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Abstrakt

Dizertatni prace je komentovanym souborem jedenacti ¢lankli publikovanych
v impaktovanych casopisech vztahujicich se k tématu molekularné genetického profilovani
nadort urogenitalniho traktu. V tivodu je rozebirana historie vzniku a vyvoje klasifika¢nich
jednotek a stru¢ny ptehled aktudlnich molekularné¢ genetickych profili vybranych typt
nadort ledvin. Jsou popsany hlavni signalni drahy vyuzivané v cilené 1écbé rendlnich
karcinomt a princip u¢inku korespondujicich preparatti. Dale jsou zminény sméry, kterymi
se ubira dnesni vyzkum novych biomarkert, a uvod je zakoncen stru¢nym piehledem
molekularné-genetickych metod pouzivanych v klasifikaci rendlnich karcinomii. Ve
vysledcich jsou shrnuty hlavni morfologické, imunohistochemické
a molekularné-genetické nalezy studovanych skupin rendlnich karcinomi. Vysledky jsou
porovnany se stavajicimi charakteristikami znamych nadorovych jednotek a z ptipadnych
nalezenych nesrovnalosti jsou vyvozeny zdvéry o moznych novych entitdich nebo
ptibuznosti zkoumanych nadorti. V zévéru jsou zhodnoceny vhodnost a omezeni pouzitych
molekularné-genetickych metod v kontextu tskali, kterd sebou pfinasi zkoumany material
a zamé&ry popisovanych studii.

Abstract

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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Seznam pouzitych zkratek

Zkratky nazvt genti dle HGNC jsou v textu psany kurzivou a nejsou zahrnuty do seznamu
zkratek. Stejn¢ tak nejsou zahrnuty ndzvy imunohistochemickych protilatek, kde nazev
detekovaného proteinu je shodny s odpovidajicim genem.

aCGH
AE1/AE3
CA-IX
CAMS5.2
CD10
CK20
CKS5/6
CK7

CpG
EDTA
FFPE
HGNC
HLRCC
HMB-45
HSK
HUGO
HUMARA
ChRK
ISUP
Melan-A
MIB-1/Ki-67
MiT family
PRK

RK

SRK

STR
TCRK
TNM
WHO

komparativni genomova hybridizace na ¢ipu

smés imunohistochemickych protilatek detekujici cytokeratiny
imunohistochemicka protilatka detekujici anhydrazu kyseliny uhlicité C49
imunohistochemicka protilatka detekujici cytokeratin KRTS
imunohistochemicka protilatka detekujici metaloendopeptidaizu MME
imunohistochemicka protilatka detekujici cytokeratin KRT20
imunohistochemicka protilatka detekujici cytokeratiny KRT5 a KRT6
imunohistochemicka protilatka detekujici protein cytokeratinu KR77
misto v DNA, kde sousedi cytosin a guanin v linedrni sekvenci
kyselina ethylendiamintetraoctovod, ptimées pufri pro uchovani DNA
formalinem fixovana v parafinu zalita tkan

vybor nazvoslovi genit HUGO

syndrom hereditdrni leiomyomato6zy a rendlniho karcinomu
imunohistochemicka protilatka detekujici antigen PMEL
hladkosvalova stromalni komponenta

organizace pro vyzkum lidského genomu

chromofobni renélni karcinom

Mezinarodni Spole¢nost Urogenitalni Patologie

imunohistochemicka protilatka detekujici produkt genu MLANA
imunohistochemicka protilatka detekujici dva epitopy genu MKI167
skupina transkrip¢nich faktort zahrnujici geny TFEB, TFEC a TFE3
papilarni renalni karcinom

renalni karcinom

svétlobunécny rendlni karcinom

kratké repetitivni sekvence

tubulocysticky rendlni karcinom

systém klasifikace solidnich nadort

svétova zdravotnicka organizace



1 Uvod

1.1 Epidemiologie nadori ledvin

Nadory ledvin jsou rozsahlou, vysoce heterogenni skupinou nadori, ktera predstavuje 2,9
procenta malignit na svété s incidenci 213 924 piipadii rocné. V roce 2012 byla incidence
nadoru ledvin 6,2 ptipadu na 100 000 obyvatel ve vyspélych zemich, coz predstavuje
kumulativni celozivotni riziko 0,7%. Celosvétové je rakovina ledvin u muzi na devatém
misté s 213 900 novymi ptipady ro¢né (u Zen je to zhruba polovina) (Torre et al. 2015). Ve
statech evropské unie dosahly incidence a umrtnost svého vrcholu v letech 1990-1994 a
v letech 2000-2004 se zadaly snizovat. V Ceské republice se tyto hodnoty stabilizovaly,
ptesto vSak zlistdvaji jedny z nejvyssich na svété (Levi et al. 2008).

1.2 Vyvoj klasifikace nadorii ledvin

Ptevazna vétSina téchto nddorGt vznikd z rendlniho parenchymu a jsou tedy nazyvany
rendlnimi karcinomy (RK). Za poslednich tficet let doslo diky vyvoji v morfologii,
imunohistochemii, cytogenetice a molekularni patologii k vyraznému nartstu poctu
rozliSovanych nadorovych jednotek. Zaklad klasifikace rendlnich karcinomi byl polozen
na mezindrodnich konferencich v Heidelbergu v roce 1996 a Rochesteru vroce 1997
(Kovacs et al. 1997; Storkel et al. 1997). Dohodnuty konsensus z téchto setkdni byl
kodifikovéan do klasifikace Svétové zdravotnické organizace z roku 2004 (Lopez-Beltran et
al. 2006). Tento posledni oficidln¢ platny dokument ale dnes jiz nespliiuje poZadavky
béZné diagnostické praxe a vyzaduje revizi. V bieznu 2012 byla uspotfadana konference
Mezinarodni Spole¢nosti Urogenitalni Patologie (ISUP) ve Vancouveru. Vysledkem byla
série ClankG zabyvajicich se klasifikaci, urCovanim stupiiti, diagnostickymi a
prognostickymi markery nadord ledvin otiSténych v American Journal of Surgical
Pathology v pribéhu roku 2013, které vznikly na zéklad¢ diskuze a konsensu autord. Noveé
bylo zatazeno celkem pét jednotek: tubulocysticky rendlni karcinom, rendlni karcinom
spojeny se ziskanou cystickou nemoci ledvin, svétlobunécny (tubulo-) papilarni rendlni
karcinom, translokac¢ni karcinomy fazené do MiT rodiny a rendlni karcinom spojeny
s hereditarni leiomyomatézou (HLRCC). Dalsi tfi skupiny nadorti byly zafazeny do
kategorie provizornich/vznikajicich jednotek: renalni karcinom napodobujici Stitnou zZlazu,
rendlni karcinom spojeny s defektem sukciniat dehydrogendzy B a rendlni karcinomy
spojené s translokaci genu ALK. V fijnu 2013 byla vydéna novéa doporucena klasifikace
renalnich nédorit pod ndzvem ISUP vancouverska klasifikace (Srigley et al. 2013). Tato
nomenklatura bude zdkladem nové klasifikace WHO. Jak je zfejmé z nové€ zafazenych
jednotek, charakterizace 1ézi na molekularn¢ genetické Urovni je stale vyznamnéjsi a u
nékterych skupin pfimo urcujici pro jejich zarazeni.



