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Predmluva
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Abstrakt

Nadory urogenitalniho traktu jsou velice riznorodou skupinou lézi. V prabéhu poslednich
30ti let bylo vytvoifeno nékolikero klasifikaénich kritérii, které vdak nemohou piné pokryt
spektrum zejména ledvinnych neoplazii, nebot se stale objevuji nové, doposud
neprozkoumaneé jednotky. Nejaktivn&jsi instituci zabyvajici se nadory urogenitalniho traktu
je International Society of Urological Pathology (ISUP). V roce 2012 byla touto spole¢nosti
navrzena zcela nova klasifikace, Vancouver Classification of Renal Neoplasia 2012,
nahrazujici az do té doby uzivany ,zlaty standard® WHO Classification of Tumours:
Pathology and genetics of tumours of the urinary system and male genital organs z roku

2004.

Podobnym zpusobem, jakym je komplikovana jejich diagnostika, je komplikovana také
Ié€ba. V rizném zastoupeni jsou nejvice uzivany chirurgické operace, chemoterapeutika
a radiacCni lé¢ba. V sou€asnosti je také velmi popularni moznosti biologicka cilena terapie.
Od té se puvodné ocekavalo, ze bude mit vyborné vysledky a pouze minimalni nezadouci
ucinky pro pacienty. Nanestésti byly vysledky v jednotlivych pfipadech zna¢né variabilni.
Dokud se nezjisti, jaka je pfiina neuspéchu cilené Iécby, je jedinou rozumnou moznosti
pro patology pfesna kategorizace a detailni popis nové definovanych nadorovych jednotek.

Statisticky se opakované prokazuje, ze Ceska republika je celosvétové na predni misté ve
vyskytu ledvinnych nadorl. NejpravdépodobnéjSim vysvétlenim se zda byt kombinace
environmentalnich pfiin a vysoce specializované diagnostiky. | pfes to mlze byt
diagnosticky postup komplikovan tzv. ,pit-fall“ pfipady. V téchto situacich je morfologicka
stavba dvou ¢&i vice nadorovych jednotek vzajemné velmi podobna. Nékdy je dokonce
spravneé posouzeni nemozné bez vyuZiti dalSich, zpfesiujicich vySetfeni, jakymi jsou
napfiklad imunohistochemie nebo molekularni genetika.

Protoze poznani na poli molekularni genetiky se neustale prohlubuje, je zcela zfejme, ze i
|é€ba nadort bude provadéna genetickou manipulaci. Nanestésti prozatim neni jasné,
s &im pfesné by mélo byt v kazdém konkrétnim nadorovém genomu manipulovano.
Z nadorové genetiky byl doposud odhalen pouze zlomek, takze zbyva jesté mnoho prace
k vykonani. Takovymto vyzkumem, stejné jako dukladnou kategorizaci, je vS8ak mozné se
zabyvat pouze na mistech, ktera dokazi nashromazdit dostate¢né velky soubor tumor( a
pseudotumort tykajicich se dané problematiky, vCetné I|ézi raritnich, doposud
nedostate¢né popsanych €i zcela neznamych.



Summary

Tumors of urogenital tract are a highly heterogenous group of lesions. In last 30 years,
there were several classifications, which couldn’t fully describe all neoplasias, especially
those arising in kidneys, because many newly discovered tumorous entities still emerge.
The most active institution concentrating on tumors of urogenital tract is International
Society of Urological Pathology (ISUP). In year 2012, there was suggested new
classification criterias by this society, Vancouver Classification of Renal Neoplasia 2012,
that substituted ,the golden standard“ WHO Classification of Tumours: Pathology and
genetics of tumours of the urinary system and male genital organs that was in use until
this new classification.

As well as is diagnostics complicated, therapy of these tumors is also complicated in the
same way. In some exchanging patterns main terapeutical procedures consist of surgical
intervention, chemotherapy and radiotherapy. Biological targeted therapy is a treatment,
that is very popular in these days. It was expected, that this treatment should have
excellent results with only minimal unfavorable side effects for patients. Unfortunetly
results highly varies from case to case. Until the reason of targeted therapy ineffectivity is
discovered, there is only one reasonable option for pathologists: exact categorisation and
precise description of newly discovered tumorous units.

Statistical results repeatedly show, that Czech Republic is at highest places worlwide in
icidence of renal tumors. As the most probabl explanation seems to be combination of
environmental causes and highly specialised diagnostics. Even that could be diagnostic
process complicated so called ,pit-fall“ cases. In these situations morphological structure
of two or more neoplastic units closely resembl the other. In some ocasions precise
diagnostic is even impossible without using other methods, that better clarify the nature of
tumor, for example immunohistochemistry or molecular genetics.

Because discoveries on the field of molecular genetics is still much more in use, it seems
only obvious, that even the treatment of tumors would be performed by genetical
manipulation in the future. Unfortunetly it is not yet clear, what should be manipulated with.
There has been discovered only slice from the whole problematics of tumoral genetics, so
that meens lots of work to be done. This kind of resaech, as well as precise categorisation,
is possible only at those places, that are capable of collecting realy large sum of tumors
and pseudotumors, including leasions rare or new and yet not fully described.
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Seznam pouzitych zkratek

aCGH — Array Comparative Genomic Hybridization (Komparativni genomova hybridizace
na Cipu)

CGH — Comparative Genomic Hybridization (Komparativni genomova hybridizace)
CRCC/CCRCC - Conventional Clear Renal Cell Carcinoma (Konven¢ni svétlobuné&cny
renalni karcinom)

CCPRCC - Clear Cell Papillary Renal Cell Carcinoma (Svétlobunécény papilarni renalni
karcinom)

FISH — Fluorescence In Situ Hybridization (Fluorescené&ni in-situ hybridizace)

HUMARA - Human Androgen Receptor Assay (Analyza klonality pomoci lidského
androgenu AR)

