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1 Anotace v Ceském jazyce

Disertatni prace je komentovanym souborem jedenacti c¢lank
publikovanych v impaktovanych €asopisech vztahujicich se k tématu
molekularné genetického profilovani nadord urogenitalniho traktu.
V Uvodu se rozebira historie vzniku a vyvoje klasifikacnich jednotek
a strucny prehled aktualnich molekularné genetickych profill
vybranych typl nadord ledvin. Jsou popsany hlavni signalni drahy
vyuzivané v cilené 1éché rendlnich karcinomd a princip Gcinku
korespondujicich preparat(l. Jsou zminény sméry, kterymi se ubira
dnesni vyzkum novych biomarker(l, a Gvod je zakonéen struénym
prehledem molekularné-genetickych metod pouzivanych
v klasifikaci renalnich karcinom(. Ve vysledcich jsou shrnuty hlavni
morfologické, imunohistochemické a molekularné-genetické nalezy
studovanych skupin renalnich karcinom(. Vysledky jsou porovnany
se stavajicimi charakteristikami zndmych nadorovych jednotek a z
nalezenych nesrovnalosti jsou vyvozeny zavéry o moznych novych
entitich nebo pribuznosti zkoumanych nadord. V zavéru jsou
zhodnoceny vhodnost a omezeni pouzitych molekularné-genetickych
metod v kontextu Uskali, ktera sebou pfinasi zkoumany material a
design popisovanych studii.



2 Anotace v anglickém jazyce

The Ph.D. thesis is a collection of eleven commented articles on the
topic of molecular-genetic profiling of urogenital tract tumors
published in impact factor journals. In the introduction the origin and
development of classification units is described including a brief
overview of recent genetic profiles of selected types of renal
carcinomas. Reviewed are major signaling pathways exploited in
targeted therapy as well as the function of the corresponding drugs.
Directions in which the research of new biomarkers is aimed are
mentioned and the introduction ends with a short list of molecular
genetic methods used in classification of renal carcinomas. In the
results section are summarized the most important morphological,
immunohistochemical, and molecular genetic findings of the studied
sets of renal carcinomas. The data are compared with the present
characteristics of known entities and hypotheses of possible new
entities or relations between them are inferred. In the conclusions the
suitability and limitations of the used molecular genetic methods are
discussed in the context of the difficulties of the material analyzed
and the designs of the studies.
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Cile praci

Zjistit incidenci mutaci genu FH u skupiny pacientek
s déloznimi leiomyomy a korelovat s morfologickymi a
imunohistochemickymi znaky syndromu HLRCC.

Molekularné geneticky vysetfit a klasifikovat skupinu 1ézi
vykazujicich morfologické znaky Xp11 transloka¢nich RK a
korelovat tyto vysledky s imunohistochemii.

Porovnat vlastnosti skupiny t(6,11) Alpha-TFEB translokacnich
karcinom{ mezi agresivnim a neagresivnimi pfipady

Diferencialné diagnosticky potvrdit nebo vyloucit prislusnost
skupiny morfologicky nezvyklych RK k jednotce lézi
s mutovanou sukcinat dehydrogenazou

Urcit zda leiomyomatdzni stroma je soucasti neoplastického
procesu RK

Molekularné-geneticky charakterizovat nador ledvin
pfipominajici atrofickou ledvinu

Zméf¥it expresi hCG mRNA u klasickych seminomd
neobsahujicich syncitiotrofoblastické buriky

Charakterizovat poc¢etni chromozomalni zmény u pocetné
skupiny chromofobnich renalnich karcinom( a porovnat jejich
variabilitu se systémem stupfiovani podle Panera

Geneticky diferencialné diagnostikovat skupinu nador(
obsahujici oblasti mikroskopicky definované jako
angiomyoadenomato6zni/svétlobunéény renélni karcinom od
svétlobunécného a papilarniho rendlniho karcinomu

Zjistit zda je zvySena exprese MRNA v jedné ze tfi vybranych
angiogennich signalnich drah u skupiny tubulocystickych
renalnich karcinoml

Molekularné geneticky charakterizovat dvé dosud nepopsané
renélni 1éze s dvoji populaci bunék



4 Vysledky

Vysledky dizertani prace jsou obsazeny v néasledujicich deseti
publikovanych ¢lancich (a jednom prijatém do tisku), tykajicich se
tématu prace - ,,Molekularné genetické profilovani nador(
urogenitalniho traktu®, na kterych se autor podilel.