1.3 Biomarkery renalnich karcinomi

Presné zjisténi rizika relapsu po parcidlni nebo radikalni nefrektomii je kli¢ové téma pro
pacienty i kliniky. Umoznilo by personalizovat schéma monitorovani a pokra¢ovani 1écby
véetné uréeni pomeru rizik a ptinosii biologické 1écby. Stavajici systémy skoérovani na
zéklad¢ klinicko-patologickych kritérii sice pomérné odpovidaji na urovni populaci, ale
pro jednotlivce, zejména ty s vysSim rizikem jsou velmi nepfesné (Eisengart et al. 2012).
Histologické, klinické a imunohistochemické vlastnosti nadort ale v praxi pomérné dobie
slouzi k diferencidlni diagnostice vétSiny rozliSovanych jednotek. S rozvojem poznani o
genetickém podkladu kancerogeneze a sekvenacnich technologii je ocekavano, ze studie na
genetické, epigenetické a transkriptomové urovni budou spolecné schopny identifikovat
celé spektrum klicovych spoustécich mutaci napfic¢ vSemi druhy nadord vcetné rendlnich
karcinomu (Vasudev et al. 2012).

1.3.1 Piehled genetickych profilii vybranych typi RK

NejcastéjSim histologickym typem je svétlobunéény RK (70-80% ptipadli). Vice nez 90%
sporadickych SRK zahrnuje zasah do genu VHL coZ prakticky definuje tuto skupinu
(Young et al. 2009). Jako dalsi geny spojené se SRK byly neddvno navrZzeny geny PBRM]1,
BAP1 a TCEBI (Varela et al. 2011; Dalgliesh et al. 2010; Sato et al. 2013). Dalsi
geneticky definované naddorové jednotky je naptiklad translokacni karcinomy zafazené do
skupiny s mikroftalmii asociovanym transkripénimi faktory (MiT family translocation
RCC). Patii sem translokace spojené s genem TFE3 (s fuznimi partnery ASPL, PRCC,
NONO, PSF a CLTC), podle cytogenetické lokalizace nazyvané Xpll translokacni
karcinomy (Argani et al. 2002). K nim pfibyla skupina t(6;11)(p21;q12) transloka¢nich RK
zahrnujici gen TFEB ve fOzi s netranslatovanym genem MALATI v literatufe béZné pod
jménem Alpha (Argani et al. 2001). Od papilarnich RK se odd¢lil syndrom dédi¢né
leiomyomatézy a karcinomu ledvin (HLRCC) véazany na germindlni mutace genu FH
(Toro et al. 2003). K dal$im minoritnim skupindm patifi RK spojené s mutacemi gent
SDHB a translokaci ALK, kde bylo popsano pouze né€kolik piipadt (Gill et al. 2011;
Debelenko et al. 2011). Tubulocystické RK jsou definovany na zakladé¢ morfologie a
imunohistochemického profilu a chromozomalnich ztrat. Nékteré z téchto vlastnosti se
caste¢né prekryvaji se SRK, coZ naznacuje mozny vztah mezi t€émito jednotkami (Zhou et
al. 2009). Také chromofobni, papilarni a n&které dal§i jednotky RK vykazuji
charakteristicky profil pocetnich chromozomalnich zmén, ktery lze pouzit v jejich
diferencialni diagnostice (Kovacs 1989; Amin et al. 2008).

1.4 Lécéba renalnich karcinomu

Chirurgicka resekce vyléci ¢ast pacientli s lokalizovanym renalnim karcinomem, ale u
20-30% piipadii se nemoc znovu objevi nebo dojde k metastazi (Janzen et al. 2003).
Pétiletd progndza pieziti pro pacienty je zavisld zejména na stadiu RK. U nadoru
lokalizovaného v ledvinach se pohybuje mezi 71-97%, u lokaln€ pokrocilého nadoru klesa
na 20-53% a pokud nador metastazoval, je niz8i neZ 10% (Eggener 2006). Rozvinuté RK
jsou bohuzel vétSinou rezistentni k chemoterapii a radioterapii. Dfive pouZzivané



nespecifické imunoterapie jako je interleukin-2 a interferon piindsely u pacientli pouze
vzacné, i kdyz dlouhotrvajici 1é€ebné odpovédi. Dnes se od téchto postupti upousti
zejména pro omezené ucinky a vysokou toxicitu. Zlepsené porozuméni podstaty déju, které
zptisobuji a podporuji rozvoj renalnich malignit, umoznilo vyvoj cilené biologické 1é¢by.
Byla vyvinuta 1éCiva cilend na specifické kontrolni body v signalnich drahach, které byvaji
naruseny béhem karcinogeneze. V poslednich letech byla schvalena tada preparatii pro
prvni a druhou linii cilené 1€cby. (sunitinib, sorafenib, temsirolimus, everolimus,
bevacizumab, pazopanib, axitinib (Escudier et al. 2014). Dalsi 1éky (napf.: tivozanib) jsou
v riznych stadiich klinického testovani (Zarin et al. 2011). Nova klinickd data umoznila
vybér biomarkert, které maji za cil zptesnit selekci pacienti pro personalizovanou 1écbu a
maximalizovat tak prospéSnost této 1écby. NejvétSich pokrokli bylo dosazeno u
svétlobunécného rendlniho karcinomu (SRK), diky jeho dobfe definované biologické
podstaté patogeneze (primarn¢ inaktivace tumor supresorového genu VHL (Tazi et al.
2011; Dutcher et al. 2009). Pozornost se zamétuje také na zdokonaleni dlouhodobé 1écby a
zvySeni doby preziti diky optimélnimu vyuziti téchto 1€¢iv pfi terapii. Jeden z piistupii jak
prodlouzit dlouhodoby benefit je sekvencni nasazeni rlznych inhibitorG napt. po sobé
jdouci nasazeni inhibitoru MTOR po tyrozin kindzovém inhibitoru (Motzer et al. 2010).
Porozuméni mechanismim resistence je nezbytné pro piekonéani limith efektivity a
zlepseni dlouhodobych vysledkl 1écby. Nové vyvijené 1éky se zaméfuji zejména na dvé
drahy podporujici rist nadorti a to jsou vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF) a
mechanisticky cil rapamicinu (MTOR).

1.4.1 Signalni draha VEGF

Von Hippel Lindau (VHL) je tumor supresorovy gen jehoz germinalni mutace zplisobuji
stejnojmenny  autozomalné¢  dominantni syndrom. Klinické projevy  zahrnuji
hemangioblastomy v centrdlnim nervovém systému, angiomy retiny, a solidni nadory
véetné svétlobunééného renalniho karcinomu. U syndromu VHL druhy zasah zptsobi
vyfazeni obou kopii genu z funkce a dochédzi ke vzniku tumoru. Jednim ze zasahil u
sporadickych SRK je casto bud’ delece kratkého raménka chromozomu 3 (3p) nebo
hypermetylace promotoru VHL (Herman et al. 1994; Shuin et al. 1994). Protein VHL je
soucasti komplexu ubikvitin ligazy, ktery cili na hypoxii indukovany faktor (HIF) aby ho
za pritomnosti kysliku degradoval (Kaelin 2002). Za hypoxie nebo nepfitomnosti proteinu
VHL, HIF nedegraduje a putuje do jadra, kde spousti transkripci gentli, které by mély
nastolit normoxii. Z téchto indukovanych proteini je zhlediska karcinogeneze
nejdilezitéjsi VEGF. Tento signdlni protein se vaZe na transmembranové receptory
s protein kindzovou aktivitou, které aktivuji bunééné drahy podporujici angiogenezi (Breen
2007). Pro cilenou 1é¢bu byly vyvinuty dva zplsoby inhibice této drahy. Prvni pouziva
nizkomolekularni inhibitory tyrozinovych kinaz které blokuji protein kindzovou aktivitu
VEGF receptoru (napi: sunitinib, sorafenib). Druhym zptsobem je pouZziti monoklondlni
protilatky, kterd se vaze na cirkulujici VEGF a zabranuje tak jeho vazbé na receptor (napf:
bevacizumab) (Ferrara et al. 2004).