ChRCC — Chromophobe Renal Cell Carcinoma (Chromofobni renalni karcinom)

IHC — Imunohistochemistry (Imunohistochemie)

ISUP — Inernational Society of Urological Pathology (Mezinarodni spole€nost urologické
patologie)

LOH — Loss of Heterozygosity (Ztrata heterozygozity)

MIA — Antimitochondrial Antigen (Antimichondrialni antigen)

NOS — Not Otherwise Specified (Blize neurcen)

PGS — Paner Grading System (Grading systém dle Panera)

PRCC — Papillary Renal Cell Carcinoma (Papilarni renalni karcinom)

RAT — Renal Angiomyoadenomatous Tumor (Renalni angiomyoadenomatézni tumor)
RCC - Renal Cell Carcinoma (Renalni karcinom)

RCCSMS/RCCLS - Renal Cell Carcinoma with Smooth Muscle Stroma/Renal Cell
Carcinoma with Leiomyomatous Stroma (Renalni karcinom s hladkosvalovym stromatem)
RO — Renal Oncocytoma (Renalni onkocytom)

TCRCC — Tubulocystic Renal Cell Carcinoma (Tubulocysticky renalni karcinom)

TRCC — Translocation Renal Carcinoma (Translokacni renalni karcinom)

UICC - Union Internationale le Cancer (Mezinarodni spole€enstvi pro rakovinu)

VHL — von Hippel-Lindau

WHO - World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)



1 Uvod
1.1 Historie klasifikaci nadora urogenitalniho traktu

.,Nadory ledvin zahrnuji az 2% ze vSech lidskych nadorl, se zhruba 190 000 nové
diagnostikovanymi pfipady kazdy rok. Objevuji se ve vSech oblastech po celém svétg,
hlavné v rozvinutych zemich. Etiologické faktory zahrnuji environmentalni karcinogeny
(koufeni tabakovych vyrobk() a faktory Zivotniho stylu, obzvlasté obezita. Tfebaze nadory
ledvin mohou byt kompletné odstranény chirurgicky, hematogenni metastazovani je Casté
a mlze se objevit jiz v Easnych fazich onemocnéni. Schéma somatickych mutaci bylo u
nador( ledvin extenzivné zkoumano a stalo se, hned po histopatologickém obraze,
hlavnim kritériem klasifikace. Nadory ledvin se také vyskytuji v ramci nékterych vrozenych
nadorovych syndrom( v€etné von Hippel-Lindauovi choroby.“ [10]

Témito slovy byla uvedena kapitola vénovana ledvinnym nadordm ve WHO Classification
of Tumours: Pathology and genetics of tumours of the urinary system and male genital
organs z roku 2004 (WHO 2004), knize, ktera byla do nedavné doby povazovana za ,zlaty
standard“ klasifikacnich kritérii. TfebaZe od prvniho popsaného pfipadu nadoru ledvin
ubéhlo jiz vice nez 200 let, skute¢ného dukladnéjsiho porozuméni rozmanitosti té€chto lézi
bylo dosazeno aZ v poslednich 30ti letech. [6] Pravé posledni tfi dekady byly ve znameni
doslova raketového pokroku na poli technologii umoziujicich mnohem detailnéjSi studium
aspektl znamych, stejné tak i studium cest novych, do té doby zcela neprobadanych.
Lepsi porozuméni morfologickym znakdm, imunohistochemii, cytogenetice a molekularni
patologii vedlo k roz8ifeni poltu nadorovych jednotek, které v soucasnosti rozliSujeme.
[17,29,32] Prvni z klasifikaci jiz zohledriujici tyto ,moderni vySetfovaci metody byla v roce
1997 vydana The Heidelberg classification of renal cell tumours (Heidelberg 97) na
zakladé vysledkl z konference pofadané v Heidelbergu v roce 1996. Nasledujici
konference pofadana v roce 1997 v Rochesteru (UICC=Union Internationale le Cancer)
pfinesla drobné upravy oproti Heidelberg 97. WHO v nasledujicim roce publikovala
Histological Typing of Kidney Tumours (WHO 98), ktera vSak nereflektovala ani jednu
z predchazejicich klasifikaci (Heidelberg 97 a UICC). Diky tomu nebyla nikdy pfijata
patologickou vefejnosti. Tato publikace dostatecné nepokryvala spektrum lézi, proto byla
klasifikace opét pfepracovana do prozatim posledni podoby WHO 2004. Je az
neuvéfitelné, Zze v porovnani s World Health Organization Classification of Renal Tumors
z roku 1981, ktera obsahovala 9 samostatnych kategorii ledvinnych neoplazii, bylo v edici
z roku 2004 samostatnych kategorii jiz 50. [10,21] | pfes tento rozvoj dalSi morfologické
typy tumord byly popisovany a v mnoha pfipadech validaéni studie ukazaly, ze mnoho
z nich je hodno zafazeni jako nové formy ledvinnych neoplazii. [27]

1.2 ISUP a budoucnost klasifikaci nadort urogenitalniho traktu

The International Society of Urological Pathology je mezinarodni profesionalni organizace
zabyvajici se subspecializaci urologické patologie. [8] Tato spole€nost je uznavana jako
mezinarodni referen¢ni autorita a od svého ustanoveni pfed vice nez 20ti lety zastava
hlavni roli ve vyhodnocovani navrhovanych standard( pro tumory mocového Ustroji a
muzského pohlavniho systému. [7,28] V bfeznu 2012 byla uspofadana konference ve
Vancouveru, na niz byly opét probrany nové poznatky a byla zde vytvofena nova
klasifikace tzv. International Society of Urological Pathology Vancouver Classification of
Renal Neoplasia (ISUP 2012, Vancouverska klasifikace). Této konferenci predchazela
vyCerpavajici prace ¢lenu skupiny zahrnujici revize pocetnych ¢lankd, vyhodnocovani
vysledku predkonferenénich pozorovani a aktivni UCast pfi diskusich a hlasovani na
konferenci samotné. [28] Kromé klasifikace samotné byly také diskutovany dalSi postupy
ve vyuziti imunohistochemickych metod v ramci diagnostiky. [25] Grading jednotlivych lézi
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s prihlédnutim na mozné prognostické faktory rovnéz doznal fady pfipominek, obzvlasté
pak mozna pro/proti ve vztahu morfotypu k prediktivni hodnoté a gradingového systému
dle Fuhrmanové. [2-5,12,15] Nové schéma se stalo zakladem pro chystany ,zlaty
standard” v klasifikacich ledvinnych 1ézi WHO 2016, ktery je v téchto dnech ve finalnich
fazich pfiprav.

