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Molekularni biologie nadort ledvin v klinickém vyuziti

Souhrn

Cil: Cilem prace je identifikovat mozné tkanové biomarkery ke zhodnoceni efektu
sunitinibu v léCbé metastatického svétlobunécného renalniho karcinomu.

Material a metody: Retrospektivné hodnocena studie. Ze 119 pacientu Ié€enych

v nasi nemocnici cilenou IéEbou pro metastaticky karcinom ledviny (mRCC) od 2005
do 2012 bylo 45 vhodnych k dal$i analyze. Z nich 42 (93,3%) bylo svétlobunéénych
(CCRCC), jeden papilarni (PRCC), jeden chromofébni (CHRCC) a jeden
neklasifikovany RCC. Ze skupiny mCCRCC bylo 40 Ié€eno sunitinibem, u 14
pacientu (32,6%) byl sunitinib podan po selhani Ié€by cytokiny (INF-a a IL-2), u 4
pacientt (10%) byl sunitinib druhou linii po sorafenibu. Pfi operacnim vykonu pro
primarni tumor byly odebrany vzorky tkané tumoru a zdravého parenchymu ledviny,
nasledné byly vySetfeny imunohistochemicky a semikvantitativné byla hodnocena
pfitomnost sledovanych biomarkerd: mTOR, p53, VEGF, HIF1, HIF2, CAIX.
Primérna mira exprese tkanovych markert byla hodnocena ve vztahu k odpovédi
tumoru na podavanou léc¢bu, ve skupinach pacientt bez odpovédi na lécbu
(progrese) a pacientu s odpovédi na Ié€bu (stabilni onemocnéni €i regrese tumoru),
hodnoceni pfi prvni kontrole po zahajeni 1éEby po 3 az 7 mésicich. Vysledky jsme
hodnotili pomoci Studentova T-testu.

Vysledky: Statisticky vyznamny rozdil byl v expresi v tkani tumoru oproti zdravé tkani
u skupiny bez progrese u mTOR (4% vs. 16,7%; p<0,05), p53 (4% vs. 12,7%;
p<0,05), VEGF (62,7% vs. 45%; p<0,01), CAIX (45% vs. 15,33%; p<0,01). Statisticky
vyznamny rozdil mezi tumorem a zdravou tkani byl v expresi p53 a CAIX také ve
skupiné s progresi onemocnéni (3% vs. 21,3%; p<0,05 respektive 36,3% vs. 12%;
p<0,05). V porovnani skupin pacientd s odpovédi na lIéCbu a s progresi onemocnéni
nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi testovanymi tkanémi. Statisticky
vyznamny rozdil byl také v porovnani ¢etnosti vysoké exprese znaku mezi tkani
tumoru a zdravou tkani (vice nez 60%) u VEGF (65% vs. 35%; p<0,05) a CAIX (42%
vs. 8%; p<0,01) ve skupiné bez progrese. CAIX je vyznamné vice exprimovana ve
tkani tumoru oproti zdravé tkani ve vSech skupinach.

Zaveér: Vyznamné vySSi exprese VEGF ve tkani tumoru oproti zdravé tkani ledviny
muze predikovat lepSi odpovéd na podavani sunitinibu a naopak vysoka exprese
VEGF ve zdravé tkani ledviny muze byt prediktorem horSi odpovédi na IéCbu.



Molecular biology of renal tumours in clinical use

Summary

Aim: To identify tissue biomarker that are predictive of the therapeutic effect of
sunitinib in treatment of metastatic clear cell renal cell carcinoma (MCRCC).

Material and methods: Our study included 39 patients with mCRCC; these were
selected from 119 patients who received sunitinib in our hospital between the years
2005 — 2012 according to inclusion criteria of the study. Patients were stratified into
two groups based on their response to sunitinib treatment; non-responders
(progression), and responders (stable disease, regression). The effect of treatment
was measured by comparing imaging studies performed before the initiation of
treatment, with those done between 3™ and 7" months of treatment. Histological
samples of tumour tissue and healthy renal parenchyma, acquired during surgery of
the primary tumour, were examined with immunohistochemistry to detect tissue
biomarkers (ImTOR, p53, VEGF, HIF1, HIF2, CAIX). The average levels of biomarker
expression in both, tumour tissue, as well as in healthy renal parenchyma were
compared between the two groups of patients. Results were evaluated using
Student’s T-test.