1.4.2 Signalni draha MTOR

Rapamycin je imunosuprimujici 1é¢ivo objevené izolaci z bakterii. Skriningem
rezistentnich mutaci byl zjiStén funkeéni cil této latky u kvasinek a nasledné u savct (Brown
et al. 1994). Mechanisticky (dfive mammalian) cil rapamycinu je intracelulérni serin
treoninova kinaza, kterd reguluje zasadni bunécné procesy zejména rust a proliferaci.
Poruchy regulace MTOR jsou jedny z nejcastéji pozorovanych patologickych zmén v
lidskych nadorovych onemocnénich (Sabatini 2006). Cilena 1écba zaméfena na jednoty
zapojené v této draze je proto povazovana za potencidln€ velmi Gcinnou protirakovinnou
terapii. Protein MTOR funguje jako katalytickd podjednotka dvou protein kindzovych
komplexit mMTORC1 a mTORC2. Nasleduje v signdlni kaskadé PI3K/AKT (fosfoinositol-
3-kinazy / serin treoninova kindza AKT1) regulované tumor supresorovym genem PTEN
(Engelman et al. 2006). Pokud je MTOR aktivovany, fosforyluje transkripcni faktory a tim
indukuje transkripci genli kodujicich bunécnou proliferaci, mezi jinymi i mRNA HIF.
Rapamicin a jeho analogy temsirolimus a everolimus byly schvaleny jako 1é¢iva rtiznych
typtl rakovin véetné RK (Wander et al. 2011).

1.5 Moznosti objevu novych biomarkeri

K tomu aby bylo mozné spolehlivé urcit kauzalni ,,driver mutace, které¢ spousteji vznik
téchto nadortt od mnoha vedlejSich ,,passenger” mutaci je potfeba provést velké studie
radove stovek ptipadt zahrnujici analyzu na trovni celého genomu. Je nutné systematicky
zatadit tisice somatickych mutaci a validovat jejich vliv na fenotyp. Vyvoj nadoru je
stupniovity proces, ktery zahrnuje také epigenetické procesy. Metylace CpG ostrovi v
DNA je jednim z nejlépe prozkoumanych epigenetickych mechanismt, kterym nadorové
buiikky ovliviiuji genovou expresi. U mnoha nadori byla nalezena inaktivace tumor
supresorovych gend pomoci aberantni hypermetylace jejich promotorit (Jones a Baylin
2002). Charakterizace nadori pomoci expresnich mikrocipti je slibny néstroj pouZzitelny ke
klasifikaci nadorti do podskupin i k ziskani prognostickych informaci, jelikoz postihuji jak
geneticke tak epigenetické zmény (Sanford et al. 2011). Jako novy a potencialné vyznamny
zdroj biomarker se jevi mikroRNA (Redova et al. 2011). Jedna se o jednoietézcové
nekodujici RNA, které reguluji genovou expresi na post-translacni Grovni. Nicméné
vzhledem ktomu jak vzacné a velmi heterogenni jsou mnohé jednotky renalnich
karcinomil, u mnoha z nich dosud nebyly identifikovany zasadni vlastnosti jejich biologie.
V literatufe je sice popsano mnoho kandidatnich biomarkerd, ale jejich korelace
s jednotlivymi typy RK pfedstavuje velikou piekazku jejich vyuziti v klinické praxi (Poste
2011).

1.6 Zhoubné nadory varlat

Nadory pochézejici ze zarodecnych bun€k varlat predstavuji 98% vSech nadori varlat. Déli
se na klasické seminomy, neseminomy a spermatocytické seminomy. Jsou nejcastéjsi
malignitou u muz ve véku 15-34 let. Pokud jsou nadory vc¢as diagnostikované jejich
pétiletd progndza preziti se blizi ke stu procent. (McGlynn et al. 2003) Mezi markery
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metastatickych seminomi patfi zejména zvySend hladina beta podjednotky lidského
choriového gonadotropinu (hCG) (Ruf et al. 2013).

1.7 Typy materiali zkoumané u RK

Nejcastéji vySettovanym materidlem v rutinni diagnostice i1 klinickém vyzkumu je
bezpochyby tkéan z formalinem fixovanych biopsii zalitych do parafinovych blockt
(FFPE). Je znamo, Ze fixativa na bazi alkoholu uchovavaji biomolekuly mnohem Iépe nez
¢inidla vytvarejici kroslinky, jako je napiiklad formaldehyd (Kuykendall a Bogdanffy
1992). Formaldehydova fixace ale zarucuje lepsi zachovani morfologie, kterd je nutna pro
rutinni histologickou diagnostiku. Formalin sice také vnasi do vzorklu artefakty, ale
patologové jsou s nimi dobfe obeznameni a pifevazujici ¢ast histologické literatury je
napsdna o formaldehydem fixovanych tkanich. Nicmén¢ stale pfibyva mnozstvi novych
molekularné biologickych test, které je tfeba provadét na takto fixovanych tkanich.
VétSina z nich je zaloZena na PCR nebo hybridizaci, coZ vede k problémim u degradované
faktory ovliviiujici kvalitu fixované DNA je doba fixace a kvalita fixativa. Formaldehyd je
oxidovan na kyselinu mravenci, kterd zptisobuje depurinaci DNA a jeji zlomy (Bonin et al.
2003). U PCR metod uréenych pro FFPE vzorky byva zohlednéna maximalni velikosti
amplikont, ptesto ale DNA z FFPE ptedstavuje problém pro robustni a spolehlivou PCR
amplifikaci (Dietrich et al. 2013). Proto napiiklad pro expresni genovou analyzu je mozné
pouzit pouze zmrazenou tkan.

V posledni dobé nastal velky zdjem o vyuZiti cirkulujicich nadorovych bunck jako
potencidlnich biomarkert pro predikci, 1é€bu 1 samotné studium metastatickych procest.
Metody obohaceni vzorkii o tyto buiniky a jejich vlastnosti u rendlnich karcinomi jsou
zatim stale jeste ve fazi zékladniho vyzkumu (El-Heliebi et al. 2013).

1.8 Prehled pouzitych molekulirné genetickych metod

1.8.1 Fluorescencni in-situ hybridizace (FISH)

Fluorescencné znaend DNA sonda se hybridizuje pfimo na histologicky fez a nasledné¢ se
pod mikroskopem odecitaji pocty signalii reprezentujici jednotlivé vyskyty studovanych
oblasti DNA v jadrech bunék (Parra a Windle 1993). FISH se pouziva zejména pro detekci
pocetnich chromozomalnich zmén (napftiklad u papilarniho rendlniho karcinomu), ale 1 pro
detekci amplifikaci nebo deleci jednotlivych lokusti na chromozomech s rozliSenim
v fadech megabézi. Pouzitim vice sond raznych barev lze také studovat zlomy a fuze
chromozomt u translokacnich rendlnich karcinomu. JelikoZ se jedn4d o in-situ analyzu
jednotlivych jader, u solidnich nadorG lze analyzovat heterogenni vzorky, aniz by
nenadorova piimés sniZzovala senzitivitu analyzy. Materidl se neamplifikuje pomoci PCR,
takZe tato metoda je pomérné dobte aplikovatelnd i na FFPE vzorky s degradovanou DNA.
Nevyhodou je malé mnozstvi oblasti, které 1ze studovat najednou, coz predstavuje problém
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u vzorkd s nedostatkem materidlu. Jakozto jedna z mdla molekularné-cytogenetickych
metod ale poskytuje cennou konfirmaci ostatnich metod zaloZenych na izolované DNA.

1.8.2 Izolace DNA a RNA

Jako prvni krok, ktery ovliviiuje vSechny ndsledujici analyzy je izolacni metoda kritickym
bodem analyzy. Musi byt velmi robustni, reprodukovatelnd a produkovat nukleové
kyseliny v co nejvyssi kvalit¢ a mnozstvi. V predkladanych pracich byly pouzity rtizné
komer¢ni kity vyuzivajici separaci na kolonkach anebo pomoci magnetickych kulicek.
Koncentrace byla zjistovana pomoci UV spektrometru a kvalita byla kontrolovana pomoci
multiplexové PCR.