4.1  Genetic testing of leiomyoma tissue in women younger than 30
years old might provide an effective screening approach for the
hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer syndrome
(HLRCC)

V této préci je zkouméana pouzitelnost specifické strategie cileného
skriningu Zenskych pacientd pro identifikaci syndromu dédicné
leiomyomatdzy a karcinomu ledvin (HLRCC). Pacienti jsou nosici
zarodeCné heterozygotni mutace v genu fumarat hydrogenazy (FH).
U nékterych z nich se v pribéhu Zivota vyskytne agresivni nador
ledvin. U Zen toto predchazi nalezy symptomatickych déloznich
leiomyom(. Tato studie byla zaméFena na Zeny ve véku do tficeti let,
u kterych byl operovan leiomyom. Archivované parafinové blocky
s formaldehydem fixovanou tkani byly analyzovany na pFitomnost
mutace genu FH. Byly nalezeny dvé pacientky s potvrzenymi
zarodeCnymi mutacemi ¢.1433_1434dupAAA, p.(Lys477dup); a
C.953A>T, p.(His318Leu), které byly nasledné zafazeny do
programu  pravidelnych ultrazvukovych  kontrol.  Pfitomnost
mnohocetnych  leiomyom(  statisticky ~vyznamné korelovala
s vyskytem mutace genu FH. Imunohistochemicky vzor soucasné
negativity u antigenu FH a pozitivity u S-(2-sukcino) cysteinu
koreloval s genetickymi vysledky naSi studie pouze v jednom
pfipadé. Histomorfologické znaky, mezi které patfi zvétSena jaderka
v jadrech bunék leiomyomd, jejich vlaknita cytoplazma, pfitomnost
eosinofilnich globulll a parozi pfipominajici cévy se neukazaly jako
specifické pro HLRCC asociované leiomyomy a plné korelovaly
s imunohistochemickymi a genetickymi vysledky pouze v jednom
pripadé. Molekularné genetické testovani zlstdva jedinou
spolehlivou metodou diagnézy HLRCC. Senzitivitu a specificitu
pritomnosti mnohocetnych leiomyom( u Zen s mutaci genu FH je



tfeba ovérit ve vétsi studii. Aplikovany cileny skriningovy protokol
se ukazal jako Uspésny, byly identifikovany dvé pacientky ze Ctrnacti
testovanych.

4.2 Molecular-genetic analysis is essential for accurate
classification of renal carcinoma resembling Xpll.2
translocation carcinoma

Na rendlni karcinomy spojené s Xp11.2 translokaci (TRK) se usuzuje
v pripadé, pokud se jedna o karcinom u mladych pacientd, pacientd,
ktefi podstoupili chemoterapii a pokud karcinom vykazuje znaky
odpovidajici této entité. Z archivu SUP (&itajiciho 17500 vzorkd{)
bylo vybrano 20 pfipadll vykazujicich morfologické znaky ukazujici
na TRK. U deviti pfipadd byl prokazan zlom genu TFE3 pomoci
fluorescenéni in-situ hybridizace (FISH). U deviti ze zbylych
jedenacti pripadl (7 muzl a 4 Zeny ve véku 22-84 let) byl k dispozici
material vhodny pro dalsi testovani. Morfologické spektrum bylo
rozmanité, Sest nadorli vykazovalo smés bunék s eosinofilni nebo
svétlou cytoplasmou a stubularni, acinarni nebo papilarni
architekturou. Jeden pfipad vysokého stupné malignity se vyznacoval
oblastmi s epitelialni vietenobunécnou a sarkomatoidni strukturou.
Dalsi vykazoval tubularni, solidni a papilarni oblasti s jadry
vietenobunécné struktury pFipominajici mucindzni tubularni a
vietenobunécny karcinom. Posledni pFipad obsahoval nesouroda
hnizda velkych epiteloidnich a histiocytéznich bunék na pozadi
hustého lymfoplazmatického infiltratu. Imunohistochemické barveni
keratinem AE1/AE3 bylo difazné pozitivni ve tfech pFipadech,
protilatka CK7 silné barvila jeden nador a dalSi slabé a ohniskove.
Protilatky CD10 a Pax8 byly exprimovéany u osmi pfipadli, AMACR
a vimentin u sedmi, CA-1X u Ctyfech a TFE3 a katepsin K u dvou
pripadd. U jednoho ze dvou TFE3 pozitivnich nadord byla prokazana
polyzomie chromozomu 7 a u druhého polyzomie chromozomu 17.
Geneticka analyza oblasti genu VHL byla u obou nador( negativni a
oba pfipady byly uzavieny jako neklasifikovatelné. U tfi ze sedmi
nadord negativnich na zlom genu TFE3 byla detekovana polyzomie
chromozom(i 7 nebo 17 zéaroveri s mutaci vgenu VHL a byly