1.3 Lécba

Pro¢ se tedy zabyvat dal8im rozvijenim jiz tak obsahlého tématu? Pfi v€asné diagnostice
je 1é¢ba vétsiny 1ézi ledvin uspésné Fesitelna chirurgickym zakrokem. At se v8ak jedna o
kompletni nefrektomii ¢i o pouhou parcialni resekci, tfebaze laparoskopicky provedenou,
vzdy pujde o znaéné radikalni zasah do organismu. Chirurgicka resekce sice vyléci ¢ast
pacientd s lokalizovanym renalnim karcinomem, ale u 20-30% pfipadl se nemoc znovu
objevi nebo dojde k rozsevu metastaz. [22] Vyuziti chemoterapeutickych pfipravki ci
radiacniho zafeni se ukazalo jako neucinné. S pfichodem nového milénia se zacal
objevovat novy nadéjny terapeuticky smér tzv. ,targeted theraphy.“ Tato oblast vyzkumu
si ziskala velikou oblibu, nebot jeji hlavni myslenka: ,Rozpozname-li pfesné geneticky
profil tumordzni masy, pak budeme schopni zacilit svou I1éEbu pouze na nadorové bunky a
vyhneme se tak poSkozeni zdravych tkani,“ byla nejen revoluéni, ve své relativni
jednoduchosti i teoretické dostupnosti, ale také velmi atraktivni v duchu Iékafské zasady:
,Pfi |éCbé pacienta poskodit co nejméné.” NejvétSich pokrokl bylo dosazeno u
svétlobunééného renalniho karcinomu (CCRCC), diky jeho dobie definované biologické
podstaté patogeneze (primarné inaktivace tumor supresorového genu VHL. [9,30]
V poslednich letech byla schvalena fada preparatd pro prvni a druhou linii cilené
antiangiogenni |é¢by. (sunitinib, sorafenib, temsirolimus, everolimus, bevacizumab,
pazopanib). [11]

Nadéjna lé¢ba vSak neméla takovy efekt, jak se puvodné predpokladalo. Nékdy zabrala
zcela, jindy jen Castecné, v nékterych pfipadech nezabrala téméf vibec. To vyvolavalo
jednoduchou otazku: Pro¢? Pro¢ nadory povazované za identické reagovaly na cilenou
IéCbu natolik variabilné? Nejpravdépodobnéj§i moznosti, které by vysvétlovaly tuto
zahadu, jsou:

a) Nadory povazované za shodné nejsou ve skuteCnosti shodné, nybrz jde o 1éze liSici se
v doposud neznamém parametru. Tedy jde o nepfesnou klasifikaci.

b) Nadory samotné jsou zafazeny do klasifikace spravné, av3ak jejich vnitfni komponenty
se liSi. Ne vSechny nadorové bunky v ramci jedné |éze museji mit shodné mutace. Léze
nemuseji mit ani shodné rozloZeni vSech nadorovych i nenadorovych soucasti. V praci se
Cast prilozenych ¢lanku dotyka pravé této moznosti.

1.4 Problémy v diagnostice

Jak se pravidelné ukazuje ze statistickych vysledki, je Ceska republika ve vyskytu
ledvinnych tumortl celosvétové na prvnim misté. [10] Nejen mezi zemémi rozvinutymi, ale
dokonce mezi vSemi dohromady. Nikdo nezna pFesny dlvod vyskytu tohoto jevu, zda se
v8ak vysoce pravdépodobné, zZe se jedna o kombinaci environmentalnich faktor (véetné
nejvyssi svétové konzumace piva na jednoho obyvatele), vysoce kvalifikované diagnostiky
a populaéniho uvédoméni si zavaznosti stavu, nachazet se na pomysiném ,trinu
tumorového vyskytu.“ To je také dalSim divodem pro€ se vice a ddkladnéji zabyvat
problematikou detailngjisiho tfidéni nadoru.



V neposledni fadé muUze byt diagnostika neoplazii citelné zkomplikovana tzv.
Lpitfall“ pfipady, coz jsou situace, kdy morfologicka stavba dvou ¢&i vice nadorovych
jednotek je navzajem velmi podobna. Nékdy je dokonce spravné posouzeni nemozné bez
vyuziti dalSich, zpfesnujicich vySetfeni, jakymi jsou napfiklad imunohistochemie nebo
molekularni genetika. Zafnym pfikladem muaze byt vzajemna diferencialni diagnostika
okocytickych lézi, jakymi jsou vedle klasického onkocytomu onkocyticka varianta
papilarniho renalniho karcinomu, chromofobni rendlni karcinom, granularni varianta
svétlobunééného renalniho karcinomu &i hybridni onkocytické/chromofobni renalni tumory.
[16,18-20,24] Zaména téchto lézi obzvlasté za prvni jmenovany onkocytom, muze mit pro
pacienta dalekosahlé az fatalni nasledky, nebot’ jde o rozliSeni benigni vs. maligni tumor.
Obdobnym problémem je diferencialni diagnostika |ézi vykazujicich jak papilarni, tak
svétlobunéénou morfologii. Podobna architektonika nékterych papilarnich renalnich
karcinomu, svétlobunénych renalnich karcinomd, renalnich angiomyoadenomatdznich
tumoru/svétlobunéénych papilarnich renalnich karcinomd a Xp11.2 translokacnich
karcinomu se ukazuje jako zna¢né matouci faktor. [14,20] Na druhou stranu mohou pravé
takovéto diagnosticky sporné léze pfinést Caste¢né odpovéd na otazku: ,Pro¢ cilena léCba
ne vzdy zabira?“

V této praci jsou shrnuty vSechny védecké prace, na nichZz autor spolupracoval a které
pfispivaji do problematiky ledvinnych neoplazii, at' jiz zpfesnénim kategorizace, ¢i novymi
poznatky o chovani béznych i méné Castych ledvinnych nadorl, coz byl také cil, se
kterym byla disertaCni prace sepsana.