Results: When considering the results of the group of responders, statistically
significant differences in marker expression in tumour tissue versus healthy
parenchyma were found for mTOR (4% vs. 16.7%; p=0,01031), p53 (4% vs. 12,7%;
p=0,042019), VEGF (62,7% vs. 45%; p=0,019836) and CAIX (45% vs. 15,33%;
p=0,001624). A further significant difference was found in the frequency of high
expression (more than 60%) between tumour tissue and healthy parenchyma in
VEGF (65% vs. 35%; p=0,026487) and CAIX (42% vs. 8%; p=0,003328). In the
group of non-responders, a statistically significant difference was evident in p53 a
VEGF expression in tumour versus healthy tissue (3% vs. 21.3%; p=0,02824 resp.
36.3% vs. 12%; p=0,011921).

Conclusion: A significantly higher expression of VEGF in CRCC in comparison to
healthy parenchyma, can predict a better response to sunitinib. On the other hand,
the high expression of VEGF in healthy renal parenchyma can predict worse
response to treatment.



Molekularni biologie nadort ledvin v klinickém vyuziti
1 Uvod

Incidence zhoubnych nador( ledvin celosvétové narlsta. Nadory ledvin pfedstavu;ji
2,4% vsech ro¢né hlaSenych nadoru celosvétové a 3,8% v Evropé s incidenci
pfepoctenou na svétovy standard (ASR-W) 11,6 na 100 tisic a rok (data za rok 2012)
(1). V Ceské republice je véak incidence dlouhodobé& nejvyssi a dosahuje hodnoty
30,0 absolutné, v pfepoctu na svétovy standard pak 15,4, data za rok 2014 (2).
NarUst incidence je pfevazné na vrub zvySujicimu se zachytu nadoru ve stadiu |
(TTNOMO), kterych v roce 2001 bylo 29,2% ze v8ech hladenych zhoubnych nador(
ledviny a v roce 2014 jiz 54,6%. Rozdily v incidenci ostatnich stadii nejsou tak
markantni. Dlouhodobé vS§ak ¢ini incidence zhoubnych nador( ledviny stadia 1V, tedy
lokalné pokrocilych nebo metastazovanych, pfiblizné jednu pétinu (2). Zhoubné
nadory ledvin jsou onemocnénim pfevazné starSi populace s maximem incidence

v 6. az 7. dekadé Zivota. V ramci Ceské republiky je dlouhodobé nejvy$si incidence
v Plzeriském a JihoCeském kraji a na Vysociné. Mortalita u nadort ledvin dlouhodobé
klesa, v roce 2000 dosahovala 7,21 umrti na 100 tisic a rok (ASR-W), v roce 2014
pak jiz 4,8. Trendu klesajici mortality je dosazeno pfedev§im narlstem incidence
nizSich stadii nadora a také moznosti jejich efektivni chirurgické 1€Eby. Mortalita
nadorl metastazovanych je vSak dlouhodobé vysoka. V roce 2000 tak odpovidal
hodnoté 0,89 a v roce 2014 hodnoté 0,86.

Systémova IéEba metastatického karcinomu ledviny (mMRCC) v sou€asné dobé
vyuziva pfedevsim preparaty tzv. cilené terapie (angl. targeted therapy). Jedna se o
paliativni |éCbu, chirurgické odstranéni masy tumoru je dosud jedinou kurativni
moznosti. Tato moderni IéEba prodlouzi preziti bez progrese (PFS, progression-free
survival) velké Casti pacientl az dvojnasobné ve srovnani s cytokinovou terapii a
nezadouci ucinky (palmoplantarni erytrodysestézie — tzv. hand-foot syndrome,
hypertenze, unava, zvraceni atd.) jsou méné zavazné nez u cytokinoveé |éCby (,flu-
like” syndrom, kardiovaskularni obtize, neurologické symptomy, hematologicka a
hepatotoxicita), efekt na celkové preziti (OS, overall survival) neni tak vyrazny.

