,telomery* (z
feckého telo = konec a mere = cast). Telomery jsou nukleoproteinové komplexy na koncich
chromozomU eukaryotickych bunék, které slouzi k jejich stabilizaci a brani jejich vzajemné fuzi a
natraveni exonukledzami (McKnight T. D. a Shippen D. E., 2004). V pfipadé lidskych chromozomu
sestavaji ze 300 nasobného az 8000 nasobného opakovani sekvence TTAGGG (Vega L. R. et al,,
2003). Béhem kazdého buné&cného déleni dochazi v disledku nekompletni replikace DNA
polymerazou ke zkracovani telomer pfiblizné o 50 az 200 parG bazi na jedno bunécné déleni
(Henderson E. H., 1995). Kritické zkraceni telomer omezuje proliferaci bunék a vyvola apoptozu i
senescenci bunky, nebot’ plsobi obdobné jako poskozena DNA na aktivaci tumor supresorového
genu TP53 (Hastie N. D. et al.,, 1990). B&hem ¢Casnych fazi karcinogeneze vedou onkogenni
stimuly ke zvySené replikaci DNA, tudiz dochazi ke zkracovani/opotfebovani telomer a dalSimu
poskozeni DNA (Lantuejoul S. et al., 2007).

19



Za syntézu repetitivnich telomerickych Usekl je zodpovédny ribonukleoproteinovy komplex
zvany telomeraza (Greider C. W. a Blackburn E. H., 1985). Lidska telomeraza se sklada z RNA
komponenty (RNA component human telomerase reverse transcriptase — hTERC), ktera slouzi
jako templat k elongaci telomer pomoci proteinové katalytické komponenty s funkci reverzni
transkriptazy (human telomerase reverse transcriptase - hTERT), a dalSich stabilizaCnich proteinu
jako napf. dyskerinu (Artandi S. E. a DePinho R. A., 2010). Pravé katalytickd podjednotka
predstavuje limitujici faktor telomerazové aktivity. Jeji exprese je v dospélosti omezena na
proliferujici bunky, tj. bunky zarode¢né a kmenové, fibroblasty a aktivované lymfocyty (Kim N. W.
et al., 1994; review Bayne S. a Liu J. P., 2005). Vétdina somatickych tkani vykazuje
nedetekovatelné & minimalni hladiny telomerazové aktivity. Obnoveni jeji exprese je nutné pro
neomezenou proliferaci bunék nadorovych (Holt S. E. a Shay J. W., 1999), kterym navic ¢asto
chybi kontrolni body regulované p53 a Rb proteiny. Tato geneticka nestabilita vede ke vzniku
novych genetickych abnormalit a dale tak podporuje progresi nadorového rdstu. Mechanismy
reexprese telomerazy v prubéhu karcinogeneze nejsou dosud zcela znamy. Dochazi k nim na
urovni trankripce pfes promotor hTERT aktivovany prostfednictvim proteind c-Myc, Mad/Max a
SP1. Pfes 80 % v8ech malignich nadorli, v€etné SCLC a NSCLC, vykazuje zvySenou
telomerazovou aktivitu (Hiyama K. et al., 1995), zatimco u nenadorovych bunék je telomeraza
aktivni u méné nez 0.5 % bunék (Shay J. W. a Bacchetti S., 1997). Pfestoze nékteré in vitro &i in
vivo studie neprokazaly souvislost mezi telomerazovou aktivitou a nadorovym bujenim a navic
ukazaly pfitomnost jeji aktivity v normalnich regenerujicich burikach (Belair C. D. et al., 1997),
vétSina z nich pfimy vztah mezi aktivitou telomerazy a malignim bujenim potvrzuje (Herbert B. et
al., 1999; Shay J. W. a Bacchetti S., 1997). Méfitelné hodnoty byly pozorovany téz v krevnim séru
a v moci pacientl s malignitou (Hess J. L. a Highsmith W. E. jr., 2002; Meid F. H. et al., 2001). To
by mohlo mit pomérné velky vyznam v klinickém testovani jako neinvazivni a cenové vyhodna

metoda pro ¢asnou detekci a monitoraci nadorového onemocnéni.

2.1.5 Moznosti ¢asné detekce SCC a jeho prekanceréznich lézi

Karcinom plic je teoreticky vhodnym cilem skriningovych opatfeni, nebot se jedna o
onemocnéni relativné Casté, ma dlouhou preklinickou fazi a v pfipadé jeho Casné diagnostiky
existuje potencialné kurativni 1é€ba. Navic je znama naprosta vétSina cilové rizikové populace,
kterou tvofi kufaci a byvali kufaci (Warner E. et al., 2010).

Jednou z moznych skriningovych metod je opakované cytologické vySetfeni sputa, které je
sice vysoce specifické pro detekci centralnich lézi, nicméné je malo senzitivni. Alternativnim
pfistupem mize byt vySetfeni pocitaCovou tomografii s nizkou intenzitou zafeni (low dose CT),
které je schopné odhalit malé, zejména periferni Iéze (Warner E. et al., 2010). Zda uvedeny postup
povede ke snizeni mortality, je mimo jiné pfedmétem pravé probihajicich klinickych studii. Jednim

z omezeni CT vySetfeni je limitovana detekce centralnich 1ézi (McWilliams A. et al., 2003), které
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jsou charakteristické pro SCC a SCLC. Nejlepsi metodou k detekci asnych lézi trachey a velkych
bronchu proto zustava klasické bronchoskopické vySetfeni bilym svétlem (WLB), které dokaze
autofluorescencni bronchoskopie (AFB), vyuZivajici fialoveho ¢i modrého svétla a specialnich
senzort ke snimani autofluorescence (viz Material a metody), ktera je schopna zobrazit léze
velikosti az kolem 0.5 mm (Lam S. et al., 2000).

Diky zavedeni téchto skriningovych pfistupl v diagnostice karcinomu plic mohou byt
detekovany jiz léze odpovidajici dlazdicobunééné dysplazii a CIS (Kennedy T. C. et al., 2001;
Loewen et al., 2007). Kone¢nou snahou je tyto premaligni 1éze odhalit a eradikovat dfive, nez se
transformuji v invazivni karcinom. Pravé ve fazi karcinomu in situ pfipadné& mikroinvazivniho
karcinomu je patrny nejvétsi potencialné kurabilni pfinos ¢asné detekce, nebot 5-tileté preziti takto
postizenych lé€enych pacientl pfesahuje 90 %. Otazkou v8ak i nadale zustava, jak by tyto léze
mély byt oSetfeny — zda chirurgickou resekci, radikalni externi radioterapii ¢i endobronchialné
nebo naopak jen konzervativné sledovany. Proto je nutné rozvinout vhodné molekularné genetické
metody ke stratifikaci pacientll podle zavaznosti [éze a ke zvoleni vhodné terapie. Klinické studie
na tomto poli mohou vést kidentifikaci novych diagnostickych i prognostickych genetickych
markert, které by pomohly vindikaci urCité formy chemopreventivni terapie s naslednym
sledovanim pacientl pomoci AFB.

Cilem skriningového programu by mélo byt snizeni po¢tu umrti na karcinom ve sledované
populaci. Sou€asné lege artis postupy vS8ak nedoporucuji Zadnou z dosud zkoumanych strateqii,
nebot se pfes opakovana radiograficka vySetfeni hrudniku &i cytologii sputa nepodafilo prokazat
jejich pfinos ke snizeni mortality karcinomu plic (Humphrey L. L. et al., 2004; Guessous |, 2007;
Gomez M., Silvestri G. A., 2008). Taktéz podle aktualniho doporu€eni US Preventive Services
Taskforce (USPST) neexistuji dikazy pro €i proti skriningu karcinomu plic (Summaries for patients.
Screening for lung cancer: recommendations from the U.S. Preventive Services Task Force.
2004).
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2.2 MEZOTELIALNi NADORY PLEURY

2.2.1 Mezotelialni nadory pleury — klasifikace

Naprostou vétSinu nadorovych mezotelidlnich proliferaci pleury pfedstavuje difuzni maligni
mezoteliom (MM) riznych histologickych typl (panel €. 3), ktery byva Casto nazyvan ,maligni

mezoteliom* &i ,mezoteliom®. Ostatni nadory, jejichz biologické chovani je pfiznivéjsi, jsou raritni.

Panel 3
WHO histologicka klasifikace mezotelialnich nadora pleury (Travis W. D. et al., 2004) — zjednodu$eno.

Difuzni maligni mezoteliom
Epiteloidni
Sarkomatoidni
Desmoplasticky
Bifazicky

Lokalizovany maligni mezoteliom

Jiné nadory mezotelialniho plvodu
Dobfe diferencovany papilarni mezoteliom
Adenomatoidni nador

Epiteloidni mezoteliom obvykle vykazuje morfologicky epiteloidni rysy s eozinofilni
cytoplazmou a relativné svétlym jadernym chromatinem, bez napadné&;jsi mitotické aktivity. V nizce
diferencovanych tumorech je pleomorfie vyraznéjsi a mitézy jsou Casté. Nadorové buriky mohou
rist tubulopapilarné, mikroglandularné ¢i solidné. Vzacnéji nachazime varianty malobunécné,
svétlobunécné ¢&i deciduoidni. Nadory s anaplastickymi €i obrovskymi nadorovymi burikami jsou
nazyvany pleomorfni. Fibrézni nadorové stroma mulze byt relativné chudé &i naopak hojné,
s kolisajici bunécnosti, nékdy myxoidné zménéné. V takovych pfipadech jsou nadorové buriky
uloZeny v extracelularni matrix, ktera je tvofena hyaluronatem a vykazuje pozitivitu v barveni
alcianovou modfi. Jednotlivé vySe popsané varianty epiteloidnino MM vSak nemaji z klinického
hlediska Zadny prognosticky vyznam, a proto neni jejich bliZSi subklasifikace nutna.

Sarkomatoidni mezoteliom je varianta MM tvofena vietenitymi bufikami uspofadanymi
nahodile €i ve svazcich pfipominajicich fibrosarkom, event. v pfipadech s vyraznou pleomorfii
maligni fibrézni histiocytom. Méné Casto se mohou v sarkomatoidnim MM vyskytovat oblasti
podobné osteosarkomu & chondrosarkomu. Jednim 2z obzvlasté agresivnich podtypa
sarkomatoidniho mezoteliomu je mezoteliom dezmoplasticky, ktery je tvofeny denznim kolagennim
vazivem a vmezefenymi nadorovymi burikami.

Bifazicky mezoteliom je termin pouzivany v pfipadech, kdy je v nadoru tvofeném epiteloidni
i sarkomatoidni komponentou jedna z téchto slozek pfitomna v minimalné 10 % objemu nadorové

tkané.
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2.2.2 Difazni maligni mezoteliom
2.2.2.1 Epidemiologie, etiologie a patogeneze

MM je vzacné onemocnéni s vysokou letalitou, které je etiologicky ve vice neZz 90 %
pfipadu spojeno s expozici azbestu (McDonald J. C. a McDonald A. D., 1996). NejCastéji se
vyskytuje jako nemoc z povolani u hornikl, zaméstnanclt lodénic s prekladistém materialu
obsahujiciho azbest nebo tovaren pfimo azbest zpracovavajicich. U neprofesionalni expozice se
jedna o obyvatele bydlici v blizkosti dolt na azbest €i tovaren azbest zpracovavajicich. Prvni
pfipad MM byl popsan v roce 1947 a od Sedesatych do osmdesatych let 20. stoleti, kdy doslo
k rozvoji primyslu pouzivajiciho azbest, se vyskyt maligniho mezoteliomu zvysil u muzt 3,5krat a
u zen 1,4krat (Boutin C. et al., 1998). | nadale dochazi zejména v Evropé a Australii k vzestupu
jeho incidence. Maximum vyskytu se z duvodu latence mezi expozici azbestu a vznikem MM (20
az 40 let) predpoklada kolem roku 2020 (Robinson B. W. a Lake R. A., 2005). Teprve po této dobé
se zacCne projevovat priznivy vliv opatfeni zavedenych v sedmdesatych letech 20. stoleti
regulujicich spotfebu a vyuZiti azbestu (Peto J. et al., 1999).

Stfedni doba preziti nemocnych s MM ¢€ini 9 az 12 mésicu (Robinson B. W. et al., 2005),
bez l1éCby pak pfiblizné 6 mésicu (Ismail-Khan R. et al., 2006). Jeho letalita dosahuje 100 %, i kdyz
nelze vyloucit, Z2e nékteré &asné zachycené nadory je mozZné vylécit multimodalni terapii,
sestavajici z extrapleuralni pneumonektomie s naslednou chemo- a radioterapii. Pleuralni MM se
vyskytuji pfevazné u pacientd nad 60 let véku, nicméné vékova distribuce je Siroka a jsou znamy i
pFipady vyskytu tohoto nadoru u détskych pacientt. Dle WHO bulletinu (Delgermaa V. et el., 2011)
Cini celosvétova vékové specificka mortalita MM 4,9/1 000 000 obyvatel s pfevahou vyskytu
v muzské populaci (muzi vs. Zzeny 3,6:1), pfi€emz nejvysSi incidence byla zaznamenana v Australii
(16/1 000 000) a v Evropé (7,2/1 000 000). Co se tyCe anatomické lokalizace, vyrazné prevazuje
postizeni pleury nad lokalizaci peritonealni, perikardialni a jinou (86,0 %, 11,8 %, 0,6 %, resp. 1,5
%) (Pass H. I. et al., 2005).

Ve vétsiné rozvinutych zemi je vznik pleuralnino MM spojen s expozici azbestu. Azbest je
mineral ze skupiny silikatl, které se v pfirodé vyskytuji ve dvou hlavnich formach jako serpentiny
(chrysotil) a amfiboly (krocidolit a amosit). Spole€nou vlastnosti vSech azbestovych mineralu je
jejich vlaknita struktura, pfi niz délka mnohonasobné& pfevySuje pramér. Zakladni fibrily maji
pramér od 0,02 ym (chrysotil) do 0,1 ym (krocidolit), ale délka viaken mize dosahovat az desitky
milimetrd. Karcinogenni Uc€inek azbestu je dusledkem jeho fyzikalnich vlastnosti. Nejvice
kancerogenni jsou formy amfibolické, zejména krocidolit (Hodgson J. T. a Darnton A., 2000).
Dlouha a odolna azbestova vlakna se dostavaji s vdechovanym vzduchem do distalnich dychacich
cest a do alveoll. Organismus neni schopen eliminovat azbestova viakna delSi nez 15 um
mukociliarnim transportem ¢&i fagocytézou alveolarnimi makrofagy. Dochazi k aktivaci makrofaga,
lyzosomalnich enzymu a cytokind, jejichz prostfednictvim se rozviji chronicka zanétliva reakce az

fibor6za. Azbestova vlakna deponovana v plicnich alveolech vykazuji pleurotropii, tj. migruji
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k pleufe, akumuluji se subpleuralné a pfi zméné normalniho transpleuralniho tlaku i pfimo
v pleuralni dutiné (Miserocchi G., 1997). Mezotelové buriky jsou az 10krat citlivéjSi k poSkozeni
azbestem nez epitelialni bronchialni buriky. Azbestova vlakna v nich indukuji uvolnéni volnych
kyslikovych radikalt poskozujicich DNA, zpUsobujicich mutagenezi a zvySenou expresi nékterych
onkogenu (c-fos, c-jun) &i supresi tumor supresorovych gentl (FUS1/TUSC2) (lvanova A. V. et al.,
2009). Tyto transformované bunky dale produkuji cytokiny sniZujici protinadorovou
obranyschopnost organismu.

Z populace exponované azbestu nicméné v prabéhu let vyvine MM pouze mala cast
jedincu (zhruba 5 %). Pouha expozice tomuto mineralu tedy neni dostate€nym podnétem ke vzniku
nadorového bujeni (Carbone M., 2005). Proto jsou zkoumany dalSi faktory, které ve spojeni s
expozici azbestu vedou ke vzniku MM. UvaZuje se pfedevSim o genetické predispozici, coz
doklada pozorovani rodin pacientdl s MM indukovanym v pfirodé se vyskytujicim mineralem
erionitem v Turecku. DalS§im zkoumanym rizikovym faktorem je infekce virem SV40 (Simian
monkey virus), kterym byly kontaminovany vakciny proti poliovirdm v letech 1955 az 1962, coz
vedlo k rozSifeni tohoto viru mezi miliony lidi v riznych oblastech svéta. Nékteré studie prokazaly
CastéjSi vyskyt DNA sekvence viru SV40 v urcitych typech nador(, véetné mezoteliomu (Vilchez R.
A. et al., 2003; Gazdar A. F. a Carbone M., 2003). Dle plvodnich zjisténi SV40 indukuje tvorbu
zlom( DNA v mezoteliich a virovy antigen Tag inaktivuje funkci tumor supresorovych genu TP53 a
RB a vede ke vzniku chromozomalnich aberaci (Barbanti-Brodano G. et al., 2004). Tato
pozorovani vSak nebyla v nékolika novéjSich studiich potvrzena a rovnéz epidemiologické studie
nezaznamenaly u populace oCkované kontaminouvaou vakcinou vyznamné vysS8i riziko vzniku
maligniho nadorového onemocnéni (Manfredi J. J. et al., 2005; Engels E. A. et al., 2003). Role
latentni infekce SV40 v rozvoji mezoteliomu tedy zUstava nejasna.

Burika puvodu (,cell of origin®y MM dosud neni znama. Podle tradi¢ni teorie tento nador
vznika z povrchovych mezotelii, nicméné nékteré studie poukazuji na mozny plvod
v submezotelialni vrstvé bunék, které se diferencuji rGznymi sméry. MM se pravdépodobné vyviji
pFes in situ stadium. Neexistuji vSak zatim Zadna spolehliva histologicka kritéria, ktera by odlisila
léze potencialné pfedstavujici in situ mezoteliom od atypickych benignich reakci, a proto jsou Cisté
povrchové proliferace mezotelu bez pfitomnosti infiltrativniho rdstu nazyvany atypickou

mezotelialni hyperplazii.