1.8.3 Komparativni genomova hybridizace na ¢ipu (arrayCGH, aCGH)

Byla vyvinuta jako zdokonaleni in-situ CGH nahrazenim metafdznich chromozomi ¢ipem
posetym mnoha DNA sondami (Solinas-Toldo et al. 1997). Dnes existuje v mnoha
modifikacich, ale primarné slouzi k detekci zmén poctu kopii na mnoha tsecich genomu
soucasn¢. Oproti FISH umoziiuje zhodnoceni komplexnich chromozomalnich ptestaveb
(naptiklad u chromofobnich RK), a v zavislosti na rozliSeni pouzit¢ého Cipu i s veétsi
ptesnosti. Naopak nevyhodou této metody je vyS$i ndro¢nost na kvalitu testované DNA.

1.8.4 Analyza ztraty heterozygotnosti (loss of heterozygosity - LOH)

Tato metoda vyuziva variability kratkych repetitivnich sekvenci (STR) v genomu k detekci
ztraty jedné alely daného lokusu. Tento jev je Castou pfi¢inou druhého zasahu inaktivace
tumor supresorového genu v karcinogenezi (Thiagalingam et al. 2001). Diky hojnému
vyskytu STR markeri v lidském genomu Ize tuto analyzu zacilit na téméf jakoukoliv ¢ast
genomu Vv fadu jednotek aZz desitek megabazi. Pro svou individudlni povahu lze test
provadét pouze porovnanim s normalni kontrolni tkani stejného pacienta a je tfeba pozivat
vice téchto markert.

1.8.5 Analyza klonality pomoci lidského androgenu AR (HUMARA)

Klasicka metoda diive pouzivand ke studiu inaktivace X chromozomu je schopna
detekovat klonalitu subpopulace bun¢k u zenskych pacientl. Vyuziva metylacni status
polymorfni repetice v blizkosti genu AR, a pro svou jednoduchost je dobie aplikovatelnd na
degradované, ale homogenni vzorky (Allen et al. 1992).

1.8.6 Metylac¢né specificka PCR

Metoda vyuZzivajici bisulfidické konverze DNA, specificky ménici sekvenci v zavislosti na
metylacnim statutu. Pomoci metylacné specifickych primeri 1ze vysledek detekovat piimo
pomoci agarézové elektroforézy (Fraga a Esteller 2002).

1.8.7 Expresni analyza mRNA pomoci Real-time PCR

Pomoci hybridizace fluorescenéni proby na nové vznikajici PCR amplikon a jeji
okamzitou detekci lze ur€ovat pomérné zastoupeni RNA transkriptu ve vzorku (po jeho
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reverzni transkripci). ZhorSena kvalita vstupniho materidlu miize velmi ovliviiovat
vysledek (Sanchez-Navarro et al. 2010).

1.8.8 Sekvenovani

Od objevii pani Maxama, Gilberta a Sangera je sekvenovani hybnou silou ve vyvoji
genetiky, nyni zazivajici obrovsky boom ve své masivné paralelni druhé generaci. Klasicka
kapilarni elektroforézou detekovana sekvence umoznuje zjistovat genetické zmény na
urovni jednotlivych nukleotidl s citlivosti okolo dvaceti péti procent mutované alely
(Jancik et al. 2012). Pouziva se nejCastéji pro mutacni analyzu jednotlivych genda,
amplifikovanych pomoci PCR. U druhé generace sekvenovani omezeni kapacitou pfistrojii
postupné odpadaji a hlavni bariérou ¢teni celého genomu zlstavaji Casto jen kvalita vzorku
a velka finan¢ni naro¢nost.
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2 Cile praci:

10.

11.

. Zjistit incidenci mutaci genu FH u skupiny pacientek s d€loznimi leiomyomy a

korelovat s morfologickymi a imunohistochemickymi znaky syndromu HLRCC.

Molekularn€¢ geneticky vySetfit a klasifikovat skupinu 1ézi vykazujicich
morfologické znaky Xpll translokacnich RK a korelovat tyto vysledky
s imunohistochemii.

Porovnat vlastnosti skupiny t(6,11) Alpha-TFEB translokac¢nich karcinomi mezi
agresivnim a neagresivnimi ptipady

Diferencidln¢ diagnosticky potvrdit nebo vyloucit ptislusnost skupiny morfologicky
nezvyklych RK k jednotce 1ézi s mutovanou sukcinat dehydrogenazou

Ur¢it zda leiomyomat6zni stroma je soucasti neoplastického procesu RK

Molekularné-geneticky charakterizovat nador ledvin pfipominajici atrofickou
ledvinu

Zméfit  expresi hCG mRNA u klasickych seminoml  neobsahujicich
syncitiotrofoblastické bunky

Charakterizovat pocetni chromozomalni zmény u velké skupiny chromofobnich
renalnich karcinomti a porovnat jejich variabilitu se systémem stupniovani podle
Panera

Geneticky diferencidlné diagnostikovat skupinu nadorGi obsahujici oblasti
mikroskopicky definované jako angiomyoadenomatdzni/svétlobunéény rendlni

karcinom od svétlobunécného a papilarniho renalniho karcinomu

Zjistit zda je zvySena exprese mRNA v ngjaké ze tfi vybranych angiogennich
signdlnich drah u skupiny tubulocystickych renalnich karcinomi

Molekularné geneticky charakterizovat dvé dosud nepopsané rendlni 1éze s dvoji
populaci bunék
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3 Vysledky

Vysledky dizertacni prace jsou obsazeny v nasledujicich deseti publikovanych ¢lancich (a
jednom piijatém do tisku), tykajicich se tématu prace - ,,Molekularné genetické profilovani
nadort urogenitalniho traktu®, na kterych se autor podilel.

3.1 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 praci je zkouména pouzitelnost specifické strategie cilené¢ho skriningu Zenskych
pacientd pro identifikaci syndromu dédi¢né leiomyomat6zy a karcinomu ledvin (HLRCC).
Pacienti jsou nosici zdrode¢né heterozygotni mutace v genu fumarat hydrogenazy (FH). U
nékterych z nich se v pritb¢hu zivota vyskytne agresivni nador ledvin. U Zen toto ptedchazi
nalezy symptomatickych d€loZznich leiomyomu. Tato studie byla zaméfena na zeny ve
véku do tficeti let, u kterych byl operovan leiomyom. Archivované FFPE blocky byly
analyzovany na pfitomnost mutace genu FH v kodujici sekvenci. Byly nalezeny dvé
pacientky s potvrzenymi zdrodecnymi mutacemi c.1433 1434dupAAA, p.(Lys477dup); a
c.953A>T, p.(His318Leu), které byly nasledné¢ zatazeny do programu pravidelnych
ultrazvukovych kontrol. Pfitomnost mnohocetnych leiomyomi statisticky vyznamné
korelovala s vyskytem mutace genu FH. Imunohistochemicky vzor souc¢asné negativity u
antigenu FH a pozitivity u S-(2-sukcino) cysteinu koreloval s genetickymi vysledky nasi
studie pouze v jednom piipad¢. Histomorfologické znaky, mezi které patii zvétSena
jadérka v jadrech bunék leiomyomt, jejich vlaknita cytoplazma, ptfitomnost eosinofilnich
globull a paroZi pfipominajici cévy se neukazaly jako specifické pro HLRCC asociované
leiomyomy a plné korelovaly s imunohistochemickymi a genetickymi vysledky pouze
v jednom ptipad€. Molekularné genetické testovani zlistava jedinou spolehlivou metodou
diagn6zy HLRCC. Senzitivitu a specificitu pfitomnosti mnohocetnych leiomyomua u zen
s mutaci genu FH je tteba ovéfit ve vétsi studii. Aplikovany cileny skriningovy protokol se
ukazal jako Uspésny, byly identifikovany dvé pacientky ze ¢trnacti testovanych.