1.5 Prehled pouzitych metodik a materialu

Kromé osvédCenych metod, jakymi jsou svételna mikroskopie, imunohistochemické
vySetfeni &i posouzeni ultrastruktury za pomoci elektronové mikroskopie, by vysledku
nebylo mozné dosahnout také bez uZiti celé fady molekularné-genetickych vySetfovacich
metod:

Komparativni genomova hybridizace na Cipu (aCGH) je zdokonalenou verzi in-situ CGH,
pfi niz jsou chromosomy v metafazy nahrazeny Cipem posetym velkym mnozstvim DNA
sond. [26]

Fluorescencni in-situ hybridizace (FISH), pfi které se fluorescenéné znacena sonda
hybridizuje pfimo na histologicky fez a pod mikroskopem se nasledné odeditaji pocty
signalu znazorfujici vyskyt studovanych oblasti DNA v bunéénych jadrech. [23]

Analyza klonality pomoci receptoru pro lidsky androgen AR (HUMARA) byla vyuzivana ke
studiu inaktivace X chromosom( je schopna detekce klonality subpopulace bunék u zen.
Vyuziva metylaéni status polymorfni repetice v blizkosti genu AR. [1]

Analyza ztraty heterozigosity (LOH) je metoda vyuzivajici kratkych repetitivnich sekvenci
v genomu k detekci ztraty jedné alely daného lokusu. Tento jev je obvyklou pfi¢inou tzv.
»second hit* inaktivace tumor supresorového genu v kancerogenezi. [31]

Metylacné specificka PCR vyuziva bisulfidické konverze DNA, jenz specificky méni
sekvenci v zavislosti na metylacnim stavu. Vysledek je mozné detekovat pfimo
agardzovou elektroforézou pomoci metylacné specifickych primert. [13]

Nezbytnou podminkou pro studium raritnich 1ézi je rovnéZz dostateCny pocet
vySetfovanych nadoru. Prace vychazeji z vice nez 18500 primarnich 1ézi &i pseudotumord,
které byly zachovany jednak v parafinovém blo¢ku a dale pfiblizné 2000 lézi v Cerstvém
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zamrazeném stavu. Které jsou vedeny v Plzeniském Registru Nadorl. Tento rozsahly
soubor vznikl s vyuzitim Gdaji z archivil patologickych ustavl po celém svété, od Ciny az
po USA. Diky neutuchajici praci naSich i zahraniénich autord dale roste kazdoro¢né o
1000-2000 pfipadu. Proto bylo mozné v takto velké sestavé vyhledat pomérné velké
skupiny nadort, které jsou jinak naprosto ojedinélé a vyskytuji se pouze vyjimecné.
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2 Cile prace

1)

2)

3)

4)

5)

Prohloubeni znalosti o stavajicich ledvinnych neoplaziich

Popis novych nadorovych jednotek ¢i podjednotek zejména ze souboru velmi raritnich
lézi

Zpresnéni kategorizace stavajicich renalnich nador(

Obohaceni diagnostickych moznosti u ,pit-fall* pfipadd

Ziskani novych imunohistochemickych a/nebo molekularné genetickych poznatku

11



3 Publikované prace
Kazdé praci v tomto souboru pfedchazi struéné shrnuti jejiho obsahu.

3.1 Malobunéény onkocytom s pseudorozetami: Histomorfologicka,
imunohistochemicka a molekularné geneticka studie 10 pripad
(Renal small cell oncocytoma with pseudorosettes: A histomorphologic,
immunohistochemical, and molecular genetic study of 10 cases)

V této studii jsme se zabyvali vzacnou dosud nedefinovanou variantou onkocytomu tvofici
charakteristické pseudorozety. Celkem 10 vySetfovanych pfipadu pochazelo od 6 Zzen a 4
muzl ve vékovém rozmezi 51 — 76 let. Tumory byly tvofeny ze 40% az 85% klasickymi
onkocyty. Déle obsahovaly 15% az 60% z celkového objemu loziska malych bunék
(;onkoblast(i“) tvofenych sporadickou cytoplazmou a malymi kulatymi jadry. Mitoticka
aktivita, ani nekrozy nebyly zaznamenany. Ve vSech pfipadech se vSak vyskytoval
variabilni po¢et pseudorozet. Ty byly slozeny centralné z malych globuli PAS pozitivni
hyalinni substance pfipominajici bazalni membranu a z drobnych
»onokloblastickych“ bunék po obvodu. Imunohistochemicky byla ve vétSiné pfipadu
prokazana alesponi fokalné pozitivni reakce s: AE1-3, cytokeratinem 7, epitelidlnim
membranovym antigenem, c-kitem, antimitochondrialnim antigenem, PAX-2, AMACR,
CD10, parvalbuminem, vimentinem, claudinem 7 a u tfi pfipadd také s claudinem 8.
Naopak negativni byly reakce s: CA-9, HMB-45, S-100A1 a TFE3. Imunofenotyp
malobunéénych onkocytl/onkoblastid tvoficich pseudorozety nebyl rozdilny od
onkocytu/onkoblasti netvoficich pseudorozety. Imunohistochemicky profil klasickych
onkocytl v8ak jiz rozdilny byl. S vyuzitim metod comparative genomic hybridization (CGH)
a fluorescence in situ hybridization (FISH) nebyly zjiStény chromozomové zmény, ani
zmény v poétu chromosomi 7 a 17. Tato varianta onkocytomu by mohla vést
k diagnostickym problémum, zvlasté u rozliSovani nékterych malobunénych malignit.
Zaména by mohla mit nepfijemné dusledky, nebot nami prezentované tumory se chovaly
zcela benigné.
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3.2 Translokaéni karcinom ledvin: ,rosette forming,“ t(6;11), HMB45-pozitivni
renalni tumor: histomorfologicka, imunohistochemickda, ultrastrukturalni a
molekularné geneticka studie 4 pripadt