2.2.2.2 Genetické a molekularni zmény

V burikach MM se vyskytuji zmény v celé fadé mitogennich signalizaCnich drah, jakoz i
poruchy kontroly buné&ného cyklu a nadmérna exprese vétsiny znamych genl zodpovédnych za
radio- a chemorezistenci (Rge O. D. et al., 2009; Mossman B. T. et al.,, 2013). Karyotypické
analyzy a komparativni genomova hybridizace ukazaly, Ze veétSina mezotelioml vykazuje

mnohotné chromozomalni odchylky. Byly identifikovany urcité oblasti se ztratou genetického
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materialu, a to zejména delece 1p21-22, 3p21, 4q, 6q, 9p21, 13913-14 a 14q, nicméné zadna ze
zkoumanych zmén neni diagnosticka. Méné Casté je zmnoZeni genetického materialu, napf.
v oblastech 1q, 5p, 7p, 8922-24 a 15g22-25 (Testa J. R. et al., 2001). Nej¢astéji pozorovanymi
nalezy je inaktivace TSG negativné regulujicich cyklin D1, napf. homozygotni delece ¢i mutace
genu neurofibromatézy (NF2) na chromozomu 22912, které jsou pozorovany az u 50 % MM
(Bianchi A. B. et al., 1995), ¢i homozygotni delece a metylace promotoru CDKN2A/ARF lokusu
v oblasti 9p21 s TSG p16™**® a p14*~F, pfitomné az u 70 % MM (Lee A. Y. et al., 2007; Altomare
D. A. et al, 2011). Mezoteliomové bunécné linie maji vétSinou navic fosforylované c&etné
receptorové tyrozinkinazy, nejvyraznéji EGFR a MET. Aktivace onkogenl bodovymi mutacemi Ci

amplifikaci vSak u MM, na rozdil od karcinomu plic, prokazana nebyla (Sekido Y., 2010).

2.2.2.3 Histologicka a imunohistochemicka diagnostika

MM patii mezi nadory, jejichz histologicka diagnostika je na zakladé morfologie samotné
v nékterych pfipadech velmi obtizna. Diagnéza MM musi byt vzdy zaloZzena na vysledcich
adekvatniho bioptického vySetfeni v kontextu s odpovidajicim klinickym, radiologickym a
chirurgickym nalezem. V pfipadé pleuralniho MM je vétSinou k dispozici biopsie pleury ziskana
pomoci videotorakoskopie. V nékterych pfipadech je postacujici cytologie pleuralniho vypotku, i
kdyz riziko diagnostického omylu je zde pomérné vysoké (Henderson D. W. et al., 2013).
Schopnost mezotelovych bunék vystylajicich serdézni povrchy ménit svou morfologii je Casto
zachovana i v mezotelovych nadorech. Existence rliznych morfologickych variant MM tak pfispiva
k obtiznosti diagnostiky. V prvni fadé muze byt problematické odlisit epiteloidni elementy MM od
bunék adenokarcinomu rGzného primarniho zdroje. Ve druhé fadé je cytologicky velmi naro¢né az
nemozné odlisit MM od benigni mezotelialni hyperplazie s reaktivnimi atypiemi. Buiky MM totiz
vykazuji cytologické nepravidelnosti razného stupné od pleomorfnich az po elementy blandniho
vzhledu, naopak benigni mezotelie mohou nabyvat rysu jinak spojenych s malignitou (pleomorfie,
mitoticka aktivita, zvySena bunéénost).

Z divodu morfologické podobnosti mezi zminénymi jednotkami je tfeba pouzit pomocné
diagnostické metody, mezi néz patfi barveni histochemickymi a imunohistochemickymi metodami,
elektronova mikroskopie, pfipadné molekularni vySetfeni. V diagnostické oblasti hraje v dnesni
dobé primarni roli vySetfeni imunohistochemické, zejména pak v odliSeni epiteloidniho MM od
adenokarcinomu metastazujiciho na pleuru. Rovnéz se objevuji snahy imunohistochemicky odlisit
reaktivni mezotelialni proliferace od nadorovych (reaktivni mezotelialni hyperplazii od epiteloidniho
MM a fibrézni pleuritidu od dezmoplastické varianty sarkomatoidniho mezoteliomu), nicméné
vysledky téchto studii prozatim nevedly k jednoznaénym zavéram (Henderson D. W. et al., 2013).

Diferencialni diagn6za obecné zavisi na zakladnim histologickém typu MM. Diferencialni
diagnéza epiteloidniho MM zahrnuje karcinomy (zejména primarni plicni adenokarcinomy dci

metastatické adenokarcinomy extrapulmonalniho zdroje) (obr. 2) a dalSi epiteloidné rostouci
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nadory. Diferencialni diagnostika sarkomatoidniho MM zahrnuje sarkomy, sarkomatoidni karcinom
a jiné vietenobunéné nadory. Diferencialni diagnostika bifazického MM zaujima ostatni smiSené a
bifazické nadory jako napf. synovialni sarkom nebo pneumoblastom. V dobé pfed zavedenim
imunohistochemického vySetfeni do rutinni praxe zaCatkem 90. let 20. stoleti a pfed érou relativné
vysoce specifickych protilatek pro diagnostiku MM bylo velmi obtizné & dokonce nemozZné jej

odlisit od uvedenych malignich nadort jiného pavodu.
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Obr. 2 Epiteloidni maligni mezoteliom s tvorbou tubularnich/acinarnich formaci,
morfologicky obtiZzné odliSitelny od adenokarcinomu (HE; 400x).

NejCast&jSim histologickym typem je MM epiteloidni, jehoz varianty (zejména tubularni a
papilarni) musi byt odliSeny od adenokarcinomi metastazujicich na pleuru a to zejména primarné
plicnich adenokarcinomu. Nejprve byly k odliSeni adenokarcinomi a MM k dispozici protilatky
reagujici s antigeny exprimovanymi adenokarcinomy, jako napf. karcinoembryonalni antigen
(CEA), Ber-EP4 ¢i B72.3 (TAG-72) a novéji pak MOC-31. Koncem 90. let byly vyvinuty protilatky
proti cytokeratinu 5/6 (CK 5/6), WT1 (Wilms tumor protein 1) a calretininu (Ordonez N. G., 1998),
vroce 2005 pak proti podoplaninu/D2-40 (Chu A. Y. et al.,, 2005). Tyto pro MM specifi¢téjsi
mezotelialni, tzv. pozitivni markery, spolu s markery karcinoma, tzv. markery negativnimi, které
s MM imunohistochemicky nereaguji, vyznamné pfispély ke zpfesnéni diagnézy MM (Ordofiez N.
G., 2013). Zadny z téchto markerd vak sam o sobé& neni dostate¢né spolehlivy, a v sou¢asné
dobé je proto k odliSeni epiteloidniho MM pleury a plicniho adenokarcinomu doporucovano vyuziti
kombinace minimalné dvou mezotelialnich a dvou ¢i vice epitelialnich (karcinomovych) markert
(Husain A. N. et al., 2009). Navic pro ur€eni primarné plicniho puvodu adenokarcinomu lze vyuzit
protilatky proti thyreoidalnimu transkripénimu faktoru-1 (TTF-1), ktery je exprimovan vyluéné
v alveolarnich pneumocytech a thyreocytech a v nadorech z nich odvozenych. Samoziejmosti je

pfizpusobeni téchto diagnostickych panell v pfipadech, kdy diferencialné diagnosticky pfipada
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v Uvahu jiny nador nez primarné plicni adenokarcinom. Pfehled protilatek vyuzivanych v ramci této

diferencialni diagnostiky je uveden v tabulce €. 2.

Tabulka 2
Prehled protilatek/antigend nej¢astéji vyuzivanych v imunohistochemické diagnostice maligniho
mezoteliomu a jejich struéna charakteristika.

monoklonalni protilatka reagujici s onkofetalnim antigenem M2A, povrchovym
D2-40 sialoglykoproteinem endotelu lymfatik, fetalnich zarodeénych bunék a nador( od nich
odvozenych a rovnéz bunék mezotelialniho ptivodu

polypeptid cytoskeletu bunék dlazdicového a pfechodniho epitelu a téz mezotelii, jeho

CK5/6 exprese je zachovana v MM
kalcium-vazici protein s ulohou v regulaci buné€ného cyklu (s antiapoptotickymi
calretinin vlastnostmi) a vlivem na homeostazu kalcia, hojny v centralnim i perifernim nervovém

systému a v neuronech senzorickych viaken, téz exprimovan v normalnich a nadorovych
mezoteliich

tumor supresorovy gen na chromozomu 11p13, kédujici represor transkripce gent pro
WT1 ristové faktory, jeho exprese je omezena na derivaty embryonalniho mezodermu (fetalni
ledvina, gonady, slezina, mezotel vystylajici coelomové dutiny)

monoklonalni protilatka reagujici s neznamym antigenem na viléznim povrchu mezotelii i

HBME-1 1 5inych bungk

rodina pfibuznych onkofetalnich glykoproteint v glykokalyxu povrchovych membran
CEA fetélnich bunék, v dospélosti pfitomny v epitelialnich nadorech, zejména
adenokarcinomech gastrointestinalniho traktu

monoklonalni protilatka reagujici s epitelialnimi antigeny neznamé funkce, pfitomnymi na
MOC-31 povrchu normalnich &i nadorovych epitelovych bunék, véetné adenokarcinomu rizného
primarniho zdroje

monoklonalni protilatka reagujici s epitelialnimi antigeny neznamé funkce, pfitomnymi na
Ber-EP4 | povrchu normalnich &i nadorovych epitelovych bunék, véetné adenokarcinomu riizného
primarniho zdroje

B72.3 monoklonalni protilatka reagujici s cytoplazmatickym epitopem onkofetalniho glykoproteinu
(TAG-72) | (tumor-associated protein 72) exprimovaného u vétSiny adenokarcinom

tkanoveé specificky jaderny transkripéni faktor nutny pro normailni vyvoj thyreocytl a

TTF1 alveolarnich pneumocytl, exprimovany v nadorech odvozenych z téchto bunék

Sarkomatoidni MM jsou typicky pozitivni v prikazu Sirokospektrych cytokeratin(i, zarover
v8ak mohou byt pozitivni v prikazu vimentinu, aktinu, desminu ¢i S100 proteinu. Pouze Cast
pFipadu reaguje s protilatkou proti calretininu, event. s dalSimi mezotelialnimi markery. OdliSeni od
sarkomatoidniho karcinomu plic prorustajiciho na pleuru & metastazujiciho sarkomatoidniho
karcinomu ledviny tak muaze byt velice obtizné a imunohistochemické vySetfeni je v téchto

pfipadech nepfinosné.
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V posledni dobé si ziskala pozornost protilatka proti externi N-terminalni doméné
karboanhydrazy IX (CAIX). CAIX je jednou z 15-tiizoforem karboanhydraz, skupiny
metaloenzymu, které se ucCastni regulace pH pomoci katalyzy pfemény oxidu uhli¢itého na
bikarbonat a proton a které jsou zvy3ené& exprimovany za hypoxickych podminék pfes hypoxii
indukovany faktor 1a (HIF-1a). Hypoxie je dulezitym faktorem spojenym s rlstem rdznych
solidnich nador(, v€etné maligniho mezoteliomu (Klabatsa A. et al., 2006). Na molekularni urovni
jsou vlivem hypoxie regulovany rozlicné bunéCné pochody véetné proliferace, apoptézy,
angiogeneze, glykolyzy, kontroly pH, adheze a migrace, a kone¢né i nesmrtelnosti nadorovych
bunék, schopnosti invaze a metastazovani (Harris A. L., 2002). CAIX byla poprvé popsana v linii
malignich nadorovych bunék HelLa a puvodné pojmenovana MN protein (Pastorekova S. et al.,
1992). Funkéné tento enzym podporuje nadorovou progresi a umoznuje preziti nadorovych bunék,
nebot' je udrzovanim stalého pH chrani pfed hypoxii a acidézou. Promotor CAIX obsahuje tzv.
shypoxia response element” (HRE), ktery je fizen transkripénim faktorem HIF-1a (Wykoff C. C. et
al., 2000). Vétsinou tak distribuce exprese CAIX ve tkanich koreluje s oblastmi hypoxie, méfené
prostfednictvim exprese proteinu HIF-1a &i pomoci kyslikové elektrody. Imunohistochemicka
exprese CAIX je proto povazovana za potencialni marker hypoxie (Pastorekova S. et al., 2006).

Fyziologicka exprese CAIX je v dospélém organizmu omezena pouze na nékolik typu tkani
s distribuci omezenou na specializované bunky, které nemusi byt nutné hypoxické €i existovat
v kyselém prostfedi. Tkanémi exprimujicimi CAIX béhem lidského fetalniho vyvoje je coelomovy
epitel (mezotel) a jeho derivaty, nékteré epitelie v gastrointestinalnim traktu a buriky nachazejici se
v mistech vyskytu nékterych bunék kmenovych (napf. v kazi a v tlustém stfevé) (Liao S. Y. et al.,
2009). Ektopicka exprese CAIX byla popsana v celé fadé nadorovych bunélnych linii a
prokazatelné hypoxickych nador(, vychazejicich z délozniho hrdla, ovaria, ledviny, plice, jicnu,
mammy, tlustého stfeva a dalSich, kde byla pouzita jako endogenni marker hypoxie (Robertson N.
et al., 2004). S nékolika malo vyjimkami vykazovala CAIX expresi v okoli nekrotickych usek, tedy
v hypoxickych oblastech. Pfesna distribuce a vyskyt CAIX v mezotelialnich tkanich a nadorech od
mezotelu odvozenych a jejich mozné vyuziti (napf. jako marker mezotelu/MM ¢&i jako cilova
molekula pro terapeuticky zasah) nejsou zatim dostateéné prozkoumany. LepSi porozuméni
expresnimu profilu CAIX v téchto tkanich by mohlo vést k vyuziti inovativnich Ié€ebnych postupu u

pacientd s MM.
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3 OTAZKY A CILE PRACE

Cilem této prace je hlubSi poznani patogeneze a zpfesnéni diagnostiky malignich
onemocnéni plic a pleury, konkrétné dlazdicobunééného karcinomu plic a jeho prekancerdz a

difuzniho maligniho mezoteliomu pleury (MM).

Prvni Cast prace se zabyva studiem vybranych molekularné genetickych zmén
v bronchialnim epitelu kufakua, které by mohly pfedchazet fenotypickym zménam detekovatelnym
na urovni mikroskopického vySetfeni, a analyzou prekanceréznich 1ézi dlazdicobunééného
karcinomu plic, a to na urovni genotypu a fenotypu. Rovnéz je zkouman pfinos jedné z modernich
bronchoskopickych metod v diagnostice prekanceréz a Casnych stadii karcinomu plic. Konkrétni

cile byly definovany takto:

e porovnat vyskyt genetickych zmén (ztraty heterozygozity - LOH, exprese mRNA katalytické
podjednotky telomerazy - hTERT) v zavislosti na histologickém obraze, klinickych datech a
vysledku AFB/WLB vySetfeni

e zhodnotit pfinos AFB kombinované se standardni WLB oproti samotné WLB pro detekci
preneoplastickych zmén bronchialni sliznice (ij. dysplazie stfedniho a tézkého stupné a
karcinomu in situ)

e na zakladé vyse uvedenych vysledku potvrdit &i vyvratit nasledujici pracovni hypotézy:

o RozSifeni standardniho bronchoskopického vySetfeni o AFB zlepSi zachyt
premalignich a malignich zmén bronchialni sliznice.

o Pozitivni ndlez pfi AFB pfedchazi v procesu karcinogeneze mikromorfologickym
zménam bronchialni sliznice, coz je mozné prokazat molekularnim vySetfenim

,biomarkerd malignity*.

Ve druhé casti prace je naSim cilem zpfesnéni diagnostiky maligniho mezoteliomu (MM)
zejména v diferencialné diagnosticky obtiznych pfipadech. Dale se pokouSime posoudit vyznam

protilatky proti karboanhydraze 1X (CAIX) v diagnostice tohoto typu nadoru. Cilem prace tedy bylo:

e zpfesnit diagnostiku MM (ziskat spolehlivé diagnostikovany archivni material pro dalSi
studium MM, zejména s ohledem na diferencialni diagnostiku oproti adenokarcinomu
metastazujicimu na pleuru)

e zhodnotit jednotlivé pozitivni a negativni imunohistochemické markery MM pouzivané na

nasem pracovisti
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e na urovni proteinu pomoci imunohistochemie zhodnotit (v histologickém i v cytologickém
materialu) v malignich i benignich burikach mezotelialniho plvodu rozsah exprese CAIX,

jejiz porozuméni by mohlo vést k vyuziti inovativnich lé€ebnych postupl u pacientd s MM.

30



4 EXPERIMENTALNI CAST - METODIKA

4.1 Odbér a zpracovani materialu

Material pro molekularni &ast prace byl odebran na Pneumologické klinice 2. |ékafské
fakulty Univerzity Karlovy (2. LF UK) v Praze a Fakultni nemocnice v Motole (FNM) v ramci
kombinovaného vySetfeni pomoci konvenéni WLB a AFB Onco-LIFE systémem (Xillix
Technologies Corporation, Richmond, Kanada). Odbéry byly provadény v mistni Ci celkové
anestézii (obr. 3). Zaméfili jsme se na skupinu tézkych kurakd s FEV1 (usilovné vydechnutym
objemem vzduchu béhem 1. sekundy vydechu) pod 70 % normy. V nékterych pfipadech bylo
k bliz§imu posouzeni slizniCnich zmén béhem vykonu pfepinano mezi standardnim a
autofluorescenénim zobrazenim. Bioptické vzorky byly odebrany z mist, kde jedno nebo obé
vySetfeni byla suspektni z patologického nalezu. Dale byla provedena kontrolni biopsie z jedné &i
dvou oblasti bronchoskopicky normalni sliznice pfi WLB i AFB. Z kazdého mista byly odebrany dva
vzorky — jeden na histologické a jeden na molekularné genetické vySetfeni. Z vySetfeni jsme
vylou€ili pacienty s akutnim zanétem bronchialni sliznice &i s krvacenim, které dava pfi AFB
faleSné pozitivni vysledky. Dale byl od kazdého pacienta odebran vzorek periferni krve jako zdroj
pro analyzu konstituéni DNA. V8echny vzorky jsme zpracovali v Ustavu patologie a molekularni
mediciny 2. LF UK a FNM.