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

Na renalni karcinomy spojené s Xp11.2 translokaci (TRK) se usuzuje v ptipad¢, pokud se
jedna o karcinom u mladych pacientl, pacientl, ktefi podstoupili chemoterapii a pokud
karcinom vykazuje znaky odpovidajici této entité. Z archivu SUP (&itajiciho 17500
vzorkll) bylo vybrano 20 ptipadi vykazujicich morfologické znaky ukazujici na TRK. U
deviti pfipadi byl prokdzan zlom genu 7FE3 pomoci FISH. U deviti ze zbylych jedenacti
pfipadi (7 muza a 4 Zeny ve véku 22-84 let) byl k dispozici material vhodny pro dalsi
testovani. Morfologické spektrum bylo rozmanité, Sest nadorti vykazovalo smés bunck
s eosinofilni nebo svétlou cytoplasmou a s tubuldrni, acindrni nebo papilarni architekturou.
Jeden ptipad vysokého stupné malignity se vyznacoval oblastmi s epitelidlni
vietenobunécnou a sarkomatoidni strukturou. Dalsi vykazoval tubularni, solidni a papilarni
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oblasti sjadry vietenobunétné struktury pfipominajici mucinézni tubularni a
vietenobunécny karcinom. Posledni pfipad obsahoval nesouroda hnizda velkych
epiteloidnich a histiocytéznich bunék na pozadi hustého lymfoplazmatického infiltratu.
Imunohistochemické barveni keratiny AE1/AE3 bylo difuzné pozitivni ve tfech ptipadech,
protilatka CK7 siln¢ barvila jeden nédor a dalsi slabé a ohniskové. Protilatky CD10 a Pax8
byly exprimovany u osmi pfipadi, AMACR a vimentin u sedmi, CA-IX u ¢tyfech a TFE3
a katepsin K u dvou ptipadi. U jednoho ze dvou TFE3 pozitivnich nadort byla prokazana
polyzomie chromozomu 7 a u druhého polyzomie chromozomu 17. Genetickd analyza
oblasti genu VHL byla u obou nadorti negativni a oba pfipady byly uzavieny jako
neklasifikovatelné. U tfi ze sedmi nddord negativnich na zlom genu 7FE3 byla detekovana
polyzomie chromozomul 7 nebo 17 zaroven s mutaci v genu VHL a byly diagnostikovany
jako smiSené¢ SRK/PRK. U jednoho piipadu negativniho na zlom genu TFE3 a polyzomii
chromozomtl 7 a 17 byla detekovana ztrata heterozygotnosti v chromozomalni oblasti 3p
(lokus genu VHL) a tento byl zatazen jako svétlobunéény renalni karcinom (SRK). Dalsi
TFE3 negativni ptipad s polyzomiemi chromozomu 7 a 17, ale bez detekovatelné aberace
genu VHL byl klasifikovan jako papildrni rendlni karcinom. Zbyvajici dva ptipady, u
kterych nebyla detekovéana aberace u chromozomi 7 a 17, ani u genu VHL byly uzavieny
jako neklasifikovatelné. Protoze morfologické a imunohistochemické znaky translokac¢nich
renalnich karcinomt jsou velmi rozmanité, pro piesné tfidéni do podjednotek této skupiny
je nutna molekularné-genetickd analyza zaméfend na vice parametru.

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

Rendlni karcinom spojeny s translokaci t(6;11) (TRK) se popisuje jako vzacny a vétSinou
neagresivni nador. Kritéria rozliSujici agresivni a neagresivni nadory nejsou velmi dobie
ustanovena. Do studie bylo zatazeno celkem Sest nddorid. Pét z nich se chovalo neagresivné
a jeden byl agresivniho chovani. Nadory byly analyzovany morfologicky,
imunohistochemicky a molekuldrné-geneticky. Vzorek agresivniho t(6;11) transloka¢niho
karcinomu pochazel od Zeny ve véku 77 let, kterd zemfela dva a pll mésice po stanoveni
diagndzy. Vzorky neagresivnich t(6;11) TRK pochazely od tfi Zen a dvou muzt v rozmezi
15 az 54 let véku. Sledovani pacientll probihalo u vSech ptipadi s délkou od dvou a ptl
mésice az osmi let. Velikost nadorti se pohybovala mezi tfemi az ¢trnacti centimetry u
neagresivnich, agresivni piipad méfil 12 centimetrii. Agresivni nador byl z velké casti
nekroticky. VSechny nddory byly dobfe ohranicené a vykazovaly solidni nebo alveolarni
strukturu s obCasnymi tubulami a pseudorozetami. V agresivnim nddoru byly nalezeny
ohniskové pseudopapilarni utvary ohrani¢ené bizarnimi polymorfnimi buitkami. Mitozy
byly nalezeny pouze vzacné. VSechny piipady byly pozitivni na barveni protilatkami
HMB-45, Melan-A, Katepsin K a cytokeratiny. Protilatka CD117 byla pozitivni u Ctyf z
péti neagresivnich piipadd a u primdrnich a metastatickych 1ézi agresivniho pfipadu.
Barveni protilatkou MTOR bylo pozitivni u dvou z péti a vimentinem u Ctyf z péti
neagresivnich piipadld. Vimentin byl negativni u primarni 1éze a u metastazi nalezenych v
nadledvinkach. Translokace t(6;11)(Alpha-TFEB) nebo zlom genu TFEB byl detekovan u
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agresivniho, a Ctyf z péti neagresivnich pfipadi. Agresivni pfipad 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
vyskytuji u pacienti vyssiho véku ve srovnani s jejich neagresivni variantou. Podle
histologickych kritérii tii z péti dosud publikovanych ptipadl nebyly typické pro t(6;11)
TRK. Dva z téchto t¥i piipadi postradaly malobunécnou soucast a jeden piipominal
svétlobunécny rendlni karcinom. Nekrdzy byly nalezeny pouze u agresivnich ptipadi.
Amplifikace lokusu TFEB byla nalezena pouze u nami publikovaného agresivniho
ptipadu.

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

Popisujeme devét pacientli s renalnim karcinomem (sedm muzii a dvé zeny, median véku
64 let a rozsah véki 51- 79 let), ktery obsahoval vyznamnou komponentu neoplastickych
epitelidlnich bunék s vyraznym vzhledem cytoplazmy s mikro vakuolami (pfipominajicimi
hibernom). Velikosti nadori se pohybovaly v rozsahu 1,5 - 8 cm (primeér 4,2 cm a median
4,3 cm). Zékladni struktura nadorti byla u dvou ptipadi solidné alveolarni a u sedmi
pfipadt papilarni. Jaderné skore podle Fuhrmana bylo u vSech piipadd tfi. Pomoci
imunohistochemie vykazovaly buiiky s mikro vakuolami vyrazné barveni adipophilinem a
antimitochondridlni protilatkou ve stejném cytoplazmatickém vzoru. Z pohledu
ultrastrukturdlni charakteristiky byla cytoplazma neoplastickych bun¢k plnd zvétSenych
mitochondrii, vétSinou obsahujicich vrstevnaté kristy. Mezi mitochondriemi byly
rozptylené pocetné mikrovezikuly. Mutacni analyza genu SDHB byla negativni u vSech
pfipadli. Na zdéklad¢ naSich poznatki usuzujeme, Ze mechanismem vzniku tohoto

rrrrr

dostupné data o dal§im sledovani, nebylo pozorovéano agresivni chovani téchto nadort.