diagnostikovany jako smiSené SRK/PRK. U jednoho pfipadu
negativniho na zlom genu TFE3 a polyzomii chromozom(i 7 a 17
byla detekovana ztrata heterozygotnosti v chromozomalni oblasti 3p
(lokus genu VHL) a tento byl zafazen jako svétlobunécny renalni
karcinom (SRK). DalSi TFE3 negativni pfipad s polyzomiemi
chromozom(i 7 a 17, ale bez detekovatelné aberace genu VHL byl
klasifikovan jako papilarni rendlni karcinom. Zbyvajici dva pfipady,
u kterych nebyla detekovana aberace u chr. 7 a 17, ani u genu VHL
byly uzavieny jako neklasifikovatelné. ProtoZze morfologické a
imunohistochemické znaky translokacnich renalnich karcinom( jsou
velmi rozmanité, pro presné tfidéni do podjednotek této skupiny je
nutna molekularné-geneticka analyza zaméfena na vice parametrdi.

4.3 Aggressive and nonaggressive translocation t(6;11) renal
cell carcinoma: comparative study of 6 cases and review of
the literature

Renalni karcinom spojeny s translokaci t(6;11) (TRK) se popisuje
jako vzédcny a vétSinou neagresivni nédor. Kritéria rozliSujici
agresivni a neagresivni nadory nejsou velmi dobfe ustanovena. Do
studie bylo zarazeno celkem Sest nadorli. Pét z nich se chovalo
neagresivné a jeden byl agresivniho chovani. Nadory byly
analyzovany morfologicky, imunohistochemicky a molekularné-
geneticky. Vzorek agresivniho t(6;11) translokac¢niho karcinomu
pochazel od Zeny ve véku 77 let, kterd zemrela dva a pll mésice po
stanoveni diagn6zy. Vzorky neagresivnich t(6;11) TRK pochazely od
tfi Zen a dvou muzl v rozmezi 15 az 54 let véku. Sledovani pacient(
probihalo u vSech pfipadid s délkou od dvou a pdl mésice az osmi let.
Velikost nadord se pohybovala mezi tfemi az &trnacti centimetry u
neagresivnich, agresivni pfipad méfil 12 centimetr(i. Agresivni nador
byl z velké Casti nekroticky. VVSechny nadory byly dobfe ohraniené
a vykazovaly solidni nebo alveolarni strukturu s ob¢asnymi tubulami
a pseudorozetami. V agresivnim nadoru byly nalezeny ohniskové
pseudopapilarni Gtvary ohranicené bizarnimi polymorfnimi burikami.
Mitdzy byly nalezeny pouze vzacné. VSechny pfipady byly pozitivni
na barveni protilitkami HMB-45, Melan-A, Katepsin K a



cytokeratiny. Protilatka CD117 byla pozitivni u Ctyf z péti
neagresivnich pripadll a u primarnich a metastatickych lézi
agresivniho pFipadu. Barveni protilastkou MTOR bylo pozitivni u
dvou z péti a vimentinem u C&tyf z péti neagresivnich pripadd.
Vimentin byl negativni u primarni léze a u metastazi nalezenych v
nadledvinkach. Translokace t(6;11)(Alpha-TFEB) nebo zlom genu
TFEB byl detekovan u agresivniho, a Ctyf z péti neagresivnich
pripad. Agresivni pripad vykazoval amplifikaci lokusu TFEB.
Ztraty Casti chromozomu 1 a chromozomu 22 byly detekovany u
agresivniho a jednoho neagresivniho pFipadu. Zavér: Agresivni
t(6;11) TRK se obecné wvyskytuji u pacientl vys$iho véku ve
srovnani s jejich neagresivni variantou. Podle histologickych kritérii
tfi z péti dosud publikovanych pripad(l nebyly typické pro t(6;11)
TRK. Dva z téchto tfi pripadl postradaly malobunéénou soucast a
jeden pfFipominal svétlobunécny rendlni karcinom. Nekrozy byly
nalezeny pouze u agresivnich pripadi. Amplifikace lokusu TFEB
byla nalezena pouze u nami publikovaného agresivniho pripadu.