(A distinctive translocation carcinoma of the kidney; ,rosette forming,“ t(6;11),
HMB45-positive renal tumor: a histomorphologic, immunohistochemical,
ultrastructural and molecular genetic study of 4 cases)

Studie zaobirajici se doposud vzacné popisovanym druhem renalniho karcinomu. Nové
popsané 4 pfipady pochazely od tfi Zzen a jednoho muze ve vékovém rozmezi 20 — 54 |et.
Daldi sledovani (follow-up) po dobu ¢&tyf let neprokdzalo zadné znamky recidiv Ci
metastatického chovani. VSechny tumory byly dobfe ohrani¢ené, na povrchu Sedé az
nahnédle opouzdiené a neobsahovaly zadné nekrozy. Mikroskopicky vykazovaly solidni
nebo solidné/alveolarni architektoniku a obsahovaly ojedinélé dlouhé a vétvici se
tubularni struktury sloZzené z nekohezivnich neoplastickych bunék a pseudorozet.
Mnozstvi pfitomnych pseudorozet bylo mezi jednotlivymi pfipady variabilni, avSak jejich
samotna pfitomnost byla vzdy patrna. Imunohistochemicka pozitivita s markery HMB45,
cathepsinem K a vimentinem byla prokazana ve v8ech pfipadech. Ve 3 ze 4 pak byly
fokalné pozitivni melan A, tyrosinaza, CD10, microphtalmia transcription factor a
cytokeratiny AE1/AE3, CAM 5.2 a OSCAR. Ultrastrukturalné byly zjiStény pocetna
elektron-denzni sekrecni granula pfipominajici melanosomy. Samotné pseudorozety byly
tvofeny reduplikovanou hmotou shodnou s bazalni membranou a obklopeny
novotvofenymi malymi lymphocyte-like“ burikami. Molekularné geneticky byla u dvou
pfipadl prokazana translokace 1t(6;11)(alpha-TFEB), u jednoho pak zirata Ccasti
chromozomu 1 a 22. Ztrata heterozygosity 3p, promotorova metylace ani mutace
supresorového genu von Hippel-Lindau nebyly prokazany.
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3.3 Vyuziti molekularni genetiky v diferencialni diagnostice nadort ledvin
(The usage of molecular genetics in diferential diagnosis of renal tumors)

Cilem tohoto pfehledového ¢lanku je sumarizovat nejznaméjsi molekularné genetické

rysy a odchylky nejCastéji se vyskytujicich nadord a jejich vyuziti prozatim pouze
v histopatologické diferencialni diagnostice. Mozné vyuziti genetickych vySetfeni nadort
ledvin v indikaci biologické 1éCby je prozatim ve fazi prvotnich vyzkum( bez nadéje k
nadoru, jejichz diagnostika je stale komplikovanégjsi. U nékterych lézi neni mozné

stanovit spravnou diagnézu ani pomoci morfologie, histochemie, imunohistochemie ¢i
ultrastrukturalniho vySetfeni. Vzhledem ke stale Castéji vyuzivané cilené 1é¢hé (targeted
therapy), je nepochybné dulezita a v budoucnu bude jesté daleko vyznamnéjsi naprosto
pfesna diagnéza dané léze. V poslednich letech se stava molekularni diagnostika
nedilnou soucasti diagnostického vySetfovaciho algoritmu obtizné urcitelnych renalnich
tumord.
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3.4 Renalni karcinom s lozisky napodobujicimi renalni angiomyoadenomatézni
tumor/svétlobunéény papilarni renalni karcinom

(Renal cell carcinoma with areas mimicking renal angiomyoadenomatous
tumor/clear cell papillary renal cell carcinoma)

Clanek prezentujici nalez osmi tumor(i vykazuijicich variabilni (5 - 95% tumordzni masy)
mikroskopicky obraz rendlniho angiomyoadenomatézniho tumoru/svétiobunééného
papilarniho renalniho karcinomu, aniz by vSak spliovaly podminky pro klasifikaci do
téchto kategorii. Morfologickou stavbu CCRCC vykazovaly v§echny tumory s vyjimkou
jediného, molekularné geneticky pak byla v 5 ze 7 pfipadl tato diagnéza potvrzena
(mutace VHL supresorového genu a/nebo metylace promotoru VHL a/nebo LOH 3p). U
zbylych dvou tumorl nebyly nalezeny zadné z téchto zmén, chromosomy 7 a 17 byly u
jednoho disomické, u druhého polysomické. Z péti pfipadd vykazujicich jak
histomorfologické, tak molekularné genetické znaky CCRCC, jsme detekovali ve dvou
pfipadech vyraznou pozitivitu a-methylacyl-CoA racemazou a ve tfech pFipadech
vyraznou imunohistochemickou pozitivitu s cytokeratinem 7. Tfebaze dva tumory byly
pozitivni s obéma markery, morfologicka stavba vylu€ovala moznost, Ze by se jednalo o
konvenéni papilarni renaini karcinomy se svétlobuné&nou diferenciaci.
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3.5 Chromofobni renalni karcinom — variabilita chromozomalnich aberaci a jejich
vztah ke gradingovému systému dle Panera: vysetieni za pomoci aCGH a FISH u 37
pripadu