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

Nekteré rendlni epitelidlni nadory jako je angiomyoadenonatéozni RK a svétlobunécny
papilarni RK obsahuji rizné vyrazné hladkosvalové stroma. Celkovée jsme identifikovali 27
ledvinnych karcinomli s vyraznou hladkosvalovou stromalni komponentou (HSK).
Vzhledem k vyuziti analyzy lokusu receptoru lidského androgenu (HUMARA) bylo mozné
dale zatfadit jen Zeny. Konefna sestava Ccitala 14 1ézi: 4 angiomyoadenomat6zni
tumory/svétlobunééné papilarni karcinomy, 5 konvencnich svétlobunéénych karcinomt, 2
konven¢ni papilarni karcinomy a3 ,ledvinné karcinomy s hojnym hladkosvalovym
stromatem®, u kterych jsme se zamé&fili na klonalitu HSK. Pomoci HUMARA jsme zjistili
polyklonalni, ,,reaktivni® plivod HSK u vSech vysetiitelnych (8/14) ptipadi. Na zéklade
morfologického charakteru ptedpoklddame, Ze non-neoplasticka HSK pravdépodobné
vychézi zbuncék hladké svaloviny zil z periferni kapsuldrni oblasti nadoru nebo
z kolagennich sept uvnitf tumorti. HSK nékdy tvoii podstatnou ¢ast rendlni nadorové
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tkan¢, kterou evidentné neni mozné ovlivnit cilenou lécbou. Lze tak castecné vysvétlit
nerovnomérnou odpoveéd’ nékterych tumort na biologickou 1é¢bu.

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

Popisujeme tii ptipady primarnich renalnich karcinoma napodobujicich atrofické ledviny
s charakteristickymi morofologickymi, imunohistochemickymi a molekularné-genetickymi
vlastnostmi. Vzorky byly vybrany ze sbirky vice nez sedmnacti tisic renalnich karcinomu
plzeniského nadorového registru. Tkané pro svételnou mikroskopii byly rutin€ zpracovany
a barveny hematoxylinem a eosinem. Nadory byly dale analyzovany pomoci
imunohistochemie, aCGH, mutac¢ni analyzy genu VHL, ztraty heterozygotnosti oblasti
chromozomu 3p a analyzy klonality pomoci lokusu receptoru lidského androgenu. Pacienti
byli dv€ Zeny a jeden muz, ve v€kovém rozmezi 29 — 35 let. Makroskopicky byly nadory
zapouzdiené a kulaté, primér nejvetsiho byl 3,5 cm. Délka dalSiho sledovani pacientt byla
v rozmezi dvou az ¢trnécti let (osm let v priméru). Nebylo pozorovano agresivni chovani
nadord. Histologicky byly nddory sloZené z eosinofilnich folikull riznych velikosti, které
byly vyplnéné eosinofilnim sekretem, podobné jako je tomu u parenchymu piibuznych
atrofickych ledvin (po zanétu ledvin). Vzacné se vyskytovaly oblasti splasklych folikult.
Kazdy folikul byl zasoben malou vldsecnici. Stroma bylo rozvolnéné, nezietelné a
ohniskové vlaknité. Byly pozorovany dva typy kalcifikaci: typicka téliska - psamomy a
amorfni tmavomodre barvena kalcifika¢ni loziska. Imunohistochemicky byly nadory silné
pozitivni na barveni cytokeratiny (OSCAR), CD10 a vimentin. Slab¢ se barvily protilatky
CAMS.2 a AE1-AE3. Protilatky WT1 a katepsin byly slabé aZz stfedné a loZiskové az
difuzné pozitivni. Nadory byly negativni na barveni protilatkami cytokeratin 20, CA-IX,
parvalbuminem, HMB45, TTF1, TFE3, chromograninem A, thyroglobulinem, PAXS8 a
ALK. Pouze DNA zpfipadu 1 byla pouzitelnd pro dalSi genetické analyzy. Nebyla
nalezena mutace genu VHL, ani hypermetylace promotoru genu VHL nebo ztrata
heterozygotnosti lokusu 3p. Komparativni genomova hybridizace neukédzala zadné
chromozomalni numerické aberace. Analyza klonality pomoci lidského androgen receptoru
prokazala klonalni ptivod nadoru. Pfedstavujeme neznamy typ nadoru ledvin, ktery ma tyto
vlastnosti:

1) pfipomina atrofickou ledvinu nebo nodularni strumu §titné zlazy

2) obsahuje leiomyomatdzni kapsule a dva druhy kalcifikaci

3) chybi mu mitdzy, atypické buniky, nekrdzy, hemoragie a téméf nevykazuje Ki-67
pozitivitu

4) dosud bylo pozorovéano benigni biologické chovani nadoru
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3.7 Choriogonadotropin positive seminoma - a clinicopathological and molecular
genetic study of 15 cases

Pritomnost syncitiotrofoblastickych bunék pozitivnich na lidsky choriovy gonadotropin
(hCG) u klasického seminomu (KS) je dobie zdokumentovana. Klasicky seminom
se znacnou hCG pozitivitou, ktery neobsahuje syncitiotrofoblastické bunky je naopak
velmi vzacny. V této studii piedstavujeme 15 takovychto ptipadl, vybranych ze 168
piipadti vedenych v plzeniském nadorovém registru. Piipady klasickych seminomu s
piimési germindlnich bunék a klasické seminomy obsahujici syncitiotrofoblastické bunky
byly vylouceny. Pro dalsi analyzy byly vybrany pfipady s uplné zapouzdienou masou
nadoru. VSech 15 piipadd bylo imunohistochemicky barveno hCG protilatkou. Pozitivni
pfipady byly dale testovany pomoci reverzni transkripce s néaslednou polymerazovou
fetézovou reakci. Byly identifikovany dvé skupiny hCG pozitivnich klasickych seminomii.
Prvni skupina obsahovala ptipady se znacnou hCG pozitivitou, potvrzenou silnou expresi
mRNA genu lidského choriového gonadotropinu (CGB). Tato skupina byla slozena
z deseti pacientl s prumérnym vékem 37,7 let a primérnou velikosti nadoru 4,96 cm. Osm
ptipadd bylo stupné pT1 a dva ptipady pT3 podle systému TNM 2009. ZvySena hladina
hCG v krvi pred operaci byla namétfena u Sesti pacientll z deseti. U dvou piipadi nebyla
hladina hCG v krvi testovana. Druhd skupina sestavala z ptipadut se silnou hCG pozitivitou
omezenou na ojedinélé buiky roztrousené po celém nadoru. Byla detekovana pouze slaba
exprese CGB mRNA. Skupinu tvofilo pét pacientli s primérnym vékem 34 let a primérnou
velikosti nadoru 4,7 cm. Ctyii piipady byly stupné pTl a jeden pT2. Primérna doba
dalSiho sledovani byla 3,1 roku. ZvySena hladina hCG v krvi pted operaci byla namétena
u jednoho pacienta. Z uvedenych vysledkli vyvozujeme, ze exprese hCG u klasickych
seminomi neni limitovana na syncitiotrofoblastické buniky. V této studii popisujeme dva
druhy imunohistochemické hCG pozitivity u klasickych seminomi: difuzni barveni u
vetSiny nadorovych bun€k a barveni ojedinélych bunck roztrousenych po celém nadoru.