Obr. 3 Obraz z bronchoskopie bilym svétlem (WLB) (nahofe) a
digitalizovany obraz z autofluorescenéniho bronchoskopu
(AFB) (dole). AFB sbira in-vivo fluorescenéni signaly po
osviceni sliznice modrym laserem &i xenonem pfi vinové délce
460 nm a zobrazuje rozdily mezi suspektni (stfedni a t&Zkou
dysplazii a CIS) a normalni bronchialni sliznici (suspektni 1éze
jsou Cervenohnédé - Sipka, zatimco normalni sliznice je
zelena). Bronchialni sliznice postizena dysplazii nebo
karcinomem vykazuje pfi fluorescenci defekt pfevazné v
zelené Casti spektra, zatimco Cervena Cast spektra je postizena
méné. Pfedpoklada se, ze odliSnou fluorescenci nadorové
tkané zpusobuje hlavné vétsi tloustka epitelu, ktera nepropusti
fluorescenci vznikajici pfevazné v subepitelialnich vrstvach,
dale pak snizeny obsah flavini a vétsi pritok krve nadorovou
tkani pfi novotvorbé cév.

Prevzato z Optical spectroscopy and imaging for early lung
cancer detection: a review. (Zheng H. et al., 2004).

Material na histologické vySetieni byl fixovan ve 4 % vodném roztoku formaldehydu, zalit do
parafinu, nakrajen na 3 ym silné fezy a na podloznich sklech nabarven hematoxylinem-eozinem
(HE) pro dalsi histologické posouzeni. Druhy vzorek byl po transportu ve fyziologickém roztoku do

patnacti minut zamrazen pfi - 80 °C a nasledné pouzit pro molekularné genetické vysetfeni.
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Histologické preparaty nabarvené HE byly hodnoceny dvéma nezavislymi patology a histologicky
nalez byl klasifikovan podle platné WHO klasifikace (Travis W. D. et al., 2004).

Material k imunohistochemickému vySetfeni pochazi z archivu Ustavu patologie a
molekularni mediciny 2. LF UK a FNM zlet 1999 az 2012. Za ucCelem ziskani materialu se
spolehlivou diagnézou MM jsme retrospektivné revidovali biopticky material od pacientl s dfive
provedenou histologickou diagnézou MM pomoci niZze uvedenych protilatek a zaroven urcili jejich
senzitivitu a specificitu. Jako reference bylo vySetfeno 21 vzorkd od pacientl s diagnézou plicniho
adenokarcinomu. Pfipady s imunohistochemicky potvrzenou diagnézou MM jsme pak nasledné

vySetfili protilatkou proti CAIX (viz nize).

4.2 Extrakce nukleovych kyselin ze zmrazené tkané a periferni krve

Celkovou DNA a RNA jsme extrahovali pomoci Trizolu (Life Technologies, Merelbeke,
Belgie) podle doporuceni vyrobce z osmi az deseti 5 um silnych fez(l zmrazenych vzorkd tkanég,
ovérenych histologicky na dostate¢ny pocet epitelovych bunék (nad 70 %). Vzorky periferni krve
byly odebrany do sterilnich zkumavek s obsahem antikoagulancia (EDTA) a ihned transportovany
pfi pokojové teploté do laboratofe. Jaderné bunky jsme izolovali osmotickou lyzou erytrocytl a
naslednou centrifugaci, celkovou DNA a RNA Trizolem dle doporuceni vyrobce. Pfepis RNA do
cDNA probihal pomoci MMLV reverzni transkriptazy (Invitrogen, Carlsbad, USA) a nahodnych
hexamert (Roche, Basel, Svycarsko) v reakénich podminkach: 1 x RT pufr (50 mM Tris-HCI, pH
8,3; 75 mM KCI; 3 mM MgCly); 0,01 M dithiotreitol; 12,5 uM hexamery; 0,5 mM kazdého dNTP,
200 U MMLYV reverzni transkriptazy — inkubace 1 h pfi 37 °C.

4.3 Markery polymorfismu mikrosateliti a genotypizace pomoci fluorescené¢né

znacenych primeru

Ztrata heterozygozity (LOH) je u nadoru identifikovana tak, Ze se nejprve pomoci markerd
polymorfismu (mikrosatelitd neboli kratkych tandemovych repetic) posoudi pfitomnost
heterozygozity daného lokusu ve vzorku krve pacienta (tj. v jeho zarodecné DNA), a poté se
porovna s pFitomnosti &i nepfitomnosti heterozygozity ve vzorku zkoumané tkané. Seznam
sledovanych mikrosatelitnich markeru a jejich cytogeneticka lokalizace jsou uvedeny v tabulce 3.
Primery pro polymerazovou fetézcovou reakci (PCR) jsme navrhli podle sekvenci z databaze
Genome Data Base (www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez) a oznacili fluorescenénim barvivem (6-FAM,
HEX, TAMRA). K amplifikaci DNA byl pouzit automaticky cycler, reakéni podminky PCR jsou

uvedeny v pfilozené publikaci (pfiloha A).
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Tabulka 3
Seznam pouzitych mikrosatelitnich marker, jejich cytogeneticka lokalizace a pfislusné sekvence primerd.

STR lokus lokalizace repeat h i3/es3 — sekvence primert
eterozygozity

D25117 5'GAC ATC AGG TAT ATT CAA TCC AC
(hPms1) — 2981-a33  (CAn b 5'CAG AAA ATG ACA AAC TTT AGA GAG
D25123 5'AAA GAG GAT GCC TGC CTT TA
(hMsH2) ~ 2P15-p22 (CAn e 5'GGA CTT TCC ACC TAT GGG AC
D3S1611 5'CCC CAA GGC TGC ACT T
(hMLH1) Sl A bl 5'AGC TGA GAC TAC AGG CAT TGG
565156 op21 — 04 5'ATC ACT TTT AAC TGA GGC GG

5’AGA TGG TGG TGA ATA GAG GG
5AGC TAA GTG AAC CTC ATC TCT GTC
D9S171 9p21 (CA)n 0.83 T

5ACC CTA GCA CTG ATG GTATAG TCT
5’GGC ATC ATT GCN CCA T

5’GGA TGG ATC TTATGG GTG GAA
5’GAA AAT GGT ATT TAG AAACCA A
5CCC AAG GGC TTACAAC

STR - kratka tandemova repetice; repeat — repetitivni sekvence; * - percentualni zastoupeni
heterozygotl v jednotlivych lokusech u vySetfovanych pacientd

D9S259 9p21 (CAN 0.75

D11S1363 11p15.5 (CA)N 0.57

Produkty PCR byly kvantitativné detekovany pomoci fragmentaéni analyzy automatickym
genetickym analyzatorem ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City, USA). Kazdy
fluorescencni ,peak® byl kvantifikovan co do velikosti (poltu pard bazi) a vysSky (mnozZstvi
amplifikované DNA) (obr. 7 — ¢ast Vysledky). Za signifikantni LOH byl arbitrarné povazovan pokles
peaku jedné z alel vdaném STR lokusu o 25 &i vice procent v porovnani s pfitomnosti ,peaku®
v normalnich burikach, tj. konstitu¢ni DNA z leukocytu periferni krve. Tento arbitrarni limit byl
zvolen v souladu s pfedchozimi studiemi (Medintz I. L. et al., 2000; Powell C. A. et al., 1999). Pro

vyhodnoceni ztraty alel jsme vypocetli normalizované poméry (R) dle vzorce
R = (A1/A2)/(N2/N1),

kde A1 a N1 jsou vySky nizSich ,peak(“ fluorescence a A2 a N2 vysky vySSich ,peaku” (dle Wanga

Y. et al., 1997) ve vzorcich z bronchialni sliznice (A) a periferni krve (N).

4.4  Reverzni kvantitativni PCR v realném ¢ase (RQ-RT-PCR)

Ke kvantifikaci genové exprese byla pouzita metoda reverzni kvantitativni polymerazové
fetézové reakce v realném Case (RQ-RT-PCR), kde sbér dat probiha kontinualné béhem procesu
PCR a tudiz je zde amplifikace DNA spojena do jednoho kroku s jeji detekci. Zakladni podminkou
je pfitomnost fluorescenniho substratu, ktery se vaze na syntetizovanou DNA a Uroven
detekované fluorescence pak odrazi mnozstvi nasyntetizované nukleové kyseliny. V systému RQ-
RT-PCR se hodnoti tzv. ,crossing point“ (CP) &i “cycle threshold” (C,), coz je PCR cyklus, ve

kterém prechazi kinetika reakce do exponencialni faze amplifikace. Hodnota C; stoupa s klesajici
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koncentraci templatu ve vzorku. Cim vét§i je mnozstvi amplifikované DNA vstupujici do reakce,
tim dfive dojde k signifikantnimu narastu fluorescencniho signalu.

Pro kvantifikaci dané exprese se pouziva bud relativni a/nebo absolutni kvantifikace. U
relativni kvantifikace se analyzuji zmény v genové expresi v porovnani s referen¢nim vzorkem.
Nejprve se vztahuje (normalizuje) exprese kvantifikovaného genu k expresi tzv. ,housekeeping
genu® coz je gen, ktery by mél byt stabilné exprimovan ve v8ech tkanich. Nej¢astéji se pouzivaji
gen ABL (Abelson murine leukemia virus oncogene homolog), gen pro -2 mikroglobulin (32-M) a
gen pro B-glukuronidazu. Tato normalizovana exprese se oznacuje jako A Ct (Ct vySetfovaného
genu — Ct ,housekeeping genu“ ve vzorku). Dale se stanovuje RFI (relative fold
increase/decrease), coz je hodnota A Ct stanovovaného genu ve vzorku vztazena k hodnoté A Ct
daného genu v referenénim vzorku, napf. u zdravych darcll, v neléeném terénu, pfipadné v
kalibratoru, coz je cDNA napf. z bunécné linie nebo plazmidova DNA. Tato hodnota je oznaCovana
jako AA Ct a hodnota RFI je nasledné vypoétena jako 24!,

V pfipadé absolutni kvantifikace vztahujeme vySetfovany vzorek ke znamému mnozstvi —
standardni kalibraéni kfivce, kterou sestrojime bud z bunééné linie nesouci danou genetickou
zménu nebo z plazmidové fedici fady. V pfipadé plazmidové fedici fady je nutné genetickou
zménu viozit do plazmidu, pomnozit v bakteriich, nasledné izolovat a ur€it pocet kopii. Dana
exprese se vztahuje opét k expresi ,housekeeping genu*, kdy i v tomto pfipadé je nutno sestrojit
kalibraéni kfivku k pfesnému uréeni mnozstvi molekul ,housekeeping genu®. Tato normalizace
slouzi k ur&eni koncentrace vstupni cDNA ve vzorku. Normalizovana hodnota (nap¥. poc€et kopii) je
ur€ena jako pomér hodnot vySetfovaného genu a ,housekeeping genu®. | zde musi standardni
kalibraéni kfivky splfiovat kritéria a parametry pro reprodukovatelnost a efektivitu amplifikace
(idealni sklon - ,slope” 3,33, korelaéni koeficient 1). Citlivost metodiky RT-RQ-PCR se pohybuje
podle daného systému od 10 do 10° v ptipadé vztahovani k poétu bunék a 10 az 5 kopii genu
v pfipadé vyuziti plazmidové fedici fady.

Detekce exprese mRNA genu hTERT a ,housekeeping” genu pro 32-M pomoci RQ-RT-
PCR probihala na pfistroji IQcycler (Bio-Rad, Philadelpha, USA). Pro zhodnoceni mnozZstvi a
amplifikovatelnosti cDNA byla pouzita metoda RT-PCR kvantifikujici expresi 2-M pomoci
hydrolyza¢ni sondy TagMan (obr. 4). Sekvence primerl pro expresi genu 2-M (f2-M-F: 5-TGA
CTT TGT CAC AGC CCA AGA TA-3 a B2-M-R: 5-AAT CCA AAT GCG GCA TCT TC-3’) byly
odvozeny z prace K. Bijwaarda et al. (2001). K méfeni hladin mRNA genu hTERT jsme pouzili RT-
PCR s LNA sondou sestavenou podle univerzalni knihovny Universal Probe Library for Human
(www.universalprobelibrary.com; Roche, Mannheim, Némecko). Oblast hTERT byla
naamplifikovana pomoci primert hTERT-F (5-GCC TTC AAG AGC CAC GTC-3’) a hTERT-R (5*-
CCA CGA ACT GTC GCA TGT-3’) a LNA sondy ¢&. 19. Reakéni podminky kvantitativnich PCR jsou

uvedeny v pfilozené publikaci (viz pfiloha A).
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Obr. 4 Schéma vzniku fluorescenéniho signalu pomoci hydrolyza¢ni sondy. Specificka sonda je znacena
fluoroforem (reporter = R) na 5° konci a zhase€em (quencher = Q) na 3" konci. Pokud jsou R a Q v blizkosti,
tj. sonda je intaktni, Q redukuje fluorescenci R na principu FRET (fluorescence resonance energy transfer);
béhem annealingu k cilové sekvenci dojde k degradaci sondy polymerazou a tim ke zvétSeni vzdalenosti
mezi molekulou R a Q, coz vede ke zvySené emisi fluorescenéniho signalu (upraveno podle Kocha W.,
2004).

Standardni kfivky (obr. 5) byly vytvofeny pomoci plazmidové DNA genu pro B2-M a
kalibratoru hTERT od firmy Roche (LightCycler TeloTAGGGhTERT Quantification Kit, Roche,
Basel, Svycarsko). Sekvence cDNA celého naamplifikovaného genu pro B2-M jsme zaklonovali do
plazmidu PCR 2.1.-TOPO a transformovali do bunék bakterie kmene E. coli za pouziti TOPO T/A
Cloning Kit (Gibco BRL, San Francisco, USA). Po namnoZeni transformovanych bakterii jsme
izolovali plazmid s nami vloZzenym inzertem metodou Miniprep, poté spektrofotometricky zméili
koncentraci plazmidu a vypocetli poCet kopii genu B2-M. Za ucCelem sestrojeni standardni
kalibracni kfivky pro absolutni kvantifikaci jsme logaritmicky nafedili plazmid do xeno-DNA (DNA
Z lososich spermii, Sigma, Saint Louis, USA). Standardni kalibrani kfivky, které slouzily k uréeni
poctu kopii testovanych genl ve vySetfovaném vzorku, jsme pfipravili v nasledujicich kone¢nych
sestupnych koncentracich: 1) pro f2-M 1x10’, 3x10°, 1x10° 3x10° 1x10°, 1x10* kopii/ul a 2) pro
transkript genu hTERT 2x10°, 2,41x10°, 1,80x10°%, 2,42x10°, 2,7x10” kopii/ul (dle navodu vyrobce).
Pocet kopii genu B2-M a pocet kopii genu hTERT jsme odecetli ze standardni kfivky.
Normalizovanou expresi genu hTERT ve vzorcich (hTERTY) jsme vypocitali jako pomér exprese
mRNA genu hTERT a exprese mRNA genu 2-M x10%.
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Obr. 5 Priklad stanoveni exprese hTERT mRNA metodou kvantitativni PCR s reverzni transkripci v realném
Case. (a) Amplifikaéni kfivky z pfistroje LightCycler 480: na ose x je znazornén pocet cykld PCR reakce, na
ose y intenzita fluorescencniho signéalu. (b) Standardni kfivka pouzita pro vypocet exprese hTERT mRNA.
Osa x udava log koncentrace plazmidu a osa y pocet cyklu PCR.

4.5 Imunohistochemie

Imunohistochemie je metoda vyuzivana k detekci antigend ve tkariovych fezech pomoci
vazby mezi specifickou protilatkou aplikovanou na tkan a antigennim epitopem ve tkani.
V zavislosti na typu fixace a uchovani tkané je nutné nejprve zpfistupnit epitopy pro navazani
protilatky, a to deparafinaci a odkrytim epitopt (napf. tepelnou indukci, natravenim tkané
enzymem, pusobenim mikrovinného zafeni i roztokd s rdznym pH). Déle musi dojit k blokadé
endogenni aktivity biotinu Ci enzymu, ktery je vyuzivan k detekci reakce, napf. peroxidazy. Po
aplikaci je primarni protilatka vizualizovdana pomoci ruznych detekénich systémud vznikem
barevného precipitatu ve tkani v misté hledaného epitopu. NejCasté&jSim systémem detekce je
aplikace sekundarnich polyklonalnich protilatek znaCenych biotinem a vazicich se na primarni
protilatku na zakladé druhové specificity. Poté se aplikuje komplex avidin-enzym (napf. kfenova
peroxidaza), ktery po navazani na biotin pfeméni svou enzymatickou aktivitou bezbarvy roztok
substratu na barevny precipitat. Po dobarveni jader hematoxylinem je preparat odvodnén,
zamontovan pod kryci sklicko a vysledek je pak odelitdn ve svételném mikroskopu. Postup
imunohistochemickych reakci a charakteristika jednotlivych pouzitych protilatek jsou uvedeny

v tabulce €. 4. Souc€asné jsme provedli pfislusné pozitivni a negativni kontrolni reakce.
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Tabulka 4

Charakteristika pouzitych protilatek a postupu imunohistochemickych reakeci.

protilatka klon natraveni fedéni pozitivita zdroj
Anti-D2-40 D2-40 citratovy pufr ~ 1:200  cytopl./membrana DakoCytomation
Anti-CK5/6 D5/16B4 pH 9.9 % 1:100  cytoplazma DakoCytomation
Anti-calretinin DAK Calret 1 citratovy pufr* 1:100  jadro/cytoplazma DakoCytomation
Anti-WT1 6F-H2 pH 9.9 % 1:75 jadro DakoCytomation
Anti-mesothelial cell HMBE-1 1:50 membrana DakoCytomation
Anti-CEA -7 citratovy pufr  1:40 cytoplazma DakoCytomation
Anti-epithelial Ag MOC-31 citratovy pufr* 1:60 membrana DakoCytomation
Anti-epithelial Ag Ber-EP4 citratovy pufr*  1:300 membrana DakoCytomation
Anti-TAG-72 B72.3 1:300 membrana BioGenex
Anti-TTF-1 8G7G3/1 citratovy pufr*  1:100  jadro NeoMarkers
Anti-CAIX M75 1:100 membrana Nekomeréni zdroj

“HIER: tepelna indukce - heat induced epitope retrieval (40 min pfi 96 °C); nekomeréni zdroj: Jan Zavada,
Institut molekularni genetiky AV CR; Ag: antigen

Vysledky imunohistochemickych reakci mezotelovych a karcinomovych markerd jsme
hodnotili semikvantitativné podle percentudlniho zastoupeni pozitivnich nadorovych bunék
(negativni, méné nez 10 %, 10 az 50 %, nad 50 %) a intenzity reakce (slabé, stfedné a silné
pozitivni). Pfipady se slabou &i stfedni intenzitou reakce cytoplazmatickych a membranovych
markerd v méné nez 10 % bunék byly povaZzovany za negativni.