(Chromophobe renal cell carcinoma - chromosomal aberration variability and its
relation to Paner grading system: anaarray CGH and FISH analysis of 37 cases)

Ukolem této studie bylo posoudit rozsah a lokalizaci chromozomalnich aberaci u vétsiho
mnozstvi chromofobnich renalnich karcinomd a vysledek nasledné vztahnout k nové
navrhovanému gradingovému systému ChRCC dle Panera (PGS), protoze grading
systém dle Fuhrmanové nezohlediuje prognostickou relevanci u téchto lézi. Celkové bylo
do studie zafazeno 37 pfipadd, které byly prekontrolovany a roztfidény dle PGS do
nasledujicich kategorii: PGS 1-3, sarkomatoidni a agresivni. Jako ,agresivni ChRCC* byly
zafazeny pfipady s prokdzanou metastatickou aktivitou, lokalni rekurenci, agresivnim
rustem do pfilehlych organt nebo invazivnim rastem do renalniho sinu (s/bez
angioinvaze). Sarkomatoidni |éze byly rozdéleny na epitelidlni a sarkomatoidni
komponenty, u nichz byla molekularné geneticka analyza provedena separatné. Vysetreni
aCGH a/nebo FISH bylo provedeno u 42 vzorkd z 37 pfipadl. MnohoCetné ztraty (loss),
stejné jako zisky (gain), byly prokazany u rozlicnych chromosom(. Bez ohledu na
rozdéleni do skupin dle PGS byly nejCastéji prokazany ztraty chromosomd: 1, 2, 6, 10, 13
a 17, méné pak 21, coz jsou také v literatufe nejCastéji popisované zmény. NejCastéjsi
zisky pak byly nalezeny na chromosomech: 4, 7, 15, 19 a 20. Analyza téchto vysledkl
ukazala, ze neexistuje zadny vztah mezi PGS a chromosomalnimi zménami u jednotlivych
kategorii ChRCC.

54



3.6 Zmény napodobujici bunky hibernomu (hibernoma-like) je mezi renalnimi
karcinomy vzacnym histopatologickym jevem

(Foamy cell (hibernoma-like) change is a rare histopathological feture in renal cell
carcinoma)

Clanek popisuje devét pacientll (sedm muzd a dvé Zeny) ve véku 51 — 79 let, ktefi méli
renalni karcinomy, jeZz obsahovaly ve znatné mife komponentu novotvoifenych
epitelidlnich bunék s napadnym mikrovakuolizovanym (hibernoma-like) typem cytoplasmy.
Tumory mély velikost v rozmezi 1,5 — 8 cm a jejich zakladni architektonika byla solidné-
alveolarni u dvou pfipadu (hodnoceny jako renalni karcinomy NOS) a papilarni ve zbylych
sedmi pfipadech (hodnoceny jako papilarni renalni karcinomy NOS). Jadra odpovidala ve
v8ech pfipadech grade 3 dle Fuhrmanové. Imunohistochemicky  bunky
s mikrovakuolizovanou cytoplazmou vykazovaly ve zvySsené mife pozitivitu s
adipophilinem a anti-mitochondrialnim antigenem. V ultrastrukturalnim vysSetfeni byla
cytoplazma neoplastickych epitelidlnich bunék vyplnéna rozSifenymi mitochondriemi
s lamelarnimi kristami. Pocetné mikrovesikuly byly rozptyleny mezi mitochondriemi.
Mutace genu pro sukcinat dehydrogenazu B nebyla prokazana u zadného z pfipadd. Na
zakladé téchto nalezd bylo usouzeno, Ze za mechanismem vzniku tohoto jevu stoji
abnormalni nitrobunéény metabolismus lipid. ,Follow-up“ byl dostupny pouze u Sesti
z deviti pacientd. U zadného z nich nebylo zaznamenano agresivni chovani téchto lézi.
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3.7 Hladkosvalové stroma renalnich karcinomt je polyklonalni a neni soucasti
neoplastického procesu
(The leiomyomatous stroma in renal cell carcinomas is polyclonal and not part of
the neoplastic process)

Nékteré z rendlnich ledvinnych neoplazii, jakymi jsou napfiklad renalni
angiomyoadenomato6zni  tumor (RAT), svétlobunéény papilarni renalni karcinom
(CCPRCC) a renalni karcinom s hladkosvalovym stromatem (RCCSMS), obsahuji
variabilni mnozstvi hladkosvalové stromalni komponenty. Zda-li je toto hladkosvalové
stroma souclasti neoplastického procesu, &i neni, nebylo prozatim jasné stanoveno. U
¢trnacti pfipadd renalnich karcinomd s bohatou hladkosvalovou komponentou jsme
zkoumali klonalitu jejich jednotlivych komponent s vyuzitim human androgen receptor
assay (HUMARA). Spektrum nadoru zahrnovalo Ctyfi RAT/CCPRCC, pét CCRCC, dva
papilarni renalni karcinomy (PRCC) a tfi RCCSMS. Pouze osm ze ¢trnacti pfipadl bylo
analyzovatelnych, vzdy vSak byla hladkosvalova komponenta zjisténa jako polyklonalni a
tim padem puvodu reaktivniho, nikoliv neoplastického. Vzhledem k morfologické stavbé
Ize usuzovat, Zze nenadorova hladkosvalova stromalni komponenta je odvozena
z hladkosvalovych bunék Zil velkého kalibru, které se nachazeji bud uvnitf kolagennich
sept tumor(, nebo na periferii z oblasti nadorového pouzdra.
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3.8 Cysticky renalni onkocytom a tubulocysticky renalni karcinom: Morfologicka
a imunohistochemicka srovnavaci studie

(Cystic renal oncocytoma and tubulocystic renal cell carcinoam: Morphologic and
immunohistochemical comparative study)