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

Chromofobni rendlni karcinom (ChRK) je na genetické urovni charakterizovan
mnohocetnymi chromozomalnimi aberacemi, zejména ztratami chromozomil. Ztraty
nejCastéji zahrnuji chromozomy c¢islo 1, 2, 6, 10, 13, 17 a 21. Systém stupfiovani
karcinomil 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 vztahnout tyto poznatky k systému
stupiiovani navrZzeného Panerem. Byla vybrana skupina 37 ptipadii ChRK a roztfidéna do
peti skupin podle Panera: stupent 1 — 3, agresivni a sarkomatoidni nadory. Jako agresivni
nadory byly oznafené vSechny piipady se znamou metastatickou aktivitou, mistnim
opétovnym vyskytem, agresivnim prorustdnim do okolnich organti nebo invazivnim riistem
do ledvinové jamky (nehledé¢ na intravazaci). Sarkomatoidni nadory byly rozdélené na
epitelidlni a sarkomatoidni komponentu a molekuldrné genetické analyzy na nich byly
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provadény oddélen¢. Komparativni genomova hybridizace na ¢ipu nebo fluorescenéni in-
situ hybridizace byla provedena u 42 vzorki z 37 ptipadii. Byly detekovany mnohocetné
ztraty, ale 1 zisky chromozom. Z celkového poctu 37 vySettenych ptipadi byly nejcastéji
detekované ztraty chromozomu 1 (27x), 2 (26x), 6 (23x), 10 (26x), 13 (19x) a 17 (24x).
Daéle byla detekovana ztrata chromozomu 21 ve dvanacti piipadech. NejCastéji detekované
zisky byly detekovany u chromozomu 4 (22/37), 7 (24/37), 15 (20/37), 19 (22/37) a 20
(21/37). Klastrova analyza ukazala, ze neexistuje zadny signifikantni vztah mezi
Panerovymi stupni a vzorem chromozomalnich zmén u jednotlivych pfipadi. Z uvedenych
poznatki jsme vytvofili nasledujici zavéry. Chromofobni renalni karcinomy vykazuji
vyrazné $ir$i spektrum chromozomalnich zmén, nez bylo diive uznavano. Kromé¢ diive
popisovanych ztrat chromozomu bylo nalezeno i vyznamné procento chromozomalnich
ziskl. Tyto zisky se vyskytuji u chromozomii 4, 7, 15, 19 a 20. Nebyl prokdzan zadny
vztah mezi Panerovym systémem stupiiti a vzorem chromozomalnich zmén u ChRK.

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

Popisujeme skupinu osmi rendlnich karcinomi, které vykazovaly pfi svételné mikroskopii
vzhled angiomyoadenomatdzniho/svétlobunééného (RAT/SRK) rendlniho karcinomu o
rozsahu 5-95% ploch tkéané, které nespliovaly kritéria zatazeni do této skupiny. Vyjma
jednoho  vSechny pfipady vykazovaly histopatologické znaky konvencniho
svétlobunécného karcinomu (v rozsahu 75 -95%). V péti ptripadech ze sedmi konvenéniho
svétlobunécného vzhledu byla tato diagnéza podpofena molekularné-geneticky pritomnosti
aberace genu VHL (mutace v kdédujici oblasti a/nebo hypermetylace promotoru a/nebo
ztrata heterozygotnosti chromozomu 3p). Z dalSich dvou pfipadii se svétlobunécnou
morfologii ani jeden nador neobsahoval Zadnou aberaci genu VHL, zato chromozomy 7 a
17 byly vjednom piipadé¢ dizomické a v druhém polyzomické. Zbyvajici nador se
vyznaCoval prevazné (95%) RAT/SRK morfologii, obsahoval mutaci genu VHL a byl
polyzomicky u chromozomil 7 a 17. U péti ptipadii s histomorfologickymi a molekuldrné
genetickymi znaky svétlobunééného rendlniho karcinomu jsme detekovali vyznamnou
imunoreaktivitu s a-methylacyl-CoA racemazou u dvou piipadi a silnou diflizni
imunopozitivitu u cytokeratinu 7 u tii ptipadd. Kromé této kombinace pozitivit u a-
methylacyl-CoA racemazy a cytokeratinu 7, nic nenasvédcovalo pfitomnosti konvenéniho
papilarniho renélniho karcinomu s pfevahou bunék se svétlou cytoplazmou.

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

Pacienti s rendlnim karcinomem se obecn¢ povazuji za kandidaty pro antiangiogenni 1écbu.
Tubulocysticky renalni karcinom (TCRK) je neddvno popsana entita, kterd se miize chovat
agresivné, a odivodnéni pro antiangiogenni 1é€bu u této skupiny nadort nebylo dosud
zjisténo. U sedmi piipadli TCRK a péti kontrolnich nenddorovych tkani ze sedmi pacientl
byla provedena expresni analyza mRNA Sestnacti genl zapojenych ve tfech angiogennich
signalnich drahéach. Jednalo se o signalni drdhy zahrnujici 1) Von Hippel-Lindau tumor
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supresor/hypoxii indukované faktory (VHL/HIF), 2) receptorové tyrozin kindzy/mitogeny
aktivované protein kinazy (RTK/MAPK), 3) a drédha kindz PIK3CA/AKT/MTOR. Posledni
dvé jmenované drahy jsou Castym teréem antiangiogenich agens. Také byl zjiS§tovan
mutacni a metylacni status genu VHL a pomoci imunohistochemie byly zjiStovany hladiny
vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru A (VEGFA), hypoxii indukovanych faktora
HIF1A, EPASI, a fosforylovaného proteinu MTOR. Porovnanim vzorki néadorti a
kontrolnich nenadorovych tkani nebyla zjiSténa rozdilna exprese v téchto genech VHL,
HIFI1A, EPASI, PTEN, AKT2, AKT3, MTOR, VEGFA, KDR, HRAS, JUN, EGFR, and
FGF2. U nadorti byla zjisténa signifikantn¢ zvysend hladina mRNA genu 7P53, zatimco
hladiny mRNA gentt FLTI a FOS byly snizené. Nebyla nalezena z4dnd mutace ani
metylace promotoru genu VHL. Nebyly nalezeny zadné zmény v hladinach studovanych
proteini VEGFA, HIF1A, EPASI, ani zvySena fosforylace MTOR. Tfi studované drahy
(VHL/HIF, RTK/MAPK a PIK3CA/AKT/MTOR) se nezdaji byt aktivované u TCRK, z
¢ehoz vyplyva, Ze obecné doporuceni antiangiogennich terapii nejspiSe nema odiivodnéni.