V obsahlych metaanalyzach probéhlych studii a pfi porovnani OS u pacientl
léCenych v éfe cytokinové |eéCby s témi leéCenych cilenymi preparaty bylo dosazeno
zlepSeni celkového preziti v Fadu mésicu, prodlouzeni OS o 1/4 az 1/3 (3)(4).

Lécba je dosud velice nakladna a mira jejiho efektu je prakticky nepfedvidatelna.
Moznost odhadnuti odpovédi na cilenou IéCbu by zlepSila a zrychlila strategii I€Cby a
v neposledni fadé by IéCbu i zlevnila. Karcinom ledviny je vSak heterogenni skupinou
jak do poctu histopatologickych typU, tak i z pohledu genetické variability v ramci
jedné histologické kategorie a dokonce i v ramci jednoho nadoru. Snaha o nalezeni
vhodného molekularniho markeru je navic ztizena i komplexnosti a provazanim
signalnich drah rlstu a angiogeneze nadorl. Neni tedy zatim k dispozici zadny
specificky biomarker, ktery by predikci umoznil. Pfesna diagnostika nadoru se

v souCasné dobé neobejde bez genetického vySetifeni a pravé genetické mapovani
tkané tumoru ziejmé bude klicem k personalizovanému pfistupu v [é€bé mRCC.



2 Hypotézy prace

Cilena léCba zasahuje do signalnich drah kontrolujicich pfevazné neoangiogenezi,
dale proliferaci a pfezivani nadorovych bunék. V pfipadé renalniho karcinomu
obecné je nejpodstatnéjsi hyperaktivita proangiogenni drahy VEGF hyperstimulované
nadbytkem HIF 1a pfi defektu VHL (genu Von Hippel-Lindau) a nedostatku pVHL
(proteinu VHL). Pro nadory ledvin je charakteristicka tkanova hypoxie pfi vyssi
spotrebé nez pfisunu kysliku. Neoangiogeneze je u karcinomu ledviny oproti jinym
solidnim nadorum vyraznéjsi (81). Pfedpokladame souvislost mezi aktivitou
signalnich drah a mirou efektu IéCby do téchto drah zasahuijici.

Stanovili jsme pfitomnost a semikvantitativné zhodnotili uroven exprese klicovych
proteinu signalnich drah VEGF/VEGFR (vaskularni endotelialni rastovy faktor/VEGF
receptor) pomoci imunohistochemie. Zaméfili jsme se na rozdilnosti mezi tkani
primarniho tumoru a zdravého parenchymu ledviny u pacienta [éCenych pro
metastaticky renalni karcinom a také jsme porovnali jednotlivé tkané mezi skupinami
pacientd, u kterych byla €i nebyla prokazana objektivni odpovéd na IéEbu nejCasté;i
pouzivanym tyrosinkinazovy inhibitorem — sunitinibem.

3 Cil

Identifikovat mozné tkarfiové biomarkery v nadorové tkani svétlobunééného renalniho
karcinomu, které by bylo mozné vyuzit k predikci efektu 1€é€by sunitinibem ve fazi
generalizovaného onemocnéni.

4 Material a metody

Stanovili jsme panel proteind, které jsou soucasti signalnich drah angiogeneze, rlstu
a pfezivani nadorovych bunék. Byly zahrnuty klicové proteiny VEGFR (vascular
endothelial growth factor receptor) signaini drahy a molekuly podstatné pro hypoxicky
metabolismus tumoru: hypoxii indukovany faktor alfa 1 (HIF-1a), hypoxii indukovany
faktor alfa 2 (HIF-2a), vaskularni endotelialni rustovy faktor (VEGF), karboanhydraza
IX (CAIX), sav€i rapamycinovy receptor (mTOR) a protein 53 (p53). Pomoci
imunohistochemického vySetfeni histologickych fezu byla stanovena aktivita téchto
proteinu jak v tkani tumoru, tak ve zdravé tkani ledviny. Vzorky tkané tumoru a
ledvinného parenchymu byly ziskany z preparatu odstranéného primarniho nadoru.
Tkané byly poté uchovany v parafinovych bloccich k dal§imu zpracovani.