V pfipadé protilatky proti CAIX jsme za pozitivni povazovali pouze pozitivitu membranovou.
Zhodnotili jsme jak distribuci CAIX pozitivnich bunék (negativita - 0 %; loZiskova pozitivita - < 50 %;
difuzni pozitivita - = 50 %), tak i intenzitu reakce, kterou jsme klasifikovali jako slabou (tj. slab$i nez
pozitivni kontrola) a silnou (stejné nebo vyssi intenzity nez pozitivni kontrola). Stanovili jsme 5

skupin exprese CAIX: negativni, slaba fokalni, slaba difuzni, silna fokalni a silna difuzni pozitivita.

4.6  Statistické metody

VSechny statistické vypoclty byly provedeny pomoci statistického programu StatView
(Abacus Concept, Berkeley, USA). Zakladni porovnani metod AFB a WLB bylo provedeno
McNemarovym testem a dale byly vypocteny intervaly spolehlivosti pro specificity, resp. senzitivity
jednotlivych metod. Ke srovnani morfologickych nalezt v bronchialni sliznici, stavu koufeni a
pfitomnosti molekularnich zmén jsme pouzili Kruskal-Wallisiv H-test a Mann-Whitneyho U-test.
K porovnani morfologickych nalezi mezotelioml a exprese CAIX jsme rovnéz pouzili Kruskal-

Wallisuv H-test. Ve v§ech pfipadech jsme za statisticky signifikantni povazovali hodnoty p < 0,05.
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5 EXPERIMENTALNI CAST — VYSLEDKY

5.1 Molekularni diagnostika prekanceréznich 1ézi NSCLC (Prace | a ll)

5.1.1 Vztah mezi endoskopickym AFB/WLB nalezem a pritomnosti histologickych

Zmeén

Makroskopické nalezy pfi WLB i AFB byly zafazeny do nasledujicich kategorii: 1. normalni
nalez, nespecifické i zanétlivé zmény, 2. podezieni z malignity, 3. jednoznacny nador. Kategorie 1
byla povazovana za negativni, kategorie 2 a 3 za pozitivni.

Mikroskopické nalezy: vsechny vySetfované vzorky pochazely z povrchovych d&asti
bronchialni sliznice a obsahovaly pfes 70 % epitelovych bunék. Nalezy byly hodnoceny podle

WHO Kklasifikace (Travis W. D. et al., 2004) a rozdéleny do nasledujicich kategorii:

. hormalni

. zanétlivé zmény

. hyperplazie/dlazdicova metaplazie
. lehka dysplazie

. stfedni/téZka dysplazie

. karcinom in situ

. invazivni karcinom

0 N o a b~ WN -

. nehodnotitelny material.

Nalezy ve skupinach 1 az 4 jsme povaZzovali za negativni, ve skupinach 5 az 7 za pozitivni.
Celkem bylo k histologickému vySetfeni odebrano 474 vzorku tkané, z nichz 398 (84 %) bylo
hodnotitelnych. Histologicky negativnich pak bylo 309 vzorkd (77,6 % hodnotitelnych biopsif),
pozitivnich 89 (22,4 %), z toho ve 24 pfipadech byla zachycena stfedni &i tézka dysplazie, v 7
pfipadech karcinom in situ a v 58 pfipadech invazivni dlazdicobuné&ny karcinom (SCC) (obr. 6).
Tabulka 5 zobrazuje korelaci histologickych a endoskopickych nalezl, tabulka 6 pak zachycuje
stejné parametry po vylou€eni invazivné rostoucich nadorl diagnostikovanych histologicky a
zaroven jednoznacnych nadord podle endokopického ndélezu. V tabulce 7 jsou vypocitany
senzitivita a specificita WLB a AFB na zakladé korelace s histologickymi nalezy. Statisticky

vyznamny je pouze rozdil ve specificité WLB a AFB (p<0,05).
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Obr. 6 Priklady histologickych nalez( pozorovanych v odebranych vzorcich bronchidlni sliznice. (a) Normalni
bronchialni sliznice. (b) Dlazdicobunécna metaplazie a stfedni dysplazie. (c) Stfedni dysplazie. (d) Tézka
dysplazie. (e) Intraepitelialni dlazdicobunéény karcinom/CiS. (f) Invazivni dlazdicobunéény karcinom —
lymfangioinvaze (HE, 400x).

Tabulka 5
Korelace histologickych a endoskopickych nalezl (véetné
jednoznacnych nadort).

Histologie Pozitivni Negativni
WLB pozitivni TP =67 FP =26
WLB negativni FN =22 TN =283
Celkem 89 309
AFB pozitivni TP =68 FP =61
AFB negativni FN =21 TN =248
Celkem 89 309

TP - spravné pozitivni; TN - spravné negativni; FP - fale$né
pozitivni; FN - faleSné negativni
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Tabulka 6

Korelace histologickych a endoskopickych nalez(i s vylou¢enim
histologicky a endoskopicky jednoznaénych nadoru.

Histologické vySetfeni Pozitivni Negativni
WLB pozitivni TP =10 FP =26
WLB negativni FN =22 TN =283
Celkem 32 309
AFB pozitivni TP =11 FP =61
AFB negativni FN =21 TN =248
Celkem 32 309

TP - spravné pozitivni; TN - spravné negativni; FP - faleSné pozitivni;
FN - fale3né negativni

Tabulka 7
Senzitivita a specificita WLB a AFB zaloZena na histologickych nalezech.

VSechny biopsie Biopsie s vylouc¢enim nadort
WLB AFB WLB AFB

Senzitivita (%)* 75,3 (66,3-84,2) 76,4 (67,6-85,2) 31,3 (15,2-47,3) 34,4 (17,9-50,8)

Specificita (%)* 91,6 (88,5-94,7) 80,3 (75,8-84,7) 91,6 (88,5-94,7) 80,3 (75,8-84,7)

*95% interval spolehlivosti (Cl); nepiekryvajici se Cl prokazuji signifikantni rozdil specificit,
resp. senzitivit srovnavanych metod na hladiné vyznamnosti 5 %

V ramci molekularné genetické studie jsme dale hodnotili 122 bronchialnich biopsii (tabulka
8). Z téchto biopsii bylo 67 (54,9 %) histologicky beze zmén &i vykazovalo pouze mirné zanétlivé
zmeény. LoZiska dlazdicové metaplazie byla zastizena ve 12 (9,8 %) vzorcich a dysplastické zmény
(lehké, stfedni Ci tézké) byly pfitomny ve 28 (23 %) biopsiich. V 15 pfipadech (12,3 %) jsme
diagnostikovali invazivni dlazdicobunécny karcinom.
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Tabulka 8
Zastoupeni jednotlivych histologickych kategorii a celkova frekvence LOH (%) v
bronchialni sliznici kufakl v korelaci s histologickymi nalezy.

Histologicky nélez Pocet pripadd n (%) Pocet LOH n (%)
Normaini sliznice/chronicky zanét 67 (54,9) 24 (35,8)
Dlazdicova metaplazie 12 (9,8) 4 (33,3)
Lehka dysplazie 18 (14,8) 7 (38,9)
Stfedni dysplazie 5(4,1) 1 (20)

Tézka dysplazie 5@4,1) 2 (40)
Invazivni karcinom 15 (12,3) 13 (86,7)

n — pocet pfipadd; LOH — ztrata heterozygozity

5.1.2 Vztah mezi pritomnosti histologickych zmén a detekci LOH

Za signifikantni LOH byl povazovan pokles ,peaku“ jedné zalel v jednotlivych STR
lokusech o vice nez 25 % v porovnani s normalni tkani, tj. konstituéni DNA z leukocytd periferni
krve (obr. 7).

vzorek krve

P —
[ e—

vzorek tkané

i

L
g

Obr. 7 Ztrata heterozygozity (LOH) pozorovana v STR lokusech. Vystup z automatického genetického
analyzatoru provadéjiciho fragmentacni analyzu a nasledné kvantitativni detekci PCR produktl. (a) Vzorek
pacienta heterozygota pro danou analyzovanou alelu, bez nalezu LOH. (b) Neinformativni homozygot. (c)
Pacient heterozygot s nalezem LOH v kratSi z alel. (d) Pacient heterozygotni pro danou STR oblast s
prokazanou LOH v delSi alele.
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VSechny markery byly vysoce informativni (viz tabulka €. 6 — kapitola Metody), marker D11S1363
dva z vySetfovanych markeru.

Celkové jsme detekovali LOH v jednom ¢i vice lokusech ve 41,8 % (51 ze 122) vzorku
tkané. 24,6 % (30 ze 122) vzorku vykazovalo LOH v jednom z analyzovanych lokusu, 8,2 % (10 ze
122) ve dvou a 9 % (11 ze 122) ve tFech nebo vice lokusech. Cetnost vyskytu LOH pro jednotlivé
markery se pohybovala v rozmezi od 4,4 % do 28,9 % (tabulka €. 9).

Tabulka 9
Frekvence LOH v jednotlivych chromozomalnich lokusech.

STR lokus Pocet pripadd n* Pocet LOH n (%)
D2S117 (hPMS1) 108 10 (9,26)
D2S123 (hMSH2) 88 5(5,7)
D3S1611 (hMLH1) 77 13 (16,9)
D9S156 90 26 (28,9)
D9S171 101 17 (16,8)
D9S259 91 14 (15,4)
D11S1363 68 3(4,4)

*pocet analyzovanych informativnich heterozygotl pro jednotlivé
pouzité markery; LOH — ztrata heterozygozity

NejCastéji byly tyto genetické zmény detekovany v jednom ¢&i vice lokusech z oblasti 9.
chromozomu, s maximem zmén v oblasti 9p21 znaCené D9S156. DalSimi v pofadi byly zmény
v oblasti s lokusy tzv. ,mismatch repair gent“ 3p (hMLH1) a 2g (hPMS1). LOH v oblasti 11p15.5
jsme zjistili pouze ve tfech pfipadech, ale pouze 68 ze 110 vzork(l bylo pro pouzity marker
informativnich. Vztah mezi celkovym vyskytem LOH a morfologickym obrazem je shrnut v tabulce
€. 8. Ve skupiné vzorkd normalni ¢i zanétlivé zménéné bronchialni sliznice byla LOH v minimalné
jednom lokusu detekovana ve 24 ze 67 (35,8 %), mezi vzorky s dlazdicobuné€nou metaplazii ve 4
z 12 (33,3 %), ve skupiné dysplastickych zmén v 10 z 28 (35,7 %) vzorkd a mezi karcinomy ve 13
z 15 (86,7 %) odbérl. Z téchto vysledku je zfejmé, ze frekvence vyskytu LOH v normalni, jakoz i
v preneoplasticky zménéné bronchialni sliznici je obdobna, signifikantni narust jsme pozorovali az
v kategorii karcinoml. Rovnéz jsme porovnali konkrétni histologické zmény v bronchialni sliznici
s pfitomnosti LOH v jednotlivych lokusech ve vSech informativnich vzorcich (detailni vysledky viz
obr. 8).
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Obr. 8 Vztah mezi ztratou heterozygozity v jednotlivych chromozomalnich lokusech a histologickym
nalezem v bronchialnim epitelu tézkych kufakl (pfevzato z Capkova et al., 2007).

5.1.3 Vztah mezi pritomnosti histologickych zmén a expresi A TERT mRNA

Celkové byla exprese hTERT mRNA stanovena u 87 bronchialnich biopsii, u nichz byla
k dispozici jak DNA, tak RNA. Za pozitivni histologicky nalez jsme povazovali biopsie s nalezem
stfedni Ci tézké dysplazie a karcinomu, pfiCemz v této kategorii vykazovalo expresi nTERT mRNA
90 % (18 z 20) vzorkld. Ve skupiné negativnich histologickych nalez( (normalni sliznice/chronické
zanétlivé zmény, dlazdicova metaplazie a lehka dysplazie) pak byla exprese hTERT mRNA
pfitomna v 65,7 % (43 z 67). Podrobné vysledky ukazuje tabulka €. 10. Normalizovana exprese
hTERT mRNA (hTERTy) v normalni i zanétlivé zménéné bronchialni sliznici Cinila 0 — 125,4
(median 18,38), v dysplastickém epitelu 0 — 257,65 (median 13,31) a v karcinomech 0 — 2270,25
(median 75,46). Hodnoty hTERTy byly vtéchto jednotlivych kategoriich signifikantné odlisné
(Kruskal-Wallisuv H-test, p=0,0036). Pfi porovnani skupiny podle histologického kritéria pozitivni a
negativni byl rozdil rovnéz statisticky vyznamny (Mann-Whitneyho U-test, p=0,0023). V pfipadé
porovnani jednotlivych histologickych kategorii s odli§enim raznych stupnit dysplazie byl rozdil

mensi, nicméné stale zlstaval statisticky signifikantni (p=0,066).
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Tabulka 10
Procento pfipadl exprimujicich hTERT mRNA a hodnoty hTERT v zavislosti na histologickych zménach v
bronchialni sliznici tézkych kufaka.

Histologicky obraz n Pozitivni n (%) Median hTERTy (kopie/ul)
Normalni/zanétlivé zménéna sliznice 45 26 (57,8) 6,67

Dlazdicova metaplazie 12 9 (75) 18,38

Dysplazie 18 16 (88,9) 13,31

- lehka 10 8 (80) 13,31

- stfedni 4 4 (100) 63,83

- tézka 4 4 (100) 2,68
Dlazdicobunéény karcinom 12 10 (83,3) 75,46

n — pocet pfipadll, hnTERTy - normalizovana exprese hTERT mRNA

a p=0,003 b p=0,0023
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Obr. 9 Box-plotovy graf normalizované exprese hTERT mRNA (hTERTYy) (poCet kopii/ul). (a, b) Zavislost
histologického nalezu a hTERTy v bronchialni sliznici tézkych kufaku; statisticky vyznamny vztah [(a)
Kruskal-Wallisiv H-test, p=0,003, (b) Mann-Whitneyho U-test, p=0,0023].

5.1.4 Vztah mezi pritomnosti LOH a expresi hTERT mRNA

Ve vSech vzorcich, u nichz byla k molekularni analyze k dispozici jak DNA tak i RNA, byl
porovnan pocet LOH s relativni expresi hTERT mRNA. V biopsiich bez detekované LOH, bez
ohledu na jejich morfologii, €inila hodnota hTERTy 0 — 257,65 (median 3,96). Ve vzorcich s jednim
lokusem vykazujicim LOH ¢inila hodnota hTERTy 0 — 972,34 (median 8,39), se dvéma
detekovanymi LOH 0 — 54,94 (median 14,17), se tfemi 6,53 — 88,76 (median 31,65) a se Ctyfmi
727,38 — 2270,25 (median 1094,05). Tato data naznacCuji, Ze hTERT mRNA je exprimovana ve

vétSim poctu vzorkld bronchialni sliznice bez pfitomnosti genetickych zmén charakteru LOH. Se
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stoupajicim podétem detekovanych LOH stoupa téz hodnota medianu hTERTy, nicméné celkovy
rozdil hladiny exprese mezi jednotlivymi kategoriemi podle vyskytu LOH byl statisticky signifikantni

na nizké hladiné vyznamu (p=0,013) (obr. 10).

p=0,013
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Obr. 10 Box-plotovy graf znazorfiujici zavislost poétu lokusti s LOH na hladiné normalizované exprese
hTERT mRNA (hTERT)); statisticky vyznamny vztah, Kruskal-WallisGiv H-test, p<0,013.

5.1.5 Vztah mezi pritomnosti molekularnich zmén a poc¢tem let koureni

Pro zjidténi zavislosti vzniku studovanych genetickych zmén na dobé trvani koufeni jsme
porovnavali poCet lokust s LOH v odebrané tkani s kumulativni davkou vykoufenych cigaret (1
spack-year“ odpovida abusu jednoho baleni cigaret denné po dobu jednoho roku). Ve vzorcich bez
LOH byli pacienti exponovani 30 az 126 ,pack-years“ (median 65,8), v kategorii 1 LOH to bylo 30
az 67 ,pack-years” (median 51,0), se 2 LOH 30 az 72 (median 53,7), se 3 LOH 30 az 55 (median
57,4) a v kategorii 4 LOH 30 az 70 ,pack-years” (median 83,5). Tyto vysledky nebyly statisticky
signifikantni (p=0,1847) (obr. 11a). Podobné jsme zjistovali zavislost hTERTy na expozici
cigaretovému koufi, nicméné ani zde nebyl prokazan statisticky vyznamny vysledek (p=0,8597)
(obr. 11b).
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Obr. 11 Box-plotovy graf zachycujici (a) vztah ,pack-years“ a poctu lokust s LOH (n — pocet pacientl
s danym poctem lokust s LOH) (p=0,1847) a (b) vztah normalizované exprese hTERT mRNA (hTERT,) a
~pack-years“ (n — poc€et pacientd s udanym rozmezim poctu ,pack-years®) (p=0,8579).