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

Popisujeme devét pacientl s rendlnim karcinomem (sedm muzll a
dvé Zeny, median véku 64 let a rozsah vék( 51- 79 let), ktery
obsahoval vyznamnou komponentu neoplastickych epitelidlnich
bunék svyraznym vzhledem cytoplazmy s mikro vakuolami
(pfipominajicimi hibernom). Velikosti nadorli se pohybovaly v
rozsahu 1,5 - 8 cm (prdmér 4,2 cm a median 4,3 cm). Zéakladni
struktura nadord byla u dvou pripadl solidné alveolarni a u sedmi
pripad( papilarni. Jaderné skére podle Fuhrmana bylo u vsech
pripadll tfi. Pomoci imunohistochemie vykazovaly buiiky s mikro
vakuolami vyrazné barveni adipophilinem a antimitochondrialni
protilatkou ve stejném cytoplazmatickém vzoru. Z pohledu
ultrastrukturaini charakteristiky byla cytoplazma neoplastickych
bunék plnd zvétsenych mitochondrii, VvétSinou obsahujicich
vrstevnaté kristy. Mezi mitochondriemi byly rozptylené pocetné
mikrovezikuly. Mutacni analyza genu SDHB byla negativni u vSech



pripadd. Na zakladé nasich poznatk(l usuzujeme, Ze mechanismem
vzniku tohoto fenoménu je abnormélni mezibunécné zpracovani
lipid(. U Sesti pacientl, u kterych byla dostupna data o dal$im
sledovani, nebylo pozorovéano agresivni chovani téchto nadord.

45 The leiomyomatous stroma in renal cell carcinomas is
polyclonal and not part of the neoplastic process

Nékteré rendlni epitelialni nddory jako je angiomyoadenonatézni RK
a svétlobunécény papilarni RK obsahuji rlizné vyrazné hladkosvalové
stroma. Celkové jsme identifikovali 27 ledvinnych karcinoml s
vyraznou hladkosvalovou stromalni komponentou (HSK). Vzhledem
k vyuZziti analyzy lokusu receptoru lidského androgenu (HUMARA)
bylo mozné dale zafadit jen Zeny. Kone¢na sestava Citala 14 1ézi: 4
angiomyoadenomato6zni tumory/svétlobunécné papilarni karcinomy,
5 konvenénich svétlobunécnych karcinomd, 2 konvenéni papilarni
karcinomy a3 ,ledvinné karcinomy s hojnym hladkosvalovym
stromatem®, u kterych jsme se zaméfili na klonalitu HSK. Pomoci
HUMARA jsme zjistili polyklonalni, ,,reaktivni* plivod HSK u vsech
vysetfitelnych (8/14) pripadl. Na zakladé morfologického charakteru
predpokladame, Ze non-neoplasticka HSK pravdépodobné vychazi
z bunék hladké svaloviny Zil z periferni kapsularni oblasti nadoru
nebo z kolagennich sept uvnitf tumord. HSK nékdy tvofi podstatnou
¢ast renalni nadorové tkané, kterou evidentné neni mozné ovlivnit
cilenou léCbou. Lze tak CasteCné vysvétlit nerovnomérnou odpoved
nékterych tumor( na biologickou Ié¢bu.