Do studie bylo zahrnuto 39 pacientd s metastatickym svétlobuné&nym renalnim
karcinomem (MCCRCC). Tito byli vybrani z celkového poc&tu 119 pacientu, ktefi byl
léCeni sunitinibem v onkologickém centru nasi nemocnice pro metastaticky renalni
karcinom v letech 2005-2012. Pacienti byli selektovani podle inkluznich kritérii studie,
ktera zahrnovala jednotny histologicky typ nadoru, svétlobuné&ény renalni karcinom.
Dale dobu podavani sunitinibu alespon 3 mésice, hodnoceni efektu 1€éCby

v pravidelnych intervalech pomoci RECIST kritérii 1.1 (Response Evaluation Criteria
in Solid Tumors version 1.1) (194) a pfitomnost dostate¢ného mnozstvi uchované
tkané nadoru a zdravého parenchymu ledviny ve formé parafinovych bloc¢k

v tkanovém archivu k imunohistochemickému vySetfeni.
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Z celkového poctu 119 pacientl Ié€enych v onkologickém centru nasi nemocnice
sunitinibem pro metastaticky renalni karcinom (mRCC) pouze u 45 byly k dispozici
vzorky tkané tumoru a zdravého parenchymu ledviny. Z nich byli 3 vylou€eni pro
odlisny histologicky typ nadoru (1x papilarni RCC typ 1 dle Delahunta, 1x
chromofobni RCC, 1x neklasifikovany RCC), 1 pacient pro nedostate¢né dlouhou
dobu uzivani sunitinibu (méné nez 2 cykly) a 2 pacienti pro insuficientni data ve fazi
sledovani onemocnéni. Pacienti zafazeni do studie byli pro primarni nador operovani
mezi lety 2002 a 2012.

Ihned po operacnim vykonu standardné odebirame vzorky tkané tumoru a zdrave
tkané ledviny, které jsou nasledné hluboce zmrazeny a uchovany pro potiebu
mozného dalSiho zpracovani pfedevsim genetické analyzy. Odbér tkani, jejich
uchovavani i nasledné pouziti pro védeckou praci je legislativné oSetfeno a
schvaleno lokalni etickou komisi Fakultni nemocnice (FN) Plzen. Pacienti pfed
planovanou operaci pro nador ledviny na Urologickeé klinice FN Plzen podepisuji
informovany souhlas s vyuzitim odebranych tkani k védeckym uceltm.

V nasi studii vSak byly pouzity tkaniové bloc¢ky po fixaci tkané formaldehydem a
fixované v parafinu (FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded), ziskané v ramci
zpracovani samotného preparatu nefrektomované ledviny nebo resekovaného
tumoru pfed histopatologickym vySetfenim. Takto byly uchovany v archivu ustavu
patologické anatomie nasi nemocnice. Dostate¢né mnozstvi uchované tkané

k imunohistochemickému vySetfeni bylo jednou z podminek zafazeni do studie.

Charakteristiky pacientli zafazenych do studie shrnuje tabulka 1.

Sunitinib byl podavan peroralné v jedné denni davce 50 mg v 1.-28.

dnu Sestitydenniho cyklu. Dle tolerance |éCby Ci vyskytu vedlejSich ucinku 1éCby byly
davky individualné upraveny na 37,5mg nebo 25mg. Redukce davky nebyla

v hodnoceni efektu a délky trvani Ié€by zohlednéna, jedna se o standardizovany
léCebny rezim.