5.1.6 Vztah mezi pritomnosti molekularnich zmén a autofluorescenénim obrazem

Molekularné geneticky jsme vySetfili 97 vzork( z mist s negativni histologii (tj. histologické
skupiny 1 — 4), z nichz 33 bylo AFB pozitivnich (tedy faleSné pozitivnich vzhledem k histologii) a 64
negativnich (tedy spravné negativnich, jednalo se o kontrolni biopsie z mist normalniho vzhledu).
Cetnost vyskytu jednotlivych LOH v informativnich vzorcich a expresi hTERT mRNA s rozdé&lenim
dle vysledku AFB ukazuje tabulka &. 11. Ve skupiné AFB pozitivnich je statisticky vyznamné vysSi
Cetnost LOH pro 2 lokusy (D3S1611, p=0,005 a D9S259, p=0,019) i pro pfitomnost LOH v alespon
jednom lokusu ze 7 vySetfovanych (p=0,023). Obdobné je v této skupiné vyznamné vyssi Cetnost
exprese hTERT mRNA (p=0,0003).
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Tabulka 11
VySetfované molekularné genetické zmény v histologicky negativnich bioptickych vzorcich v zavislosti na
vysledku autofluorescenéni bronchoskopie.

Lokus D2S117 D2S123 D3S1611 D9S156 D9S171 D9S259 D11S1363 poI;i?iUni hTERT*
AFB pozitivni

N 29 28 18 28 25 28 21 33 31
LOH/hTERT 3 1 4 6 4 4 0 17 27

% LOH/hTERT 10,3 3,6 22,2 21,4 16,0 14,3 0 51,5 87,1
AFB negativni

N 60 47 44 45 57 45 46 64 36
LOH/hTERT 4 2 0 10 6 0 1 18 16

% LOH/hTERT 6,7 4,3 0 22,2 10,5 0 2,2 28,1 44,4
AFB stat. N.S. N.S. p=0,005 N.S. N.S. p=0,019 N.S. p=0,023 p=0,0003

AFB — autofluorescenéni bronchoskopie; LOH — ztrata heterozygozity; LOH pozitivni — pfitomnost LOH alespon
v jednom z vySetfovanych lokus(; n — pocet informativnich biopsii heterozygotnich v konstituéni DNA pro dany
lokus; hTERT* - pfitomnost exprese hTERT mRNA; LOH/hTERT - pocet biopsii, kde je pfitomna LOH nebo
exprese hTERT mRNA; % LOH/hTERT - totéZz vyjadfené v procentech informativnich vzork(i; AFB stat. —
statisticka vyznamnost rozdilu ¢etnosti LOH event. exprese hTERT mRNA ve vzorcich AFB pozitivnich oproti
vzorkim AFB negativnim; N.S. statisticky nesignifikantni vysledek

5.1.7 Diskuze

Mnohastupfiovy model karcinogeneze plicnich nadord vychazi z velkého poctu
histologickych, imunohistochemickych a molekularné genetickych studii poslednich deseti az
dvaceti let. Molekularné genetické zmény pfitomné u invazivnich karcinomu, jak resekovanych, tak
bronchoskopicky bioptovanych, jsou pomérné dobfe prostudované. Data tykajici se
prekancerdznich 1ézich v bronchialnich biopsiich jsou v3ak limitovana, a to zejména vzhledem
k jejich obtizné detekci tradiCnimi metodami, mezi kterymi je nejbé&znéjsi konvenéni bronchoskopie
v bilém svétle (WLB). Prekancerdzni Iéze jsou vSak pod hranici citivosti WLB. V posledni dobé
zacCaly byt vyuzivany fluorescenéni bronchoskopické systémy, které jsou schopné tyto preinvazivni
a Casné invazivni léze lokalizovat a zvysit tak jejich zachyt (Lam S. et al., 1998; Shibuya K. et al.,
2001). Vzhledem k tomu, Ze vznik vétSiny plicnich karcinom( Uzce souvisi s koufenim cigaret,
zaméfili jsme se v na$i studii na skupinu pacientd, ktefi byli t€Zkymi dlouholetymi kufaky (s
anamnézou vice nez 30 ,pack-years®) a jejichz FEV1 Cinila pod 70 % normy. Tito pacienti byli
vySetfeni bronchoskopicky a odebrany material jsme nasledné vySeffili histologicky a na
pfitomnost molekularné genetickych zmén. K detekci makroskopicky suspektnich ¢asnych l1ézi a
odbéru materialu pro dalSi vySetfeni byla pouzita kombinace autofluorescencni bronchoskopie

(AFB) s klasickou WLB. U endoskopicky jednoznacnych nadoru byla AFB vzdy pozitivni. To vSak
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nepredstavuje jedineCny pfinos této metody, nebot ji nebyl zachycen zadny nador, ktery by nebyl
detekovatelny pomoci WLB. P¥i bliz§i analyze faleSnych pozitivit obou metod (viz tabulka €. 5 a €.
6) bylo v pfipadé makroskopicky jednoznacnych nadorl zjist€no, Zze se ve vSech pfipadech o
nador skute¢né jednalo, pouze biopsie zafazena do studie nebyla diagnosticka a nador byl
potvrzen z biopsii naslednych. Po vylou€eni jednoznacnych nadoru, tedy pfi detekci premalignich
jednom pfipadé. Vysledna senzitivita AFB po vylou€eni jednoznaénych nador( se tedy statisticky
vyznamné neliSi od senzitivity WLB. Specificita AFB ¢ini 80,3 % a je oproti WLB (91,6 %)
statisticky signifikantné nizsi (p<0,05).

Pfehled 18 praci srovnavajicich senzitivitu a specificitu AFB a WLB uvefejnil v roce 2005
Haussinger K. a kolektiv. Vysledky se pohybovaly v Sirokém rozmezi od 6,3krat vySSi senzitivity
AFB oproti WLB, kterou uvadi zakladatel metody S. Lam (Lam S. et al., 1998), az po studii, ktera
pfinos AFB neprokazala (Kurie J. M. et al., 1998). V dosud nejvétSi multicentrické prospektivni
randomizované studii s pouzitim AFB systému D-Light (Karl Storz, Némecko), zahrnujici 1173
pacientu, byla pro detekci premalignich zmén senzitivita AFB kombinované s WLB 1,42krat vySsi
nez senzitivita WLB samotné (Haussinger K. et al.,, 2005). V klinickém vyuziti na nasem
spolupracujicim pneumologickém pracovisti se AFB oproti standardni WLB neosvédcila, nebot
v detekci premalignich zmén neprokazala vyssi senzitivitu. LepSi vysledky je mozné oCekavat od
nové generace autofluorescenénich pfistroju na bazi videobronchoskop, které spojuji dokonaly
obraz s mozZnosti autofluorescence (Chhajed P. N. et al., 2005; lkeda N. et al., 2006). Dalsi
progresivni technologii je pak tzv. ,narrow band imaging“ detekujici dysplastické zmény na zakladé
a ktera pravdépodobné autofluorescenci nahradi (Shibuya K. et al., 2003; Herth F. J. et al., 2006).

V molekularné genetické Casti studie jsme DNA extrahovanou ze vzork( tkané analyzovali
na pfitomnost LOH pomoci PCR s fluorescenéné znaCenymi primery a naslednou kvantitativni
detekci fragmentacni analyzou. Analyzovali jsme 7 polymorfnich STR markerl znacicich 5
chromozomalnich oblasti, kde jsou lokalizovany tzv. ,mismatch repair geny*, zodpovédné za
opravy nahodnych chyb vzniklych pfi replikaci DNA, a geny, jejichZz produkty ovliviiuji bunécny
cyklus. NevysSi frekvence LOH byla pfitomna v oblasti 9p21, kde jsou lokalizovany potencialni
TSG veéetné genld CDKN2A a CDKN2B, kddujicich proteiny p15 a pl16. Tyto oblasti, u karcinomu
plic pomérné Casto studované (Brambilla C. et al., 2003; Wistuba I. I. et al., 1999; Mao L. et al.,
1997), jsme porovnali s vyskytem LOH v oblastech ,mismatch repair gen(i“ na chromozomu 2p, 2q
a 3p a soblasti na chromozomu 11 (11p15.5). Miniméalné jeden STR lokus na 9. chromozomu
vykazoval LOH ve vice nez 20 % biopsii nezavisle na histologickém nalezu (s vyjimkou
dlazdicobunécné metaplazie). Ve skupiné karcinomu pak byla LOH detekovana ve vice nez 50 %
pfipadd. Oproti tomu ve zkoumanych oblastech ,mismatch repair geni“ (2q a 3p) byla LOH
pfitomna az ve stadiu stfedni a téZké dysplazie i karcinomu. V oblasti 11p15.5 byl pocet

neinformativnich homozygott pfili§ vysoky, a tudiz bliz§i hodnoceni vyskytu LOH nebylo pfinosné.
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Nase vysledky jsou v souladu s nékolika pfedchozimi studiemi, které ukazaly vyskyt LOH
v resekovaném materialu s histologicky normalnim ¢€i metaplastickym epitelem kufaku ¢&i byvalych
kuraka (Wistuba 1. I. et al., 1999) a stoupajici poCet LOH ve specifickych lokusech se zvySujici se
zavaznosti morfologického nalezu (Brambilla C. et al., 2003). Frekvence celkového vyskytu LOH
nekorelovala pfimo umérné se zavaznosti histologickych zmén, coz miize byt zpisobeno pomérné
malym zastoupenim dysplastickych 1ézi v celkovém poctu vySetfovanych vzorka tkané. V pfipadé
histologicky prokazanych karcinomi vSak byla podle ocekavani nejvysSi. Otazkou zlstava
diagnosticky vyznam detekce LOH v bronchialnich biopsiich kufaku, nebot LOH jsou pfitomny i u
jedincu bez zjevné malignity. Stejné tak je nutné v dalSich prospektivnich studiich prokazat, zda
ma pfitomnost LOH jednotlivych specifickych lokust v preinvazivnich Iézich prediktivni hodnotu
pokud jde o progresi léze do invazivniho karcinomu &i nikoliv.

Nasledné byla ve vzorcich bronchialni sliznice stanovovana hladina hTERT mMRNA,
kopirujici aktivitu telomerazy, jejiz aktivace souvisi s imortalizaci rdznych normalnich somatickych
bunék a tudiz s karcinogenezi (Lundberg A. S. et al., 2002). Literarni data tykajici se konkrétniho
slozeni studované populace, zpusobu odbéru materialu i spektru vySetfovanych lézi byla pomérné
chuda. Analyzovali a kvantifikovali jsme expresi mRNA hTERT podjednotky telomerazy
v bronchialnim epitelu tézkych kufak( v zavislosti na histologickych nalezech popsanych vyse (viz
tabulka &. 11). Aktivita telomerazy je v karcinomech plic nejéastéji stanovovana pomoci méfeni jeji
enzymové aktivity metodou ,telomeric repeat amplification protocol“ (TRAP) i pravé pomoci
ur€eni hladin hTERT mRNA. Tato metoda je sice pouze indikatorem hladiny exprese, nikoliv
pfimou detekci aktivniho enzymu, sou€asné studie vSak prokazaly vysokou korelaci mezi expresi
hTERT mRNA a aktivitou telomerazy (Shibuya K. et al., 2001; Kumaki F. et al., 2001). Zaroven
bylo demonstrovano, Ze pravé hTERT podjednotka je pro aktivitu enzymu rozhodujici (Counter C.
M. et al., 1998; Hara H. et al., 2001). Pouzita metoda RQ-RT-PCR je navic jednou z nejpfesnéjSich
kvantitativnich metod s vysokou senzitivitou a adaptabilitou (Bijwaard K. E. et al., 2001). Rovnéz
zde jsme prokazali statisticky vyznamnou korelaci mezi zvySenim hladiny hTERT mRNA a
zavaznosti histologickych zmén v fadé normalni bronchialni sliznice/zanét - dlazdicova metaplazie
- dysplazie - SCC (p=0,0023). VétSina invazivnich karcinomd ukazovala nejvy$Si hladiny jeji
exprese, coz je v souladu se studiemi provadénymi na chirurgicky resekovaném materialu Ci u
pacientl s malignitou v anamnéze bez znalosti abusu cigaret (Snijders P. J. et al., 2004; Shibuya
K. et al., 2001).

Naprosta vétSina studii ukazala pfimy vztah mezi aktivitou telomerazy a maligni
transformaci bunék v resekovanych karcinomech plic (Arinaga M. et al., 2000; Kim N. W. et al.,
1994), pfiCemz histologicky normalni bufky byly pozitivni pouze vyjime¢né (pod 0,5 %) (Shay J.
W. a Baccheti S., 1997). V naSi studii materialu odebraného pomoci WLB v kombinaci s AFB
vykazovalo expresi hTERT mRNA pfes 50 % biopsii histologicky normalni ¢i zanétlivé zménéné
bronchialni sliznice téZzkych kufakd, i kdyz pramérné hodnoty byly o néco niz8i nez u vzorkl se

zménami dysplastickymi. Moznym vysvétlenim exprese hTERT mRNA v histologicky normalnim Ci
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zanétlivé zménéném bronchialnim epitelu by mohla byt pfitomnost aktivniho enzymu
v lymfocytarni pfimési v odebranych vzorcich, nicméné pocet lymfocytl pozorovanych v normalni
sliznici byl maly a rovnéZz nékteré vzorky s nalezem bronchitidy nevykazovaly Zadnou expresi
hTERT mRNA. Tuto skuteCnost Ize tedy nejspiSe vysvétlit zvySenou regeneracni aktivitou bunék
exponovanych karcinogennim latkam obsazenym v cigaretovém koufi a mohla by znamenat
¢asnou zménu na molekularni urovni indukovanou témito karcinogeny. Zda telomerazova aktivita
stanovena jako exprese hTERT mRNA pfedstavuje normalni fyziologickou expresi v regenerujicich
kmenovych bunkach nebo abnormalitu v koufenim posSkozeném epitelu je nutné jesté vyresit,
nebot’ do této studie byli zafazeni pouze kufaci. Rovnéz Yim H. W. et al. (2006) poukazuji na
souvislost mezi expozici cigaretovému koufi a aktivitou telomerazy v pasazovanych bunécnych
kulturach normalniho bronchialniho epitelu. Proto zastavame nazor, ze detekce hTERT mRNA ve
vzorcich tkani tézkych kufak( neznamena jednoznacénou pfitomnost karcinomu ¢&i tézké dysplazie,
jak se domnivaji jini autofi (Arinaga et al., 2000). ZvySena telomerazova aktivita by vS§ak mohla
znamenat prodlouzeni zivotnosti bunék v riziku maligni transformace, a tak pfispivat k progresi
karcinogeneze.

Vzhledem ke skute€nosti, ze zatim neni zcela objasnéna Casova souvislost aktivace
telomerazy a korespondujiciho zvySeni hladin exprese hTERT mRNA v preneoplastickych lézich
bronchialni sliznice, porovnali jsme expresi hTERT mRNA svyskytem LOH v riznych
histologickych kategoriich. LOH je spolu s nestabilitou mikrosatelitd povazovana za jeden z prvnich
kroku v karcinogenezi a vyskytuje se jiz v normalnim bronchialnim epitelu tézkych kufakd (Mao L.
et al., 1997; Wistuba I. I. et al., 1997). Podle naSich vysledku je telomerazova aktivita méfena
pomoci exprese hTERT mRNA pfitomna rovnéz v celé fadé vzork(l normalni bronchialni sliznice, v
bronchialnich biopsiich s metaplastickymi &i dysplastickymi zménami a téz v bioptickych vzorcich
bez detekované LOH. Navic jeji hladina s pfibyvajicim poétem lokust s nalezem LOH stoupa
(p=0,013). Ztéchto vysledku vyplyva, Ze aktivace telomerazy by mohla mit roli jiz v ¢asnych
stadiich procesl vedoucich ke vzniku zhoubného onemocnéni.

Kone¢né porovnani pfitomnosti zkoumanych molekularné genetickych zmén a celkového
poCtu vykoufenych cigaret (,pack-years®) zadnou statisticky vyznamnou souvislost neprokazalo
(p=0,1847, resp. p=0,8579). Podobné zavéry uvadéji i dalSi autofi (Powell C. A. et al., 1999;
Malhotra P. et al., 2004).