4.6 Distinctive renal cell tumor simulating atrophic kidney
with 2 types of microcalcifications. Report of 3 cases

Popisujeme tfi  pfipady primarnich  rendlnich  karcinomd
napodobujicich atrofické ledviny s charakteristickymi
morofologickymi, imunohistochemickymi a molekularng-
genetickymi vlastnostmi. Vzorky byly vybrany ze sbirky vice nez
sedmnaécti tisic renalnich karcinom( plzeriského nadorového registru.
Tkéné pro svételnou mikroskopii byly rutiné zpracovany a barveny



hematoxylinem a eosinem. Nadory byly dale analyzovany pomoci
imunohistochemie, komparativni genomové hybridizace na Cipech,
mutacni analyzy genu VHL, ztrdty heterozygotnosti oblasti
chromozomu 3p a analyzy klonality pomoci lokusu receptoru
lidského androgenu. Pacienti byli dvé Zeny a jeden muz, ve vékovém
rozmezi 29 — 35 let. Makroskopicky byly nadory zapouzdfené a
kulaté, prdmér nejvétsiho byl 3,5 cm. Délka dalsiho sledovani
pacientd byla v rozmezi dvou az Etrnécti let (osm let v prdméru).
Nebylo pozorovano agresivni chovani nadorl. Histologicky byly
nadory slozené z eosinofilnich folikulll rliznych velikosti, které byly
vyplnéné eosinofilnim sekretem, podobné jako je tomu u
parenchymu pFibuznych atrofickych ledvin (po zéanétu ledvin).
Vzacné se vyskytovaly oblasti splasklych folikulli. Kazdy folikul byl
zasoben malou vlaseCnici. Stroma bylo rozvolnéné, nezfetelneé a
ohniskové vlaknité. Byly pozorovany dva typy kalcifikaci: typicka
téliska - psamomy a amorfni tmavomodre barvena Kkalcifikacni
loZiska. Imunohistochemicky byly nadory silné pozitivni na barveni
cytokeratiny (OSCAR), CD10 a vimentin. Slabé se barvily protilatky
CAMb5.2 a AE1-AE3. Protilatky WT1 a katepsin byly slabé aZz
stfedné a lozZiskové aZz difuzné pozitivni. Nadory byly negativni na
barveni protilatkami cytokeratin 20, karbonovou anhydrazou IX,
parvalbuminem, HMB45, TTF1, TFE3, chromograninem A,
thyroglobulinem, PAX8 a ALK. Pouze DNA zpfipadu 1 byla
pouZzitelna pro dalsi genetické analyzy. Nebyla nalezena mutace genu
VHL, hypermetylace promotoru genu VHL a ztrata heterozygotnosti
lokusu 3p byly negativni. Komparativni genomova hybridizace
neukdzala Za&dné chromozomalni numerické aberace. Analyza
klonality pomoci lidského androgen receptoru prokéazala klonalni
plvod nadoru. Predstavujeme neznamy typ nadoru ledvin, ktery ma
tyto vlastnosti:

1) pFipomind atrofickou ledvinu nebo nodularni strumu Stitné
Zlazy

2) obsahuje leiomyomat6zni kapsule a dva druhy kalcifikaci

3) chybi mu mitézy, atypické bunky, nekrézy, hemoragie a
témer nevykazuje Ki-67 pozitivitu