V této praci byly porovnavany charakteristické morfologické a imunohistochemické znaky
cystického renalniho onkocytomu (RO) a tubulocystického renalniho karcinomu, se
zaméfenim na ozfejméni difrencialné diagnostickych kritérii, ktera by zjednoduSila
rozliSeni téchto dvou jednotek. RO mulze vykazovat tubulocysticky rast ve 3 — 7% pfipadd,
¢imz se jeho vzhled znatelné pfiblizuje k obrazu TCRCC. Dvacet dva cystickych RO a
patnact TCRCC bylo vybrano a podrobeno analyze v nasledujicich parametrech:
architektonika rastu, stromalni komponenta, cytomorfologie, jaderny grade dle ISUP,
nekrézy a mitoticka aktivita. Panel imunohistochemickych vySetfeni zahrnoval fadu
cytokeratintl (AE1-AE3, OSCAR, CAM5.2, CK 7), vimentin, CD10, CD117, AMACR, CA-9,
antimitochondrialni antigen (MIA), EMA a Ki-67. Pfitomnost alespori fokalné solidniho
grade dle ISUP, absence nekréz a mitdéz silné ukazovaly na diagnézu RO. Naproti tomu
absence solidniho rastu &i ostravkl a pfFitomnost denznéjSiho fibrézniho stromatu,
spole¢né s vy$Sim jadernym gradem dle ISUP, fokalnimi nekrézami a mitézami svédcily
pro TCRCC. V imunohistochemickém barveni pak TCRCC vykazoval ¢astéjSi pozitivitu
s vimentinem, CD10, AMACR a CK 7, stejné tak jeho proliferacni index v Ki-67 byl vySsi
(>15%). Jeden pfipad mél slabé pozitivni reakci s CD117, ostatni nereagovaly vibec. RO
byly naopak vSechny silné pozitivni v CD117. Zbylé pouzité markery ( AE1-AE3, CAM5.2,
OSCAR, CA-9, MIA, EMA) se ukazaly jako nevhodné pro diferencialni diagnostiku.
PFitomnost ostrivkd nadorovych bunék, loziska solidniho rlstu a typ stromatu mohou byt
hlavnimi diagnostickymi kritérii v odliSeni RO od TCRCC. V obtiznych pfipadech, nebo
kdyz nedostatek tkané znemozhuje pfesné morfologické zafazeni, muze
imunohistochemické vySetfeni s vimentinem, CD10, CD117, AMACR, CK 7 a Ki-67
napomoci pfi stanoveni spravné diagndzy.
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3.9 Renalni karcinom s hladkosvalovym stromatem - imunohistochemicka a
molekularné-geneticka charakteristika neobvyklé jednotky

(Renal cell carcinoma with liomyomatous stroma - further immunohistochemical
and molecular genetic characteristics on unusual entity)

Clanek se zméfenim na nadory s hladkosvalovym stromatem se hloubgji zabyva nové
popsanou jednotkou s relativné pfiznivym biologickym chovanim: renalnim karcinomem
s hladkosvalovym stromatem (RCCSMS). Kritéria napomahajici ke spolehlivé diagnostice
doposud chybi, Siroce se diskutuje souvislost absence/pfitomnosti mutace pro gen VHL,
hypermetylace genu VHL a/nebo LOH 3p. Z archivu bylo vybrano patnact RCCSMS, které
byly podrobeny dukladnému morfologickému, imunohistochemickému a molekularné
genetickému vysSetifeni. Tumory o velikosti 1,5 — 11 cm pochazely od Sesti muzl a deviti
zen ve véku 33 — 87 let. VSechny nadory se skladaly z ,low-grade” epitelialnich bunék se
svétlou cytoplazmou uspofadanych do hnizd promichanych s hojnym hladkosvalovym
stromatem. Imunohistochemicky byly vySetfeny v8echny pfipady, molekularné geneticky
bylo mozno analyzovat pouze dvanact pfipadd. Pét z dvanacti pfipadd nemélo pfitomnu
mutaci ve VHL genu, hypermetylaci genu VHL, ani LOH 3p. V3ech pét bylo pozitivnich
s CA-9, CD10 a vimentinem, ve tfech pfipadech pak také s CK 7. U zbylych sedmi
analyzovanych pfipadl byla zjisténa bud hypermetylace genu VHL, LOH 3p, mutace
v genu VHL nebo kombinace dvou pfedchozich faktord. VSech sedm bylo pozivinich s
vimentinem, variabilni pozitivita byla prokazana s markery AMACR, CK 7, CA-9 a CD10.
Jeden z téchto sedmi pfipadl vykazoval kromé hypermetylace genu VHL také zisk
chromosomu 7 a 17, coz bylo povazovano za atypicky pfipad svétlobunééného renalniho
karcinomu.
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3.10 Renalni karcinom pfipominajici Xp11.2 translokaéni karcinom: Vyznam
molekularné genetického vysetreni kviili presné diagnéze

(Molecular-genetic analysis is essential for accurate classification of renal
cyrcinoma resembling Xp11.2 translocation carcinoma)