Z hlediska odbéru bronchialni sliznice zasluhuje pozornost statisticky vyznamné vyssi
vyskyt molekularné genetickych zmén v histologicky normalnich biopsiich z mist, ktera byla pfi
AFB pozitivni, nez v biopsiich odebranych nahodné jako kontroly. Obdobna zavislost jiz byla
popsana (Sutedja G., 2003, Helfritzsch H. et al., 2002) a umozniuje vyslovit hypotézu, Ze AFB je
schopna odhalit ¢asné&jSi zmény v procesu karcinogeneze, kdy jsou sice jiz pfitomny zavazné
molekularni zmény, avSak morfologicky vzhled epitelu je jeSt€ nezménén. Otevira se tak moznost
vyuziti AFB pro odbér biopsii pro molekularné genetické vySetfeni ke studiu vyvoje tohoto

nadorového onemocnéni.
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V poslednich dvaceti letech prodélal vyvoj znalosti tykajicich se vzniku karcinomu plic
vyznamny pokrok. Plicni karcinogeneze je vnimana jako komplexni a multicentricky proces
vyZadujici postupnou akumulaci molekularné genetickych zmén, které maji paralelu
v histologickych zménach normalniho epitelu pfes zmény preneoplastické az po nadorové. Pomoci
analyzy LOH rdznych chromozomalnich oblasti a metylaéniho stavu mnoha genu se ukazalo, Ze
TSG inaktivované v pribéhu karcinogeneze SCLC a NSCLC se zasadné liSi. Genové expresni
profily navic vedly k objeveni novych molekularnich markerud histologicky odliSnych typd NSCLC,
v€etné poskupin adenokarcinomu (Bhattacharjee A. et al. 2001; Beer D. G. et al., 2002). Skupina
kolem Wistuby (Wistuba I. I. et al., 1999 a 2000) zaznamenala u dlazdicobuné&énych karcinomu
vyznamné &asté&jsi vyskyt deleci v oblasti 17p13 (TP53), 13q14 (RB), 9p21 (p16™**?), 8p21-23 a v
nékolika oblastech chromozomu 3p. Rovnéz metylace gend je odliSna u dlazdicobunécénych
karcinomu a adenokarcinom(. Nové poznatky pak zahrnuji zejména mutace ve tfech genech:
KRAS, EGFR a Her2/neu, které se vyskytuji téméf vyhradné u adenokarcinomu (Shigematsu H. et
al., 2005). Stav aktualnich znalosti tykajicich se procesu vyvoje hlavnich typl karcinomu plic

struéné znazornuje obr. 12.

histologické zmény molekuldrni zmény
chadd n ”°fmé|”i mutace TP53/
o epitel/ geneticka
VWIS  hyperplazie nestabilita
pdy, | chronicky zvjEené NF-kB
e Mo " zanet COX-2
Vi .
angjo;enr:ni angiogeneze
. " diazaiova VEGR/VEGFR
asociovane s dysplazie
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diaidicova mutace TSG
dysplazie chromozom 3p
atypicka . '. -
adenomatoidni | KRAS mutace dl'i-lldICf)bunec
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”°T’“a‘”' nezname
epitel
S TT adenokarcinom
'::‘i h‘?; normaini EGFR mutace/
Sp A epitel amplifikace
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= b paemslol translokace
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P EML&/ALK

Obr. 12 Soucasny obecny model plicni karcinogeneze. Pfevzato a upraveno dle Gold K. A. et al., 2011.

Zkoumani patogeneze dlazdicobunécného karcinomu vedlo k vytvofeni pracovniho modelu
scentralni“ bronchialni karcinogeneze — od ztaty alel (LOH) a naslednych inaktivujicich mutaci

riznych TSG v histologicky normalnim epitelu kufaka pres zkraceni telomer v dlazdicobunééné
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metaplazii, reaktivaci telomerdzy, inaktivaci TP53 a CDKN2A (p16™“%) a nadmérnou expresi

cyklinu D1 a cyklinu E v Iézich dysplastickych (Lantuéjoul S. et al., 2009) (obr. 13).

hyperplazie
1)
narmdlni epitel
i LOH9pa3p
hyperplazie LOH 17p

i opotifebovani telomer

lehka dysplazie

reaktivace telomerazy

l ztrita RARP

stredni dysplazie

mutace p53
overexprese VEGF

v

carcinoma in situ

té&ika dysplazie

I inaktivace ple

i overexprese Bel-2

overexprese cyklinu
D1acyklinu E

carcinoma in situ

Obr. 13 Pracovni model ,centralni“ bronchialni karcinogeneze, vedouci ke vzniku
dlaZzdicobunééného karcinomu: mnohokrokovy proces akumulace molekuldrn& genetickych
zmén. Pfevzato a upraveno podle Lantuéjoul S. et al., 2009.

Vznik adenokarcinomu z periferniho bronchioloalveolarniho epitelu oproti tomu zahrnuje
minimalné dvé patogeneticky odliSné cesty v zavislosti na abusu koufeni cigaret. Jedna z nich se
tyka zejména Zen, nekufacek, spiSe asijského etnika, kde ziejmé& pro maligni transformaci buriky
postacuje jako jedina geneticka zména mutace genu pro EGFR (transmembranovy tyrozinkinazovy
receptor, HER1/ERBB1) (Gazdar A. F., 2004). Druha cesta, pozorovana ¢astéji u kuraku, zahrnuje

s~

mutace v genu KRAS (kédujicim rodinu GTP vazicich protein prenasejicich proliferaéni signaly)
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soudasné s inaktivaci TSG (napf. metylaci p16™*** & mutaci TP53) (Yoshida Y. et al., 2005;
Sekido Y. et al., 2003). Vznik mucinéznich adenokarcinomd a adenokarcinomul lokalizovanych
centralné dosud objasnén neni.

Pfestoze byl v poslednich dvou desetiletiletich u€inén vyrazny pokrok v otdzkach plicni
karcinogeneze, zlstava i nadale cela fada krokl v tomto mnohastupfiovém procesu neobjasnéna,
a proto je pro moznost terapeutického zasahu do tohoto procesu nutné ziskavat stale nové
informace. Rizné studie ukazaly, ze dochazi k akumulaci celé fady genetickych zmén, o jejichz
vyznamu a pfipadné reversibilit¢ neni nic bliz§iho znamo. Stejné tak chybi podrobné&jsi data i o
riziku progrese prekancerdznich lézi. Po prerusSeni expozice karcinogenim je pfedpokadana jista
mira reversibility histologickych zmén, genetické zmény vSak pretrvavaji dlouhou dobu. Mortalitu
na karcinom plic je tedy mozno cilené ovlivnit zejména prostfedky vedoucimi k prevenci maligni

trasformace a presnou identifikaci genetickych procesu, které s ni bezprostfedné souviseji.
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5.2 Diferencialni diagnostika maligniho mezoteliomu (Prace lll)

5.2.1 Zhodnoceni histologickych diagnéz maligniho mezoteliomu pomoci

imunohistochemického vySetfeni

Pouziti modernich molekularnich technik vhodnnych k analyze vzork( tkané zalitych
do parafinu zvySilo vyuzivani archivovaného materialu k védeckym uacelim. V dobé uréeni
diagnoézy (zejména v pripadé relativné vzacnych nalez(, kdy je nutné vyuzit material star§iho data)
v8ak Casto nebylo k dispozici dostateéné spektrum vhodnych imunohistochemickych vysetfeni, a
proto existuje ur€ité riziko nespravné diagnézy. Za ucelem zpresnéni diagnostiky a definovani
imunohistochemického diagnostického panelu na nasem pracovisti byl vySetfen soubor 59
pacientd (33 muzl, 26 Zen) s diagnézu MM (55 MM pleury: 49 epiteloidnich, 4 sarkomatoidni, 2
bifazické; 4 MM peritonea — vS8echny epiteloidni) a 21 pacientd (15 muzd, 6 Zen) s diagnézou
adenokarcinomu plic metastazujiciho na pleuru. Imunohistochemické vySetfeni zahrnovalo 5 tzv.
pozitivnich mezotelovych markert (CK5/6, calretinin, WT1, D2-40, HBME-1), 4 tzv. negativni
markery karcinomu (CEA, MOC-31, Ber-EP4, B72.3) a marker plicniho plvodu adenokarcinomu
TTF-1. Pfiklady imunoreaktivity jednotlivych protilatek jsou znazornény na obr. 14, 15 a 16. U
bioptickych vzork( pochazejicich z obdobi pfed rokem 2006 byla vétSina imunohistochemickych
vySetfeni provadéna retrospektivné - jednalo se celkem o 36 pacientl s diagnézou epiteloidniho
MM a 21 pacientl s diagnézou adenokarcinomu plic. V tomto souboru pacientl jsme na zakladé
dopInénych imunohistochemickych reakci reklasifikovali 4 MM (4/36, 11 %) a jeden
adenokarcinom (1/21, 5 %). Ve tfech pfipadech diagnostikovanych pivodné jako MM se jednalo o
adenokarcinomy a k diagndze byly pouzity pouze nespecifické markery, v jednom pfipadé Slo
spiSe o adenokarcinom, jehoz imunoprofil nebyl jednoznacny. Jeden adenokarcinom byl na
zakladé reakci s uvedenymi protilatkami prfehodnocen jako epiteloidni MM. Pfed zavedenim
specifickych imunohistochemickych markerd bylo tedy nespravné diagnostikovano 9 % (5/57)
pFipadu zahrnujicich tuto diferencialni diagn6zu.

Membranova reaktivita protilatky proti D2-40 byla pfitomna v 51 (91 %) z 56 mezoteliomu.
V lépe diferencovanych epiteloidnich MM a zejména nadorech s papilarnim rastem byla reaktivita
silna, kontinualni, v solidnich a méné diferencovanych spiSe fokalni a slaba. V bifazickych MM byla
pozorovana pozitivita v epiteloidni slozce. Vétsina (3/4; 75 %) sarkomatoidnich MM byla negativni,
v jednom pozitivnim pfipadé byla imunoreaktivita pouze fokalni, slabé intenzity. Zadny z plicnich
adenokarcinomu s touto protilatkou nereagoval.

Pozitivitu v reakci s protilatkou proti CK5/6 vykazovalo 52 z 56 (93 %) MM. Ve vétSiné
pfipadu byla pozitivita difuzni, cytoplazmaticka, silné &i stfedni intenzity (obr. 14a). Reaktivita
chybéla ve dvou sarkomatoidnich, v jednom bifazickém a v jednom epiteloidnim MM. Naopak
pozitivni ve vétSiné bunék byly téZ 4 plicni adenokarcinomy, pfi¢emz intenzita reakce kolisala od

slabé po silnou.
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S protilatkou proti calretininu reagovalo 54 (96 %) z 56 MM. Za pozitivni byla striktné
povaZzovana pouze pozitivita zaroven cytoplazmaticka i jaderna (obr. 14b). Prakticky vSechny
epiteloidni MM vykazovaly pozitivitu difuzni, silné intenzity. V sarkomatoidnich MM a
sarkomatoidnich oblastech bifazickych MM bylo pozitivni malé procento bunék (pod 10 %), avSak

siln&. Zadny z plicnich adenokarcinomt s protilatkou proti calretininu nereagoval.
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Obr. 14 Imunoreaktivita tzv. pozitivnich mezotelialnich markera. (a) Difuzni cytoplazmaticka
pozitivita cytokeratinu 5/6 v epiteloidnim mezoteliomu (x400). (b) Difuzni silna cytoplazmaticka i
jaderna pozitivita calretininu v epiteloidnim mezoteliomu (x400). (c) Epiteloidni mezoteliom
pozitivné reagujici s protilatkou proti WT-1 s difuzni jadernou pozitivitou (x400). (d) Plicni
adenokarcinom infiltrujici pleuru, vykazujici membranovou pozitivitu v reakci s protilatkou
HBME-1 (x200).

50 z 56 (89 %) MM reagovalo s protilatkou proti WT1 (obr. 14c). Ve vétSiné pripadl byla
jaderna pozitivita difuzni, silné intenzity. Negativni byly 3 sarkomatoidni a 3 epiteloidni MM.
Pozitivita v bifazickych MM a v pfipadé sarkomatoidniho MM byla silné &i stfedné silné intenzity,
avSak omezena na malé procento bunék (5 — 10 %). VSechny plicni adenokarcinomy byly v reakci
s touto protilatkou negativni.

47 z 56 (84 %) MM reagovalo s protilatkou HBME-1. VSechny pozitivni pfipady vykazovaly
silnou membranovou pozitivitu ve vét§iné nadorovych bunék. 7 z20 (35 %) plicnich
adenokarcinomu bylo rovnéz pozitivnich (obr. 14d), pfi€emz pozitivita byla patrna jak na

membrané, tak v nékterych pfipadech v cytoplazmé.
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Pozitivita s protilatkou proti CEA byla cytoplazmaticka, akcentovana podél povrchové
membrany (obr. 15a). Pozitivnich bylo 13 z20 (65 %) adenokarcinomd, a to silné, ve vétSiné
nadorovych bunék. Zadny z MM tento antigen neexprimoval.

VSechny plicni adenokarcinomy (20/20; 100 %) byly silné, pfevazné difuzné membranové
pozitivni v reakci s protilatkou MOC-31 (obr. 15b), zatimco MM reagoval ve 2 pfipadech, v nichz

byla pozitivita loZiskova, slab3i intenzity.

Obr. 15 Imunoreaktivita tzv. negativnich mezotelialnich markerd. (a) Difuzni cytoplazmaticka
pozitivita protilatky proti CEA v plicnim adeokarcinomu metastazujicim na pleuru (x400). (b)
Plicni adenokarcinom se silnou membranovou pozitivitou reakce s monoklonalni protilatkou
proti MOC-31 (x200). (c) Reakce s anti-Ber-EP4 vykazuje silnou membranovou pozitivitu
adenokarcinomu metastazujiciho na pleuru (x400). (d) Hrubé granularni cytoplazmaticka
pozitivita adenokarcinomu plic v reakci s protilatkou proti TAG72 (x400).

Protilatka Ber-EP4 vykazovala membranovou pozitivitu kolisajici intenzity ve vétsiné
nadorovych bunék v 16 z 20 (80 %) adenokarcinomu (obr. 15c). Dva MM reagovaly téz pozitivné,
intenzita reakce v8ak byla spiSe slaba a procento pozitivnich bunék nizké (10 az 20 %).

V reakci s protilatkou proti TAG-72 (B72.3) jsme pozorovali hrubé granularni
cytoplazmatickou pozitivitu slab$8i ¢i stfedni intenzity (obr. 15d) ve 13 z 20 (65 %) vySetfovanych
adenokarcinomu. V§echny MM byly negativni.

Za pozitivni imunoreakci s protilatkou proti TTF-1 byla povazovana pouze pozitivita jaderna.

VétSina adenokarcinomu plic (18/20; 90 %) byla pozitivni difuzné, s pozitivitou stfedné silné az
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silné intenzity. Dva adenokarcinomy (2/20; 10 %) a rovnéz v8echny MM (56/56; 100 %) byly
negativni.
Na zakladé imunohistochemickych vysledkd byla stanovena senzitivita a specificita

jednotlivych pouZitych protilatek, jejichZ hodnoty jsou uvedeny v tabulce &. 12.

Tabulka 12
Prehled vysledkd imunohistochemickych reakci s vypoctem senzitivity a specificity jednotlivych
protilatek.
Senzitivita Specificita
mezoteliom (n=56) vici adenokarcinomu plic (n=20)
Pozitivni markery pozitivni (%) negativni (%)
D2-40 51/56 (91) 20/20 (100)
CK5/6 52/56 (93) 16/20 (80)
Calretinin 54/56 (96) 20/20 (100)
WT1 50/56 (89) 20/20 (100)
HBME-1 47/56 (84) 13/20 (65)
adenokarcinom (n=20) vici mezoteliomu (n=56)
Negativni markery pozitivni (%) negativni (%)
CEA 13/20 (65) 56/56 (100)
MOC-31 20/20 (100) 54/56 (96)
Ber-EP4 16/20 (80) 54/56 (96)
B72.3 12/20 (60) 56/56 (100)
TTF-1 18/20 (90) 56/56 (100)

n — pocet vySetfovanych pfipadu

5.2.2 Exprese CAIX v malignim mezoteliomu

Protilatkou proti CAIX bylo vySetfeno 51 pacientl s diagnézou MM pleury a
peritonea (47 MM pleury, 4 MM peritonea) a 14 benignich pleuralnich lézi, které pfedstavovaly
normalni mezotelie u pacientd se spontannim pneumotoraxem ¢&i hyperplasticky mezotel u
pacientl s fibrindzni pleuritidou. K imunocytochemickému vySetfeni jsme vybrali 19 cytoblokud
z vypotkll od pacientl s histologicky ovéfenou diagnézou MM pleury, karcinomu rlizné primarni
lokalizace (3 adenokarcinomy plic, 2 karcinomy ovaria a 1 kolorektalni karcinom) a reaktivni

pleuritidy. Podrobny pfehled vySetfovanych pfipadu je uveden v tabulce €. 13.
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Tabulka 13
Pfehled pfipadad vySetfovanych imunohistochemicky na
expresi karboanhydrazy IX.

Biopticky material n (%)
epiteloidni 41 (63,1)
MM pleury  sarkomatoidni 4(6,2)
bifazicky 2(3,1)
MM peritonea (epiteloidni) 4(6,2)
normalni mezotel 7 (10,7)
reaktivni mezotel/pleuritis 7 (10,7)
celkem 65 (100,0)
Cytobloky n (%)
maligni vypotek u pacientd s MM pleury 6 (31,6)
maligni vypotek u pacient( s karcinomem 6 (31,6)
benigni reaktivni pleuralni vypotek 7 (36,8)
Celkem 19 (100,0)

MM — maligni mezoteliom; n — pocet vySetfovanych pfipadu

VSechny vysSetfované bioptické vzorky tkané (51 MM, 14 nenadorovych) byly informativni
pro zhodnoceni exprese CAIX na urovni proteinu. Epiteloidni MM pleury i peritonea vykazovaly
minimalné slabou fokalni (8,9 %, 4/45), vétSinou v8ak silnou difuzni pozitivitu (73,3 %, 33/45) (obr.
16). Pfipady bifazického MM byly pozitivni v epiteloidnich oblastech. 4 negativni pfipady
pfedstavovaly MM sarkomatoidni (7,8 %, 4/51). Vysledek imunohistochemickych reakci je
v pfehledu uveden v tabulce 14. Pozitivita v MM byla difuzni i disperzni, bez jakékoliv zavislosti
na pritomnosti nekrozy &i vzdalenosti nadorovych bunék od cévniho zasobeni (obr. 17). V pfipadé
negativnich oblasti se jednalo o sarkomatoidni okrsky MM bifazickych nebo o oblasti
dediferencované, s obrovskymi bizarnimi nadorovymi burikkami, ¢&i s pfechodem do
sarkomatoidniho ristu (obr. 16). Burnky stromalni a zanétlivé a stejné tak elementy okolniho
plicniho parenchymu byly v reakci s protilatkou proti CAIX negativni.