4) dosud bylo pozorovano benigni biologické chovani nadoru

4.7 Choriogonadotropin positive seminoma - a
clinicopathological and molecular genetic study of 15 cases

PFritomnost syncitiotrofoblastickych bunék pozitivnich na lidsky
choriovy gonadotropin (hCG) u klasického seminomu (KS) je dobre
zdokumentovéna. Klasicky seminom se znacnou hCG pozitivitou,
ktery neobsahuje syncitiotrofoblastické buriky je naopak velmi
vzacny. Vtéto studii predstavujeme 15 takovychto pripadd,
vybranych ze 168 pripadd vedenych v plzeriském néadorovém
registru. PFipady klasickych seminom( s primési germinalnich bunék
a klasické seminomy obsahujici syncitiotrofoblastické buriky byly
vylouceny. Pro dalsi analyzy byly vybrany pfipady s 0plné
zapouzdienou masou nadoru. VsSech 15 pripadid bylo
imunohistochemicky barveno hCG protilatkou. Pozitivni pFipady
byly dale testovany pomoci reverzni transkripce s naslednou
polymerdzovou fetézovou reakci. Byly identifikovany dvé skupiny
hCG pozitivnich klasickych seminom(. Prvni skupina obsahovala
pfipady se znatnou hCG pozitivitou, potvrzenou silnou expresi
MRNA genu lidského choriového gonadotropinu (CGB). Tato
skupina byla sloZena z deseti pacientl s primérnym vékem 37,7 let a
primérnou velikosti nadoru 4,96 cm. Osm pripadl bylo stupné pT1 a
dva pfipady pT3 podle systemu TMN 2009. ZvySend hladina hCG
v krvi pred operaci byla namérena u Sesti pacientl z deseti. U dvou
pripadl nebyla hladina hCG v krvi testovdna. Druhd skupina
sestavala z pripad( se silnou hCG pozitivitou omezenou na ojedinélé
bunky roztrousené po celém nédoru. Byla detekovana pouze slaba
exprese CGB mRNA. Skupinu tvofilo pét pacientd s primérnym
vékem 34 let a prlimérnou velikosti nadoru 4,7 cm. Ctyfi pfipady
byly stupné pT1 a jeden pT2. Prlimérna doba dal$iho sledovani byla
3,1 roku. Zvysena hladina hCG v krvi pred operaci byla namérena u
jednoho pacienta. Z uvedenych vysledkll vyvozujeme, Ze exprese
hCG u  klasickych ~ seminomd  neni  limitovana  na
syncitiotrofoblastické bunky. V této studii popisujeme dva druhy



imunohistochemické hCG pozitivity u klasickych seminom0: difGzni
barveni u vétSiny nadorovych bunék a barveni ojedinélych bunék
roztrouSenych po celém nadoru.

4.8 Chromophobe renal cell carcinoma - chromosomal
aberration variability and its relation to Paner grading
system: an array CGH and FISH analysis of 37 cases

Chromofobni renélni karcinom (ChRK) je na genetické uUrovni
charakterizovdn  mnohocetnymi  chromozomalnimi  aberacemi,
zejména  ztrdtami chromozomd. Ztraty nejcastéji  zahrnuji
chromozomy ¢islo 1, 2, 6, 10, 13, 17 a 21. Systém stupfiovani
karcinomll podle Fuhrmanové postrada prognosticky vyznam pro
ChRK a také v posledni dobé byl Panerem navrZen novy systém.
Cilem této studie bylo zmapovat spektrum chromozomalnich aberaci
u velké skupiny ChRK a vztdhnout tyto poznatky k systému
stupfiovani navrzeného Panerem. Byla vybrana skupina 37 pfipadd
ChRCC a roztfidéna do péti skupin podle Panera: stupen 1 — 3,
agresivni a sarkomatoidni nédory. Jako agresivni nadory byly
oznaCené vSechny pfipady se zndmou metastatickou aktivitou,
mistnim opétovnym vyskytem, agresivnim prordstanim do okolnich
organl nebo invazivnim rlstem do ledvinové jamky (nehledé na
intravazaci). Sarkomatoidni nadory byly rozdélené na epitelidlni a
sarkomatoidni komponentu a molekularné genetické analyzy na nich
byly provadény oddélené. Komparativni genomova hybridizace na
Cipu nebo fluorescencni in-situ hybridizace byla provedena u 42
vzork( z 37 pFipadl. Byly detekovany mnohocetné ztréty, ale i zisky
chromozom(i. Z celkového poctu 37 vySetfenych pripadl byly
nejCastéji detekované ztraty chromozomu 1 (27x), 2 (26x), 6 (23x),
10 (26x), 13 (19x) a 17 (24x). Déle byla detekovana ztrata
chromozomu 21 ve dvanécti pfipadech. Nejcastéji detekované zisky
byly detekovany u chromozomd 4 (22/37), 7 (24/37), 15 (20/37), 19
(22/37) a 20 (21/37). Klastrova analyza ukazala, Ze neexistuje Zzadny
signifikantni  vztah mezi Panerovymi stupni a vzorem
chromozomalnich zmén u jednotlivych pripad. Z uvedenych
poznatkd jsme wvytvofili nasledujici zavéry. Chromofobni renalni



karcinomy vykazuji vyrazné SirSi spektrum chromozomalnich zmén,
nez bylo dfive uznavano. Kromé dfive popisovanych ztrat
chromozom(i bylo nalezeno i vyznamné procento chromozomalnich
ziskl. Tyto zisky se vyskytuji u chromozomli 4, 7, 15, 19 a 20. Nebyl
prokazéan zadny vztah mezi Panerovym systémem stupnidi a vzorem
chromozomalnich zmén u ChRK,