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

Bylo publikovano pouze né¢kolik piipadii sarkomatoidnich rendlnich karcinomt se
squamoézni diferenciaci. Popisujeme dva piipady renalnich karcinomi obsahujicich dosud
nepopsanou dvoji populaci bun¢k. Vice zastoupend byla alveolarni architektura, kterd se
diferencovala do skvaméznich bunék. Zadny z nadori nevykazoval znamky sarkomatoidni
transformace. Oba nadory byly podrobeny rutinni histologické a ultrastrukturalni analyze,
imunohistochemickému barveni, aCGH, konfirma¢ni FISH a analyze ztraty
heterozygotnosti. Velikost nadori byla 3 a 4 cm, byly lokalizované uvnitt rendlniho
parenchymu a nemély zaddné spojeni s ledvinovou panvickou. Oba nadory byly tvofeny
dvoji populaci bun€k. Vétsi nddorove builky vykazovaly skvamozni znaky a tvotily dobte
ohrani¢ené¢ pevné alveolarni ostrivky, které byly vétSinou obklopené komponentou
slozenou z malych bun¢k. Skvamoézni bunky byly imunoreaktivni k cytokeratinim
(AE1/AE3, Cam 5.2, CK5/6, CK7 a CK20), epitelialnimu membranovému antigenu,
recemaze/ AMACR a CA-IX (v jednom z ptipadl ohniskové). Populace malych bunék byla
imunoreaktivni pouze k cytokeratinu CK7, epitelidlnimu membranovému antigen a
recemaze/ AMACR, kdezto CK20, AE1-3 a CA-IX byly negativni. Protilatka CD10 byla
ohniskové pozitivni ve velkych skvamdznich buiikach u jednoho piipadu. Kathepsin K, E-
kadherin a CD117 byly ohniskové pozitivni u jedné z komponent u jednoho piipadu.
Ostatni protilatky Vimentin, RCC marker, parvalbumin, uroplakin III, HMBA4S5,
synaptofyzin, chromogranin A, tyroglobulin a proteiny S100A1, p63, p53, CDX2, TFE3,
WTI, a TTF1 byly negativni. Proliferativni aktivita (MIB-1/Ki-67) byla nizka (1%) v
malobunééné komponenté obou piipadll, zatimco velké builky vykazovaly vyrazné vyssi
proliferativni  aktivitu (20-35%). Ultrastrukturdlni analyza prokéazala ptfitomnost
desmozomi a tonofilament ve velkych buiikach, potvrzujici skvamozni diferenciaci v této
subpopulaci nddorovych bunck. Komparativni genomova hybridizace jednoho
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analyzovatelného pfipadu prokdzaly ztraty celych chromozomt nebo jejich ¢asti (2, 5, 6, 9,
12, 15, 16, 17, 18 a 22) vcetn¢ bialelické ztraty lokusu genu CDKN2A. Déle byly nalezeny
zisky casti chromozomu 1, 5, 12 a 13. VSechny zmény byly potvrzeny pomoci FISH a
analyzou ztraty heterozygotnosti. Dalsi sledovani pacientli nepfineslo zadné zndmky
recidivy nebo metastaze u prvniho pacienta. U druhého pacienta byla nalezena podkozni
metastaze pii diagndze, ale béhem ndasledujiciho jednoho roku nebyly zjistény zadné
znamky recidivy nebo metastaze. Nase data naznacuji, ze dvou druhovy alveolo-
skvamoézni nador je vzacny a charakteristicky typ nadoru. Subpopulace malych a velkych
bun¢k maji prekryvajici se, ale rozdilné spektrum exprimovanych proteini. Byly zjistény
pocetné chromozomdlni aberace, nckteré zasahujici do oblasti zndmych tumor
supresorovych genti a onkogeni.
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4 Zavér

Ve vyse uvedenych pracich bylo pouzitim rGznych molekuldrné-genetickych metod
charakterizovano n¢kolik novych druhti 1€zi, rozsifeno spektrum chromozomalnich zmén u
chromofobnich RK, diferencidlné¢ diagnosticky zpiesnéna klasifikace skupin
s prekryvajicimi se morfologickymi znaky (napf. transloka¢ni RK). Casto se jednalo o
velmi ojedin€lé vzorky pochazejici z konzultaci a pro jejich analyzu nebylo mozné pouzit
zavedené vySetfovaci postupy. Proto byly provedeny nckteré modifikace analyz a
nestandartni postupy, které budou podrobnéji vysvétleny.

Jak je zifejmé z vétSiny praci, ¢ast FFPE vzorki byla vzdy vyfazena z nékterych
molekularnich analyz pro nedostatecnou kvalitu nukleovych kyselin. Pro ptekonani tohoto
trvalého problému byl zménén postup izolace DNA z manualniho kolonkového kitu firmy
Machery-Nagel na DNA mini kit na automatickém izolatoru QIAsymphony (Qiagen).
Zaroven se preSlo z deparafinizace pomoci xylenu na protokol pouzivajici proprietarni
deparafinizacni roztok. Pfi srovnavani téchto dvou metod byla u nového kitu pozorovana
uspésna amplifikace delSich useki DNA. Za kriticky krok je také povazovana hodinova
inkubace pti 90°C narusujici formaldehydem zpasobené kroslinky. Nevyhodou pro né¢které
nasledujici metody je pomérné vysoky obsah EDTA v eluénim pufru. To bylo feSeno
napiiklad u aCGH pftecisténim vzorkii pomoci kolonek a eluci do pufru bez obsahu EDTA.

Ve ttech pracich byla pouzita aCGH (provadénd komercni laboratofi), velmi intenzivné
zejména ve studii o chromofobnich RK. Kromé nedostatecné kvality DNA bylo dalsi
ptekaZzkou nedostatecné oddéleni nddorové tkané od okolni nenddorové ve vzorku.
Upravenim cut-off hodnot bylo moZné vyhodnocovat i vzorky s obsahem 25% nenadorové
tkan¢. Pro konfirmaci a u nékterych nekvalitnich vzorkl byla pouzivana metoda FISH, kde
byly stanoveny hodnoty cut-off pro kazdou sondu zvlast. V nékterych piipadech nebyla
k dispozici nenadorova tkan a byla nahrazena komeréné dostupnou kontrolou zdmérné
opacného pohlavi. Vysledny zisk chromozomu Y nebo ztrata X fungovaly jako méfitko tri-
nebo monozomie u téchto nesourodych part. Z diivodu zachovani homogenity skupiny pro
statistické zhodnoceni byly pak pohlavni chromozomy vylouceny ze sledovanych znakii.

Pro potvrzeni mnohocetnych malych chromozomalnich aberaci u ptipadu ze ¢lanku €. 11
byla pouzita nejen FISH, ale i analyza ztraty heterozygotnosti pomoci STR markerii. Diky
na miru navrzenym amplikonim byla nejmensi potvrzena deletovana oblast byla velka
zhruba 4 Mb. Pomoci FISH byla také potvrzena bialelicka ztrata v oblasti 9p21.3. Byla
pouzita smés dvou riznobarevnych sond, jedné na lokus CDKN2A4 a kontrolni
centromerické sondy na chromozom 3. Odecitdna byla pouze jadra, ktera obsahovala
alespoii jeden signal kontrolni sondy. Na zdravé tkani byla empiricky zjiS§téna hodnota cut-
off pro nulizomii.

23



Ve c¢lanku zabyvajicim se klonalitou leiomyomat6zniho stromatu byla kvili pfesnému
odliseni stromdlni a nadorové komponenty byla pouzita mikrodisekce. Vzhledem
k pracnosti mikrodisekovani a pomérné¢ malému zastoupeni stromatu ve vzorcich byl
vychozi materidl velmi omezeny. Pouzita analyza klonality pomoci lidského androgenu
AR (HUMARA), byla vybrana diky své jednoduchosti a aplikovatelnosti na degradované
FFPE vzorky. Nevyhodou je maly pocet markerd, které v urcitém procentu nejsou
informativni, coz vede k tomu, ze u nékterych vzorkl nelze urcit vysledek. Alternativou by
bylo pouziti SNP array nebo exomového (popt. celo-genomového) sekvenovani, které by
diskutovanou otazku heterogenity uvnitt nadoru, coz je jev potvrzeny napiiklad u SRK
(Gerlinger et al. 2012). Tato studie mimo jiné ukazala, Ze zhruba dv¢ tfetiny mutaci nebyly
pritomné v kazdém studovaném regionu. Z toho vyplyva, Ze jedna biopsie mize zachytit
pouze menSinu zmén, které jsou v 1ézi ptfitomné. Tento novy stupen slozitosti pfinasi
mnoho dalSich zatim nezodpovézenych otazek. Naptiklad jaky je vliv minoritnich mutaci
na celkovy fenotyp. Prozatim je tfeba mit na mysli tuto heterogenitu pii navrhovéani analyz
a vyhodnocovani jejich vysledkii. Moderni metody jako je naptiklad masivné paralelni
sekvenovani, digitadlni PCR apod. jdou nastésti cestou ,,digitalizace®, ktera umoziuje
zkoumat jednotlivé frakce diive spojitych vysledkd zvlast. S dostupnosti novych metod se
nabizeji 1 nové oblasti vyzkumu, které slibuji presnéjsi klasifikaci, hlusi poznéani
mechanism kancerogeneze a v klinické praxi pouzitelné¢ biomarkery a cile terapii, nutné
pro zlepSeni 1écby téchto malignit.
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