Ve vSech vzorcich normalni (100 %, 7/7) a ve vétsiné vzorkl reaktivni (71,4 %, 5/7) pleury
vykazovaly ploché &i kubické mezotelialni buriky pozitivitu difuzni, silné intenzity. Pouze benigni
reaktivni hyperplastické mezotelie, které byly zavzaty do granulacni tkané v ramci organizujici
fibrindzni pleuritidy, vykazovaly pouze loZiskovou, slabou &i Zadnou expresi CAIX (obr. 17). Mezi

pozitivitou CAIX v MM a nenadorovych mezoteliich nebyl statisticky signifikantni rozdil (p=0,8991).
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Obr. 16 Priklady imunohistochemickych reakci s protilatkou proti karboanhydraze 1X (CAIX).
(a) Difuzni silna membranova pozitivita imunoreakce v epiteloidnim mezoteliomu pleury
s centralni nekrézou (x200). (b) Silna difuzni membranova pozitivita benignich reaktivnich
mezotelii (x400). (c) Silna pozitivita epiteloidnich oblasti v bifazickém mezoteliomu,
sarkomatoidni oblasti jsou negativni (x200). (d) Negativita reaktivnich hyperplastickych
mezotelii v pfipadé organizujici pleuritidy (x400).
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Obr. 17 Exprese karboanhydrazy IX v bunkach
maligniho mezoteliomu v bezprostfedni blizkosti
cévy.
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Tabulka 14
Pfehled imunohistochemické exprese karboanhydrazy I1X v bioptickych vzorcich.

Imunohistochemicka exprese CAIX — n (%)

Histologickéa diagndza

poattvnt silna diftzni siln fokalni  slaba difazni slaba fokalni negativni
MM celkem 47/51(92,2) 33(647) 7(137)  3(5.9) 4(7.8) 4(7.8)
epiteloidni 45/45 (100,0) 33(733) 5(111)  3(67) 4(8,9) 0
bifazicky 2/2 (100,0) O 2(100,0) 0 0 0
sarkomatoidni 0/4 (0) 0 0 0 0 4 (100,0)
reaktivni mezotel/pleuritis 6/7 (85,7) 3(42,8) 2 (28,6) 0 1(14,3) 1(14,3)
normalni mezotel 717 (100) 7 (100) 0 0 0 0

CAIX — karboanhydraza IX; n — pocet vySetfovanych pfipad; MM — maligni mezoteliom

Imunohistochemicka exprese CAIX v pleuralnich vypotcich je znazornéna v tabulce 15.
Silna difuzni membranova pozitivita byla pfitomna ve vSech pfipadech MM (100 %, 6/6) (obr. 18).
Stejné tak byly pozitivni 4/6 karcinomu a 6/7 pfipadl reaktivnich vypotk(. Rovnéz mezi témito
cytologickymi skupinami nebyl zaznamenan statisticky signifikantni rozdil v expresi CAIX
(p=0,6197).

Obr. 18 Membranova pozitivita reakce s protilatkou
proti karboanhydraze IX v buikdch maligniho
mezoteliomu (pleuralni vypotek; x400).
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Tabulka 15
Pfehled imunohistochemické exprese karboanhydrazy IX v pleuralnich vypotcich.

Imunohistochemicka exprese CAIX — n (%)

Cytologické diagndza (cytoblok)

pozitivni silna silna slaba slaba neaativni
celkem difazni fokalni difazni fokalni 9
maligni vypotek pacientd s MM 6/6 (100,0) 5 (83.3) 0 0 1(167) 0
pleury
maligni vypotek pacientd 416 (66,7) 0 2(333) O 2(33,3) 2(33,.3)
s karcinomem
benigni reaktivni pleuralni vypotek 6/7 (85,6) 3(42,8) 2 (28,6) 0 1(14,3) 1(14,3)

CAIX - karboanhydraza IX; MM - maligni mezoteliom

5.2.3 Diskuze

Maligni mezoteliom je nejCastéjS§im primarnim nadorem postihujicim pleuru.
Adenokarcinom plic je vSak spolu s adenokarcinomy dalSich primarnich lokalizaci potencialné
metastazujicimi do plic a na pleuru mnohem c¢astéjSi, a vzhledem k mozné morfologické
podobnosti a odlidné 1é¢bé pFedstavuje diferencialni diagnostika téchto jednotek pomérné zavazny
problém. Imunohistochemické vySetfeni s pouzitim Siroké palety protilatek hraje v této oblasti
protilatek obvykle reagujicich s adenokarcinomy (tzv. negativnich marker(), protilatky vhodné
k identifikaci bunék MM nebyly znamé. Od poloviny 90. let 20. stoleti zaCaly byt postupné
k dispozici tzv. pozitivni markery, tj. protilatky reagujici vylu¢né s mezoteliemi, resp. zejména
s epiteloidnimi mezoteliomy (Ordéfiez N. G., 1998). V bioptickych pfipadech z obdobi pfed
zavedenim novych relativné specifickych imunohistochemickych markerd na nasem pracovisti
jsme pfi pouziti téchto protilatek detekovali diskrepanci s pfedchozi histologickou diagnézou v 9 %
pfipadu. Tyto vysledky potvrzuji nutnost histopatologického pfehodnoceni bioptickych pfipadli MM
pro jejich zafazeni do dalSich studii.

Kvalita imunohistochemického markeru je podminéna jeho dostatecné vysokou senzitivitou
a zaroven specificitou. Mezinarodni skupina expertl zabyvajicich se MM (IMIG — International
Mesothelioma Interest Group) doporucuje do vySetfovaciho panelu zafadit markery se specificitou
a senzitivitou nad 80 %, pfiCemz pfi interpretaci vysledku je nutné zohlednit lokalizaci pozitivity
daného markeru (napf. cytoplazmaticka vs. jaderna) a procento pozitivnich bunék (pro
cytoplazmatické a membranové pozitivni markery byla navrZzena hranice nad 10 % pozitivnich
bunék jako pozitivni nalez) (Husain A. L. et al., 2012).

V souCasné dobé je pro diferencialni diagnostiku epiteloidniho MM k dispozici nékolik

vysoce specifickych a senzitivnich markert, avSak zadny z nich neni absolutné specificky a
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zaroven senzitivni. Na zakladé nasich vysledkl vykazuje z pozitivnich markert nejvys$si senzitivitu
spolu se 100% specificitou calretinin (senzitivita 96 %) a D2-40 (senzitivita 91 %). Reakce s anti-
D2-40 vyzaduje pozornou interpretaci, nebot’ jeji pozitivita je v nékterych pfipadech pouze fokalni
¢i slabé intenzity, coz muze komplikovat hodnoceni zejména malych vzorkd tkané, event.
cytobloku. Oproti tomu reakce s anti-calretininem byva vétSinou silna a rovnéz procento pozitivhich
bunék je vyssi. Vysoce specificky (100%) v odliSeni adenokarcinomu plicniho pavodu je téz WT1
antigen, jehoz senzitivita je jen o malo nizSi nez v pfipadé pfedchozich dvou protilatek (89 %).
Protilatka HBME-1 ma sice senzitivitu pfes 80 %, nicméné jeji specificita je pfilis nizka (65 %).
Zatimco z marker( negativnich jsou v8echny schopné diagnostikovat adenokarcinom s vysokou
senzitivitou (96 az 100 %), souasna vysoka specificita (100 %) favorizuje k pozitivni identifikaci
adenokarcinomu pouziti MOC-31, v pfipadé primarné plicniho adenokarcinomu spole¢né s TTF-1
(specificita 90 %).

Epiteloidni MM jsou ve srovnani se sarkomatoidnimi MM diferencovanéj$i nadory,
pravidelné exprimujici alespon jeden z pozitivhich mezotelovych markertd jakym je calretinin, WT1
¢i D2-40. Naopak k diagnéze sarkomatoidniho mezoteliomu neni nutna pozitivita téchto markert,
pokud je zachovana reaktivita se Sirokospektrymi cytokeratiny (Sandeck H. P. et al., 2010). Mezi
pozitivnimi markery MM jsme v sarkomatoidnich MM nej¢astéji zaznamenali pozitivitu calretininu
(ve 3/4 pripadl) a CK5/6 (ve 2/4 pfipadu). Protilatky proti D2-40 a WT1 reagovaly v1 ze 4
sarkomatoidnich MM. Pozitivita byla patrna ovéem pouze v malém procentu bunék a jeji intenzita
byla slabsi nez v MM epiteloidnich. Obdobné vysledky pozoroval Chirieac L. et al. (2006) na
vétSim souboru pacientld. Oproti epiteloidnim nadorim pleury ma tedy imunohistochemické
vySetfeni v dif. dg. sarkomatoidnich nadordG menSi roli a je nutna pecliva Kkorelace
s klinickopatologickymi a radiologickymi udaji. Z praktického hlediska je postaCujici panel 4
protilatek (dvou pozitivnich mezotelovych a dvou karcinomovych), pficemz nam se osvéddila
kombinace calretininu a D2-40 (event. WT1) spole€né s MOC-31 a TTF-1. Pokud nejsou vysledky
imunohistochemickych reakci jednoznacné, je samoziejmé& nutné pouzit dalSi markery, a to jak
mezotelialni tak epitelialni, pfipadné vaskularni ¢i melanomové. Stejné tak je nutné prizpUsobit
vybér protilatek v pfipadech potencialné jiného primarniho plvodu karcinomu. Pokud neni
pfinosny ani rozSifeny imunohistochemicky panel, muze byt v nékterych pfipadech uZiteCné
vySetreni elektronmikroskopické (Galateau-Salle F. B. et al., 2006).

V hlavni ¢asti imunohistochemické studie jsme se zabyvali expresi CAIX v MM a benignich
mezotelialnich burikach v histologickém a cytologickém materialu. Data v literatufe tykajici se
reaktivity CAIX u téchto morfologickych jednotek jsou relativné chuda. Imunohistochemickou
expresi CAIX v 8 pfipadech mezoteliom0 stru¢né zminil ve své praci Ivanov S. et al. (2001),
pomoci RT-PCR v pleurdlnich vypotcich 8 pacientl s mezoteliomem Li G. et al. (2007) a nejnovéji
pak Ramsey M. L. et al. (2011) v 19 pfipadech MM pleury. VSechny tyto prace vSak postradaji
bliz8i popis intenzity a lokalizace imunoreaktivity, ktera se u jinych malignich nadord popisuje

v oblastech pfiléhajicich k nekrotickym okrskiim (Kim S. J. et al., 2004; Loncaster J. A. et al.,
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2001). Vyjimku tvofi svétlobunéény karcinom z renalnich bunék, pro ktery je typicka difuzni
pozitivita v dusledku zvySené aktivity HIF-1a a ztraty regulace CAIX pFes hypoxii v dusledku
inaktivovaného von-Hippel-Lindau (VHL) genu (Potter C. a Harris A. L., 2004).

V nasi studii jsme pozorovali difuzni silnou membranovou imunoreaktivitu u vétSiny MM
(64.7 %), a to bez zavislosti na pfitomnosti nekrozy €i vzdalenosti od cévniho zasobeni. Nase
pozorovani jsou podobna nalezu jinych autort u svétlobunécnych karcinomu z renalnich bunék,
pfestoze mutace VHL genu nehraji v karcinogenezi MM vyznamnéjsi roli (Sekido Y. et al., 1994
Jean D. et al., 2012). Zajimavym nalezem je imunohistochemicka exprese CAIX v sarkomatoidnich
oblastech bifazickych MM a v epiteloidnich MM s dediferencovanymi okrsky (anaplastickymi
obrovskymi bizarnimi bunkami €i pfechodem do sarkomatoidnich partii), které nevykazovaly
pozitivitu CAIX jinak typickou pro Useky epiteloidni. Rovnéz vSechny vySetfované sarkomatoidni
MM byly negativni. Obobnou ztratu exprese epitelialnich a mezotelialnich epitopl v mezoteliomech
se sarkomatoidni diferenciaci Ize pozorovat v imunohistochemickych reakcich s dalSimi tzv.
mezotelialnimi markery, jak uvadime vysSe (Lucas D. R. et al., 2003).

Pozornost zasluhuje rovnéz imunohistochemicka exprese CAIX v nenadorovych
mezotelialnich bunkach. TéméFf ve vSech pfipadech normalnich &i reaktivné hyperplastickych
mezoteliich jsme pozorovali silnou difuzni membranovou pozitivitu, avSak za predpokladu, ze tyto
buriky mély epiteloidni vzhled a nachazely se na pleuralnim povrchu. Jakmile ovéem doslo
v pribéhu procesu organizujici pleuritidy k zavzeti téchto bunék do vrstvy fibrinu a proliferujici
granulacni tkané v plvodné submezotelialni oblasti, byl pradkaz CAIX v téchto burikach negativni.
Tento fakt by se mohl kryt se zménami pozorovanymi v regenerujici seréze, kdy mezotelialni
bunky ziskavaji odliSny fenotyp podobny myofibroblastim (Mutsaers S. E., 2004).

Hlavnim regulatorem exprese CAIX ve vétSiné solidnich nadorll je hypoxie (Potter C. a
Harris A. L., 2004; Wykoff C. C. et al., 2000), a proto Ize o€ekavat pozitivitu imunohistochemické
reakce v hypoxickych a perinekrotickych oblastech rovnéz v pfipadé MM. NaSe vysledky vsak
ukazuji vétSinou silnou a difuzni expresi CAIX v mezoteliomech nezavisle na vySe popsanych
faktorech a rovnéz i v benignich mezoteliich. Exprese CAIX je v mezotelialnich elementech tedy
zfejmé regulovana pomoci jinych mechanismu a transkrip&nich faktord nez jak je tomu u hypoxie.
Rovnéz Liao S. Y. et al. (2009) nedavno poukazal na fakt, Zze exprese CAIX nemusi byt
v normalnich tkanich indukovana pouze hypoxii, ale je zavisla na funkénim stavu a typu burky
puvodu (,cell of origin®) dané tkané.

V nedavné dobé& byly provedeny dvé studie, které hodnotily ulohu CAIX jako nového
markeru pro detekci malignich bunék v pleuralnich vypotcich. Liao N. D. et al. (2011) pouzil
k imunohistochemické detekci exprese CAIX v benignich a malignich vypotcich (u pacientd
s riznymi typy karcinomu) polyklonaini protilatku proti CAIX (Santa Cruz Biotechnology, Texas,
USA). CAIX byla exprimovana ve vétsiné (63,8 %) malignich vypotkUl, zatimco benigni cytologické
vzorky pozitivitu nevykazovaly. Autofi dospéli k zavéru, Ze pozitivita reakce s protilatkou proti CAIX

je znamkou malignity a CAIX by mohla byt vhodnym doplfikovym markrem malignich bunék
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v pleuralnich vypotcich. K podobnym zavérim dospél Li G. et al. (2007) pomoci RT-PCR s
kvalitativni detekci exprese MN/CA9 mRNA. V na8i studii s pouzitim cytobloku
k imunohistochemické detekci exprese CAIX vSak byla CAIX prokazana v 83,3 % (10/12) pfipadu
malignich vypotkG (MM a karcinomu) a rovnéz v 85,7 % (6/7) benignich efuzi (p=0,6197). Na
zakladé naSich vysledkd s pouzitim monoklonalni protilatky proti CAIX (klon M75) jsme
presvédcCeni, Ze by jeji imunoreaktivita v pleuralnich vypotcich neméla byt povaZovana za znamku
malignity, a to z dlvodu jeji pozitivity jak v malignich tak v benignich reaktivnich mezoteliich ve
vypotcich i v odpovidajicich bioptickych vzorcich. Domnivame se, Ze exprese CAIX pFedstavuje
spiSe fenomén spolecny burikam odvozenym z coelomoveého epitelu. Ramsey M. L. et al. (2011)
vyslovili rovnéz domnénku, ze by CAIX mohla slouzit jako novy mezotelialni marker. Vzhledem k
pomérné uniformni pozitivité CAIX jak v malignich tak v benignich mezoteliich a reaktivité v celé
fadé dalSich malignich nadort postihujicich plice a pleuru (Kim S. J. et al., 2004; Ivanov S. et al.,
2001) vSak zUstava jeji vyznam v diferencialni diagnostice pleuralnich afekci pochybny.

V poslednich desetiletich se pro oblast karboanhydraz a jejich inhibitor( oteviraji moznosti
vyvoje novych specificky pusobicich Iéka (Supuran C. T., 2007), jakoz i diagnostickych a
prognostickych prostfedku (Parkkila S., 2008). Syntéza novych anti-CAIX-specifickych protilatek
proti katalytické doméné CAIX (Zatovicova M. et al., 2010) by mohla byt podnétem pro provedeni
preklinickych studii zabyvajicich se imunoterapeutickymi postupy pro lé€bu solidnich nadord.
Nicméné bézna exprese CAIX v nékterych normalnich lidskych tkanich (v&etné mezotelii) vede
k nutnosti vyvoje izoenzymové specifickych a organové selektivnich inhibitord pro udrzeni

minimalni toxicity takové lécby.
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6 ZAVERY

Casna detekce prekancerdznich 1ézi ma zésadni vyznam ve shaze o sniZeni mortality
karcinomu plic. PfedevSim dlouhodobi kufaci a pacienti s karcinomem aerodigestivniho traktu patfi
mezi vysoce rizikové skupiny pacientl, na které je nutné cilit ¢asnou detekci nadorovych a
premalignich 1ézi. Konvenéni metody uzivané k identifikaci dysplastickych lézi v dychacich cestach
maji v8ak vyrazné limity. Proto jsme se v souladu s modernimi trendy snaZili identifikovat
biologické vlastnosti respiracniho epitelu a korespondujicich premalignich 1ézi, v€etné molekularné
genetickych zmén, které by umoznily posoudit riziko vzniku invazivniho nadorového onemocnéni u
této rizikové skupiny pacientt a tim meély pozitivni vliv na ¢asnou detekci a monitoraci odpovédi na
chemopreventivni 1é¢bu. NaSim cilem je pomoci kombinace histologického a molekularné
genetického vySetfeni dospét k CasnéjsSi detekci prekanceréz a tudiz i ke snizeni mortality
v dusledku tohoto zhoubného onemocnéni.