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

Popisujeme skupinu osmi renalnich karcinoml, které vykazovaly pfi
svételné mikroskopii vzhled
angiomyoadenomat6zniho/svétlobunééného (RAT/SRK) renalniho
karcinomu o rozsahu 5-95% ploch tkané, které nesplfiovaly kritéria
zafazeni do této skupiny. Vyjma jednoho vSechny pfipady
vykazovaly histopatologické znaky konvencniho svétlobunécného
karcinomu (v rozsahu 75 -95%). V péti pfipadech ze sedmi
konvenc¢niho svétlobunécného vzhledu byla tato diagn6za podpofena
molekularné-geneticky pritomnosti aberace genu VHL (mutace
v kddujici oblasti a/nebo hypermetylace promotoru a/nebo ztrata
heterozygotnosti chromozomu 3p). Z dalSich dvou pfipadd se
svétlobunénou morfologii ani jeden nador neobsahoval Zadnou
aberaci genu VHL, zato chromozomy 7 a 17 byly v jednom pfipadé
dizomické a v druhém polyzomické. Zbyvajici nador se vyznacoval
prevazné (95%) RAT/SRK morfologii, obsahoval mutaci genu VHL
a byl polyzomicky u chromozomli 7 a 17. U péti pripadl
s histomorfologickymi a  molekularné  genetickymi  znaky
svétlobunécného renalniho karcinomu jsme detekovali vyznamnou
imunoreaktivitu s o-methylacyl-CoA raceméazou u dvou pfipadl a
silnou diflizni imunopozitivitu u cytokeratinu 7 u tfi pfipadl. Kromé
této kombinace pozitivit u o-methylacyl-CoA racemazy a
cytokeratinu 7, nic nenasvédCovalo pFitomnosti konven¢niho
papilarniho renalniho karcinomu s prevahou bunék se svétlou
cytoplazmou.



4.10 Tubulocystic renal cell carcinoma: is there a rational
reason for targeted therapy using angiogenic inhibition?

Pacienti s renalnim karcinomem se vieobecné povazuji za kandidaty
pro antiangiogenni lécbu. Tubulocysticky renalni karcinom (TCRK)
je nedavno popsana entita, kterd se mdZe chovat agresivné, a
odlvodnéni pro antiangiogenni Ié¢bu u této skupiny nadord nebylo
dosud zjisténo. U sedmi pfipadd TCRK a péti kontrolnich
nenddorovych tkani ze sedmi pacientl byla provedena expresni
analyza mRNA Sestnacti genll zapojenych ve tfech angiogennich
signalnich drahach. Jednalo se o signalni dréhy zahrnujici 1)
Von Hippel-Lindau tumor supresor/hypoxii indukované faktory
(VHL/HIF), 2) receptorové tyrozin kinazy/mitogeny aktivované
protein kinazy (RTK/MAPK), 3) a draha kinaz PIK3CA/AKT/MTOR.
Posledni dvé jmenované drahy jsou Castym terCem antiangiogenich
agens. Také byl zjiStovan mutacni a metylani status genu VHL a
pomoci imunohistochemie byly zjistovany hladiny vaskularniho
endotelialniho rlstového faktoru A (VEGFA), hypoxii indukovanych
faktorl HIF1A, EPAS1, a fosforylovaného proteinu MTOR.
Porovnanim vzorkd nadord a kontrolnich nenadorovych tkani nebyla
zjisténa rozdilna exprese v téchto genech VHL, HIF1A, EPASI,
PTEN, AKT2, AKT3, MTOR, VEGFA, KDR, HRAS, JUN, EGFR, and
FGF2. U nador( byla zjisténa signifikantné zvysena hladina mRNA
genu TP53, zatimco hladiny mRNA gend FLT1 a FOS byly snizené.
Nebyla nalezena Zadn& mutace ani metylace promotoru genu VHL.
Nebyly nalezeny Zadné zmény v hladinach studovanych protein(
VEGFA, HIF1A, EPASL, ani zvySena fosforylace MTOR. T¥i
studované drahy (VHL/HIF, RTK/MAPK a PIK3CA/AKT/MTOR) se
nezdaji byt aktivované u TCRK, z &ehoZz vyplyva, Ze obecné
doporuceni antiangiogennich terapii nejspise nema odlvodnéni.