Objevi-li se renalni karcinom u mladych pacientl, obzvlasté Ié€enych chemoterapeutiky,
nebo u dospélych, kdy morfologie neoplazie napovida charakteru renalniho karcinomu, je
vysoce pravdépodobné, Ze puljde o Xp11.2 translokacni renalni karcinom (TRCC). Dvacet
podezielych nadori povazovanych za TRCC bylo vyhledano v archivu mezi 17500
neoplaziemi ledvin. V deviti pfipadech byla potvrzena translokace TFE3 pomoci metody
FISH. Ta je povaZovana za ,zlaty standard® v diagnostice TFE3-TRCC. Jedenact
zbyvaijicich tumortd pfipominajicich TRCC pochazelo od sedmi muzl a Ctyf zen ve véku
22 — 84 let. Dva z téchto pfipadl byly vyfazeny pro nedostatek materialu, u zbylych deviti
byla provedena detailn&jSi morfologicka, imunohistochemicka, molekularné-geneticka a
cyto-geneticka vysetfeni. AC bylo morfologické spektrum znacné variabilni, obsahovalo
Sest tumorl smiSenou tubularni, acinarni a papilarni architektoniku s eosinofilnimi a
jasnymi burikami, které misty vakazovaly objemnou cytoplasmou. Jeden pfipad mél
smiSenou morfologii z epiteloidnich a vietenitych bunék s oblastmi sarkomatoidni
pfestavby. DalSi pfipad vykazoval tubularni, solidné papilarni a vietenobunéény vzhled
s oblastmi pfipominajicimi tubulomucindézni a vfietenobunécny karcinom ledvin. Treti
z neobvyklych pfipadu byl sloZzen z nesoudrznych hnizd tvofenych velkymi epiteloidnimi a
histiocitoidnimi burfikami lezicich na pozadi denzniho lymfoplasmatického infiltratu.
Imunohistochemicky bylo osm pfipadd pozitivnich s CD10, sedm s vimentinem, dva
s TFE3, ¢tyfi s CA-9 a sedm s AMACR. Dva byly fokalné pozitivni s cathepsinem K.
Keratin AE1/AES3 byl difuzné pozitivni u tfi tumort a negativni u Sesti, Pax8 byl pozitivni ve
v8ech pfipadech kromé jednoho a CK7 se silné barvil v jednom tumoru, slabé fokalné
také v jednom tumoru a v Sesti pfipadech byl negativni. Za pomoci molekularné-
genetického vysSetfeni bylo prokdzano, Zze jeden 2z TFE3-negativnich nadoru
obsahuje normalni pocet chromosom( 7 a 17, ale diky ztraté (LOH) 3p byl klasifikovan
jako CCRCC. DalSi TFE3-negativni tumor obsahoval polysomii chromosomua 7 a 17, ale
bez pfitomnosti abnormalit v genu pro VHL, byl klasifikovan jako PRCC. Dva TFE3-
negativni tumory s normalnim po¢tem chromosomu 7 a 17 a bez mutaci v genu pro VHL
byly posouzeny jako nezaraditelné. Tfi TFE3-negativni tumory vykazujici polysomii
chromosoml 7 a 7 i abnormality v genu pro VHL byly klasifikovany jako kombinované
CCRCC/PRCC (nezaraditelné). Posledni dva TFE3-pozitivni tumory vykazovaly stfidavou
polysomii at' jiZ chromosomu 7, nebo 17, ale ani jeden neobsahoval Zzadnou mutaci v genu
pro VHL, tudiz byly rovnéz diagnostikovany jako nezaraditelné renalni karcinomy.
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5 Zaveér

Klasifikace nadoru ledvin nadale zuUstava komplikovanou disciplinou patologie a je
evidentni, Ze v budoucnu bude jesté daleko komplikovanéjsi. Za pfedpokladu, Ze Iékafska
spolecnost pretrva u myslenky ,targeted therapy,“ bude detailni fazeni nadort nezbytnym
pfedpokladem k jejimu realnému vyuZiti. JelikoZ prozatim neni znamo, na co pfresné
cilenou terapii zamérovat, je vytvoreni naprosto prfesnych popist ledvinnych neoplazii i
jejich podvariant tim jedinym krokem, ktery je mozné v soucasnosti podniknout.
Takovymto vyzkumem je vSak mozné se zabyvat pouze na mistech, ktera dokazi
nashromazdit dostateéné velky soubor tumorl a pseudotumorl tykajicich se dané
problematiky, stejné jako lézi raritnich, doposud nedostateCné popsanych ¢&i zcela
neznamych. Registr Siklova Ustavu patologie je tim pravdépodobné& nejvétsim na svété
zaméfenym na renalni l1éze a v tomto ohledu tedy i zcela idealnim mistem pro dalsi
badani.

Protoze se celosvétové poznani na poli molekularni genetiky neustale intenzivné
prohlubuje, je zcela zfejmé, Ze i 1éCba nadord bude provadéna genetickou manipulaci.
Nanestésti prozatim neni jasné, s €im prfesné by mélo byt v kazdém konkrétnim
nadorovém genomu manipulovano. ,Zlaty standard“ primarni chirurgické intervence
pravdépodobné nikdy neztrati své vysostné postaveni, avSak ve spojitosti s naslednou
pooperaéni cilenou léCbou by mohly byt vysledky excelentni. JelikoZz byl doposud
z molekularné-genetickych vlastnosti nadorl ledvin odhalen pouze nepatrny zlomek (napf.
signalni drahy jsou stale opfedeny roudkou tajemstvi), zbyva jesté mnoho prace
k vykonani na Sirokém poli vyzkumu.

Systematicka prace tfidéni nadort ve své podstaté nikdy nemdze pfijit nazmar, i kdyby se
cilena terapie v budoucnu ukazala jako dale nerozvinutelnou disciplinou, protoZze ziskané
poznatky a popisy morfologické stavby, imunohistochemickych profill, genetickych
vlastnosti a zejména biologického chovani nadord ledvin mohou pomoci dalSim
patologum, ktefi se nespecializuji na oblast urogenitalni patologie, ve spravné diagnostice
téchto lézi.

Z pohledu autora tato prace splnila svj ucel, nebot pfispéla k:

1) Prohloubeni znalosti o stavajicich ledvinnych neoplaziich, at jiz v oblasti molekularné
genetickych znakl a/nebo imunohistochemického profilu

2) Popisu novych nadorovych jednotek ¢&i podjednotek zejména ze souboru velmi
raritnich lézi

3) Zpresnéni kategorizace stavajicich renalnich nadorl

4) Obohaceni diagnostickych moznosti u ¢asti ,pit-fall“ pfipadd, konkrétné u nékterych
nadorovych jednotek s pfekryvajicimi se morfologickymi obrazy
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