V této praci jsme systematicky analyzovali pfitomnost LOH v riznych chromozomalnich
oblastech a expresi hTERT mRNA u bioptickych vzorkd celého spektra morfologickych stadii
procesu karcinogeneze SCC a téz v normalnim bronchialnim epitelu tézkych kurakd. Prokazali
jsme vztah mezi molekularnimi zménami v oblastech tzv. ,mismatch repair gend* a regulatoru
buné&ného cyklu a expresi mRNA katalytické podjednotky telomerazy. Také jsme poukazali na
vztah mezi témito molekuldrnimi zménami a histologickym obrazem v bronchialni sliznici
analyzované skupiny pacientd. U SCC koresponduji morfologické zmény se zménami na genetické
arovni a jiz morfologicky normalni ¢i minimalné alterovana bronchialni sliznice silnych kufakd maze
skryvat popsané genetické odchylky. Nase vysledky pomahaji nahlédnout do procesu zmén
exprese hTERT mRNA v korelaci s vyskytem LOH v bronchidlni sliznici téZkych kuraku a
naznacCuji, ze jeji zvySeni predstavuje jeden z prvnich krokG v mnohastupfiovém procesu
karcinogeneze SCC v plicich a Ze tento d&j nabyva v pozdnich fazich vyvoje na intenzité.

NaSe studie v souladu s dalSimi (Baryshnikova E. et al.,, 2008) ukazuje, Ze expozice
cigaretovému koufi vede nejen Kk histologickym, ale i k disperznim molekularnim zménam ve
sliznici bronchialniho stromu. Identifikace bioptickych vzorkd s LOH urcitého typu &i velkého
rozsahu miize predstavovat novy zplsob definice rizika invazivniho karcinomu u kufakd a moznost
monitorace odpovédi na chemopreventivni opatfeni. Zaroven je dulezité odliSit molekularni
markery vedouci bufiku smérem k invazivnimu fenotypu od zmén spojenych s poskozenim
chemickymi latkami cigaretového koufe, aby bylo mozné spolehlivé identifikovat skupinu
preinvazivnich lézi, které maji potencial progredovat do invazivnich nadord. Dysregulace
telomerazy v dospélych tkanich muze predstavovat zplsob, jak buriky pfekonaji mechanismy
senescence vedouci k definitivni smrti a tim se zvysi riziko jejich pfechodu do autonomni nadorové
transformace. K dysregulaci telomerazy v bronchialnim epitelu kufakd dochazi ve velmi ¢asné fazi

patogeneze SCC a i kdyz zvyseni jeji aktivity pfedchazi invazi, je vzhledem k pfitomnosti exprese
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hTERT mRNA téz v normalnim epitelu tézkych kufakl vyuziti tohoto markeru k vyhledani pacient
kurakua se zvySenym rizikem rozvoje SCC ¢i markeru pro monitoraci chemopreventivnich studii
sporné.

AFB se v nasi studii ve skupiné tézkych kufaku s ventilaénim omezenim neukazala pfi
detekci premalignich zmén efektivnéjsi ve srovnani se standardni bronchoskopii a rozsSifeni
standardniho bronchoskopického vySetfeni o AFB dle naSich vysledk( nezlepSilo zachyt
premalignich a malignich zmén bronchialni sliznice. Pfesto tato metoda zprostfedkuje ziskani
cennych informaci tykajicich se vyvoje preinvazivnich bronchialnich lézi a ¢asnych karcinomd a
v budoucnu maze pomoci identifikovat spolehlivé a senzitivni markery invazivniho karcinomu. AFB
by se tak mohla stat idealni metodou k diagnostice lézi velkych bronchd u jedinct s pozitivnim
molekularnim skriningovym testem, jako napf. detekci genetickych mutaci ¢i metylaci DNA ve
sputu, krvi, vydechovaném vzduchu &i bronchialni lavazi (Belinsky S. A. et al., 2007; Spira A. et al.,
2007; Brambilla E. et al., 2003; Kennedy T. C. a Hirsch F. R., 2004). Pied zavedenim AFB do
klinické praxe je nutné objasnit velkou ¢ast nezodpovézenych otazek, mezi které spada predevsim
klinicky vyznam preinvazivnich 1ézi detekovanych AFB a nutnost terapeutického zasahu, ktery by
vedl k prodlouzeni délky pacientova zivota (Warner E. et al., 2010). DalSi otazkou je, zda by tato
metoda byla schopna odhalit prekurzorové léze jinych ¢astych typd karcinomu plic jako
adenokarcinomu ¢i SCLC.

Histologicka diferencialni diagnostika epiteloidniho MM a adenokarcinomu plic, zalozena
pouze na morfologii, je zatizena relativnhé vysokym rizikem diagnostického omylu. Primarni Ulohu
v odliSeni téchto jednotek hraje v dnedni dobé imunohistochemické vySetfeni. Na zakladé
imunoreaktivity souboru MM a adenokarcinomu plic jsme posoudili senzitivitu a specificitu fady
mezotelovych a karcinomovych markertl. Zadna z vySetfovanych protilatek nebyla zaroveri 100%
senzitivni a specificka, nicméné pouziti diagnostického panelu dvou pozitivnich (v tomto pfipadé
calretininu a D2-40) a dvou negativnich (MOC-31 a TTF-1) markerd umoznilo definitivni stanoveni
diagnézy v naprosté vétsiné pfipadl. NasSe vysledky upozoriiuji na nutnost histopatologické
reevaluace bioptickych vzorkll s diagnézou MM, zejména pokud byla stanovena pred zavedenim
specifickych mezotelialnich a epitelialnich marker(. Zaroven potvrzuji, Ze je pfi vySetfeni nezbytné
kombinovat morfologické vySetfeni v zakladnim barveni s vySetfenim minimalné dvou pozitivnich a
dvou negativnich imunohistochemickych markerd. Tento postup je zaroven v souladu s
doporucenim mezinarodni skupiny IMIG (International Mesothelioma Interest Group) (Husain A. N.
et al., 2009) a IMP (International Mesothelioma Panel) (Galateau-Salle F. B. et al, 2006).

V posledni dobé ziskala pozornost protilatka proti CAIX, ktera byla skupinou kolem Ramsey
M. L. et al. (2011) navrzena jako novy mozny mezotelovy marker. Imunohistochemickou pozitivitu
CAIX jsme v naSi praci zaznamenali prakticky ve vSech vySetfovanych pfipadech malignich
mezoteliomu a stejné tak i v normalnich a reaktivnich mezotelialnich burikach. Tato data podporuiji
koncept organové selektivni izoenzymové specifické inhibice CAIX jako potencialniho

terapeutického cile u pacientt s pokro¢ilym MM, avSak poukazuji na fakt, ze CAIX nelze vyuzit
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k odliseni nadorové a reaktivni proliferace mezotelu. Pozitivita imunohistochemické reakce
protilatky proti CAIX v raznych malignich nadorech a rovnéZz v benignich mezoteliich navic
neumozfiuje jeji pouziti jako spolehlivéeho diagnostického markeru malignity v pleuralnich
vypotcich. Pfesna role CAIX ve vzniku a progresi nadorového onemocnéni musi byt jesté
prozkoumana, a to zejména u MM, kde jeji exprese spiSe Uzce souvisi s tzv. bunécnou linii plivodu

(,cell line of origin®) nez s hypoxii, jako je tomu v pfipadé jinych malignit.
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7 SOUHRN

Cilem predkladané dizertaéni prace je predstavit moderni molekularni vySetfovaci metody,
které mohou soucasné s pouzitim nejnovéjSich diagnostickych pfistroji vyznamné pfispét
k poznani patogeneze karcinomu plic, jedné z nej¢astéjSich malignit s vysokou mortalitou. Zaroven
chceme poukazat na vyznam imunohistochemického vySetfeni v diferencialni diagnostice
nejcastéjsSich primarnich malignit plic a pleury.

Karcinom plic v8ech histologickych typu je vysledkem postupné akumulace genetickych a
epigenetickych zmén, které zahrnuji ztraty alel (LOH), chromozomalni nestabilitu, mutace
v onkogenech a tumor supresorovych genech, epigeneticky ,silencing” hypermetylaci promotoru i
aberantni expresi genl ucCastnicich se bunécné proliferace. V naSi praci jsme se zamérili na
detekci nékterych genetickych zmén v dlaZzdicobunéCnych karcinomech plic, v jejich
prekancerdznich lézich a v normalni bronchialni sliznici u téZkych kufaku s ventilacni limitaci.
Prokazali jsme vztah mezi molekularnimi zmé&nami typu LOH v oblastech tzv. ,mismatch repair
genu“ a regulatort buné&ného cyklu a expresi mRNA katalytické podjednotky telomerazy (hTERT)
a také korelaci mezi témito molekularnimi zménami a histologickym obrazem v bronchialni sliznici
dané skupiny pacientll. Analyza exprese hTERT mRNA v korelaci s vyskytem LOH v bronchialni
sliznici tézkych kufakd naznacuje, ze jeji zvySeni predstavuje jeden z prvnich kroku
v mnohastupriovém procesu karcinogeneze dlazdicobunééného karcinomu (SCC) v plicich a ze
tento d&j nabyva v pozdnich fazich vyvoje na intenzité. AFB v nasi studii neukazala pfi detekci
premalignich zmén ve srovnani se standardni bronchoskopii vysSi efektivitu. Pfesto tato metoda
muze zprostfedkovat ziskani cennych informaci tykajicich se vyvoje preinvazivnich bronchialnich
lézi a Casnych karcinomu a v budoucnu muze napomoci identifikovat spolehlivé a senzitivni
markery invazivniho karcinomu.

Difazni maligni mezoteliom (MM) pfedstavuje pouze 0,16 % vSech malignich nadord, avSak
je nejCastéjSi primarni malignitou pleury. Z pohledu patologa spociva jeho vyznam zejména
v roviné diferencialné diagnostické, kde stoji na prvnim misté v odliSeni od metastazujiciho &i na
pleuru prorustajiciho adenokarcinomu, a to zejména primarné plicniho plvodu. Zasadni ulohu
v histologické analyze hraje vySetfeni imunohistochemické. Dlouhodobé& jsou hledany nové
protilatky, které by umoznily zpfesnit diagnostiku, event. mély prognosticky €i terapeuticky pfinos.
Ze Sirokého spektra imunohistochemickych markerd jsme pro odliseni MM a plicniho
adenokarcinomu na zdkladé senzitivity a specificity stanovili panel kombinujici tzv. pozitivni
markery (calretinin a D2-40) s tzv. markery negativnimi (MOC-31, TTF-1). V nasi praci jsme dale
zmapovali imunohistochemickou expresi proteinu karboanhydrazy [X (CAIX), kterou jsme
zaznamenali prakticky ve vSech vySetfovanych pfipadech MM, v normalnich a reaktivnich
mezoteliich i v fadé metastatickych karcinomu. Podle naSich vysledkd nelze pouzit CAIX jako

spolehlivy diagnosticky marker MM ani jako znak malignity v pleuralnich vypotcich. Tato data vSak
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podporuji koncept organové selektivni izoenzymové specifické inhibice CAIX jako potencialniho
terapeutického cile u pacientt s pokro€ilym MM.

NasSe prace ma za cil pfispét k poznani plicni karcinogeneze a zpfesnéni diagnostiky MM,
které by v kone¢ném efektu v budoucnu vedly k CasnéjSi detekci téchto lézi, resp. k vyvoji novych

terapeutickych prostfedku, a tim i ke snizeni mortality na tato zhoubna onemocnéni.
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8 ABSTRACT

The aim of the presented thesis is to introduce modern molecular methods that may
contribute to deepening our knowledge of pulmonary carcinogenesis. Furthermore, we would like
to point out the significance of immunohistochemistry in differential diagnostics of the most
common primary pulmonary and pleural neoplasms.

Lung carcinoma of all histological subtypes is a result of stepwise accumulation of genetic
and epigenetic changes, including allelic losses (LOH), chromosomal instability and imbalance,
oncogene and tumor suppressor gene mutations, epigenetic silencing by promotor
hypermethylation or aberrant gene expression guidinig cell proliferation. In our study, certain
genetic changes were detected in squamous cell carcinomas (SCC) of the lung, their precancerous
lesions as well as in normal bronchial mucosa in a selected group of heavy smokers with limited
ventilation. We investigated the relation between molecular changes of LOH type in chromosomal
regions harbouring mismatch repair genes and cell cycle regulators and human telomerase
reverse transcriptase (hnTERT) mRNA expression. We also evaluated the relation between these
molecular changes and histologic pattern in bronchial mucosa in this patient group. hTERT mRNA
expression analysis in correlation with LOH in bronchial mucosa of heavy smokers suggests that it
represents one of the first events in the multistep process of pulmonary SCC carcinogenesis.
Autofluorescence bronchoscopy, a novel sensitive imaging method for detection of premalignant
bronchial lesions, has not shown higher effectivity in comparison to standard white light
bronchoscopy. Nevertheless, this method may assist to obtain valuable information concerning
evolution of bronchial preinvasive lesions and early carcinomas. We believe that it may contribute
to the identification of reliable and sensitive molecular markers of invasive carcinoma in the future.

Diffuse malignant mesothelioma (MM) represents only 0,16 % of all malignant tumours, but
is the most common primary pleural malignancy. From the pathologist's point of view, its
significance resides in histological differential diagnosis towards adenocarcinoma metastasizing or
infiltrating into the pleura, especially of primary lung origin. Immunohistochemistry plays an
essential role in this field. In the long term, new antibodies with increased diagnostic sensitivity and
specificity, and eventual prognostic or therapeutic significance, are searched for. From a broad
scale of relevant immunohistochemical markers, we validated a panel combining ,positive*
(calretinin and D2-40) and ,negative“ markers (MOC-31 and TTF-1) with the highest sensitivity and
specificity. Our further work comprises the analysis of immunohistochemical expression of
carboanhydrase IX (CAIX), a member of metalloproteinases regulating pH homeostasis. Its
positivity was observed in virtually all MM as well as in normal and reactive mesothelia and in
various metastatic carcinomas. Our results suggest that CAIX may neither be used as a reliable
diagnostic marker of malignancy in pleural effusions nor a differentiation tool between neoplastic

(mesothelioma) and reactive mesothelial proliferations. Nevertheless, these data support the
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concept of organ selective isoenzyme-specific CAIX inhibition as a potential target in patients with
advanced MM.
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lidsky epitelialni antigen, klon Ber-EP4

karboanhydraza IX (carboanhydrase 1X)

gen kodujici transkripéni faktor CDX-2 (caudal type homeobox 2)
karcinoembryonalni antigen (carcinoembryonic antigen)

karcinom in situ (carcinoma in situ)

cytokeratin 5/6

anti-podoplanin = D2-40

difuzni idiopaticka hyperplazie plicnich neuroendokrinnich bunék (diffuse idiopathic
pulmonary neuroendocrine cell hyperplasia)

deoxyribonukleotidova kyselina (deoxyribonucleic acid)/komplementarni DNA
k messengerové RNA (complementary DNA)

dideoxynukleotidtrifosfat (dideoxynukleotidtriphosphate)

kyselina ethylendiaminoteteraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
receptor epidermalniho ristového faktoru, téz ErbB-1 (epidermal growth factor
receptor)

geny kodujici rodinu ErbB receptorovych tyrozinkinaz

usilovné vydechnuty objem vzduchu béhem 1. sekundy vydechu (forced exspiration
volume in the first second of exspiration)

fragile histidine triad

fakultni nemocnice

hematoxylin — eozin

receptorova tyrozinkinaza z rodiny ErbB protein(, téz ErbB-2

transkrip&ni faktor indukovany hypoxii (hypoxia inducible factor 1a)
monoklonalni protilatka proti neznamému antigenu na povrchu mezotelii
zorné pole optického zvétseni, 400x; 0,017 mm? (high power field)

pocitacova tomografie s vysokym rozliSenim (high-resolution computed tomography)
promotor genu aktivovany za podminek hypoxie (hypoxia response element)
RNA komponenta lidskeé telomerazy

reverzni transkriptaza telomer (human telomerase reverse transcriptase)

chronicka obstrukéni plicni choroba
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IARC

LF UK
LNA
LOH
MOC-31
MM
MMLV
NER
NOR
NSCLC
Y

PCR
RB1
RNA
RQ-RT-PCR
SCC
SCLC
STR
SV40
TPS3
TSG
TTF-1
VHL
WHO
WLB
WT-1

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (International Agency for Research on
Cancer)

lékarska fakulta Univerzity Karlovy

locked nucleic acid

ztrata heterozygozity (loss of heterozygosity)

epitelialni glykoprotein 2 = epitelialni specificky antigen
maligni mezoteliom

Moloney Murine Leukemia Virus

nukleotidova excizni reparace (nucleotide excision repair)
Narodni onkologicky registr

nemalobunéény karcinom plic (non-small cell lung carcinoma)
hodnota vyznamnosti

polymerazova fetézcova reakce (polymerase chain reaction)
Retinoblastoma gen, kodujici pRb protein

kyselina ribonukleotidova (ribonucleic acid)

reverzni kvantitativni PCR v realném Case (reverse quantitative real-time PCR)
dlazdicobunéény karcinom (squamous cell carcinoma)
malobunéény karcinom (small cell lung carcinoma)

kratké tandemové repetice (single tandem repeats)

Simian Monkey Virus 40

tumor supresorovy gen TP53, kddujici protein p53

tumor supresorovy gen

tyreoidalni transkripéni faktor-1

von-Hippel-Lindau

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
bronchoskopie bilym svétlem (white light bronchoscopy)

Wilm’s tumor gene 1
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