4.11 Biphasic  alveolosquamoid renal  carcinoma: a
histomorphological,  immunohistochemical, = molecular
genetic, and ultrastructural study of a distinctive
morphologic variant of renal cell carcinoma

Bylo publikovano pouze nékolik pfipadd sarkomatoidnich renalnich
karcinom se squamézni diferenciaci. Popisujeme dva pFipady
renalnich karcinomd obsahujicich dosud nepopsanou dvoji populaci
bunék. Vice zastoupena byla alveolarni architektura, ktera se
diferencovala do skvamdznich bunék. Zadny z nadorl nevykazoval
znamky sarkomatoidni transformace. Oba nadory byly podrobeny
rutinni histologické a ultrastrukturalni analyze,
imunohistochemickému barveni, komparativni ~ genomické
hybridizaci na €ipu, konfirmacni fluorescencni in-situ hybridizaci a
analyze ztraty heterozygotnosti. Velikost nador( byla 3 a 4 cm, byly
lokalizované uvnitf renalniho parenchymu a nemély Zadné spojeni s
ledvinovou pénvickou. Oba nédory byly tvofeny dvoji populaci
bunék. Vé&tsi nadorove bunky vykazovaly skvamdzni znaky a tvofily
dobrfe ohrani¢ené pevné alveolarni ostrivky, které byly vétSinou
obklopené komponentou sloZzenou z malych bunék. Skvamdzni
buriky byly imunoreaktivni k cytokeratinim (AE1-AE3, Cam 5.2,
CK5/6, CK7 a CK20), epitelidlnimu membranovému antigenu,
recemaze/AMACR a karboanhydraze 1X (v jednom z pfipadd
ohniskové). Populace malych bunék byla imunoreaktivni pouze k
cytokeratinu CK7, epitelidlnimu  membranovému antigen a
recemaze/AMACR, kdeZto CK20, AE1-3 a karboanhydréaza IX byly
negativni. Protildtka CD10 byla ohniskové pozitivni ve velkych
skvamdznich bunkéach u jednoho pfipadu. Kathepsin K, E-kadherin a
CD117 byly ohniskové pozitivni u jedné z komponent u jednoho
pfipadu. Ostatni protildtky Vimentin, RCC marker, parvalbumin,
S100 protein, S100 Al, p63, p53, CDX2, uroplakin 111, HMB45,
TFE3, WT1, synaptofyzin, chromogranin A, tyroglobulin a TTF1
byly negativni. Proliferativni aktivita (MIB-1/Ki-67) byla nizka (1%)
v malobunééné komponenté obou pFipadd, zatimco velké buriky
vykazovaly vyrazné vysSi proliferativni  aktivitu (20-35%).
Ultrastrukturdlni analyza prokazala pritomnost desmozémi a



tonofilament ve velkych bunkach, potvrzujici skvamoézni diferenciaci
v této subpopulaci nadorovych bunék. Komparativni genomova
hybridizace jednoho analyzovatelného pFipadu prokéazaly ztraty
celych chromozom(i nebo jejich ¢asti (2, 5, 6, 9, 12, 15, 16, 17, 18 a
22) vcetné bialelické ztraty lokusu genu CDKN2A. Daéle byly
nalezeny zisky €asti chromozomli 1, 5, 12 a 13. VVSechny zmény byly
potvrzeny pomoci FISH a analyzou ztraty heterozygotnosti. DalSi
sledovani pacientl nepfineslo Zadné znamky recidivy nebo metastaze
u prvniho pacienta. U druhého pacienta byla nalezena podkozni
metastaze pfi diagndze, ale béhem nésledujiciho jednoho roku nebyly
zjistény zadné znamky recidivy nebo metastaze. NaSe data naznacuiji,
Zze dvou druhovy alveolo-skvamézni nador je vzécny a
charakteristicky typ nadoru. Subpopulace malych a velkych bunék
maji prekryvajici se, ale rozdilné spektrum exprimovanych protein(.
Byly zjistény poCetné chromozomalni aberace, nékteré zasahujici do
oblasti znamych tumor supresorovych genl a onkogen.
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