Ve 14 pfipadech (14/39; 36%) byli pacienti pfed zahajenim Ié€by sunitinibem |éCeni
imunochemoterapii (5-fluorouracil + interferon a + interleukin 2) a to alespor 1 mésic.
Ve 4 pfipadech (4/39; 10%) byl sunitinib podan ve druhé linii cilené 1éCby po
sorafenibu. Primérna doba od operac¢niho vykonu primarniho tumoru do diagnézy
metastatického postizeni byla 18,2 mésice (0,0-74,3 mésice), primérna doba od
prukazu metastatického postizeni do zahajeni Ié€by sunitinibem byla 10,2 mésice
(0,2-49,2 mésice). Prumérné trvani IéCby sunitinibem v celé skupiné bylo 15,8
mésice (3,4-57,4 mésice), ve skupiné respondéru 19,4 mésice (3,9-57,4 mésice), ve
skupiné non-respondéru pak 4,9 mésice (3,4-8,5 mésice).

Efekt I1éCby byl hodnocen porovnanim vyvoje sledovanych metastatickych Iézi
pomoci komparabilnich zobrazovacich metod (CT, RTG plic, celotélova 18-FDG
PET-CT) a hodnocen dle RECIST kritérii (Response Evaluation Criteria in Solid
Tumours) 1.1 (194). VySetieni byla provedena po 2-5 cyklech 1é¢by, primérné 4,3
mésice od zahajeni lécby (2,6-6,8 mésice). Tato byla porovnana s vySetfenim



provedenym pied |éCbou, primérny interval mezi porovnavanymi vysetienimi byl 5,4
mésice (2,7-9,1 mésice).

Progrese onemocnéni byla zaznamenana u 11 (11/39; 28,2%) pacientl. Podle
RECIST kritérii byl jako progrese onemocnéni stanoven narust souc¢tu nejdelSich
rozmérl méfenych Iézi o vice nez 20% oproti vstupnimu vysetfeni, nebo nalez
novych metastatickych lozZisek. Pacienti s progresi onemocnéni tvorili skupinu tzv.
non-respondéru na lé¢bu. V 19 (19/39; 48,7%) pfipadech byl vyvoj onemocnéni
hodnocen jako regrese loZisek, a to v pfipadé zmenseni souctu nejdelSich rozméru
loZisek 0 30% a vice, v souhlasu s RECIST. Celkem 9 ( 9/39; 23,1%) pfipadu, kdy
nedoslo ani k signifikantni progresi ani regresi loZisek, bylo hodnoceno jako stabilni
onemocnéni. Pfipady s popsanou regresi loZisek a stabilnim onemocnénim byly
zafazeny do skupiny tzv. respondért. Kompletni remise onemocnéni nebyla
zaznamenana.

Nasledné byli pacienti rozdéleni do skupin podle preziti bez progrese (PFS,
progression free survival) na skupinu s PFS kratSim nez 1 rok (PFS<1y) a PFS
delSim nez 1 rok (PFS=1y). Preziti bez progrese jsme definovali jako ¢as od zahajeni
Ié€by sunitinibem do prvniho pozorovani znamek progrese onemocnéni. Ve skupiné
PFS<1y bylo 18 pacientl (18/39; 46,2%) s PFS primérné 5,6 mésicu (od 3,4 do 9,8
mésicu). Ve skupiné PFS=1y bylo pacientt 21 (21/39; 53,8%), prumérna PFS zde
dosahovala 26,5 mésicl (od 12,2 do 56,8 mésicu).



Tabulka 1 - Charakteristiky pacientt

Parametr Pocet
Pocet pacientu celkem 39 (100%)
Pohlavi muzi 27 (69%)
zeny 12 (31%)
Vék v dobé operace (roky) 56,7 (39,6-71.1)
Vék pfi zahajeni 1éCby (roky) 59,1 (41,0-78,3)
pT 1 7
2 6
3a 14
3b 11
4 1
Fuhrmanové grade 1 13
2 21
3 2
4 3
Generalizace v dobé diagnozy N+ Ci
M+ 11 (28%)
Stadium onemocnéni v dobé I 7
diagnozy I 5
0l 15
Y 12

Tabulka 2 - Data o lIé¢bé

Cas od operace do generalizace (mé&sice)

18,2 (0,0-74,3)

Cas od generalizace do zahajeni |é¢by (mésice)

10,2 (0,2-49,2)

Pacienti pfedléCeni imunochemoterapii

14 (36%)

celkem (mésice)

15,8 (3,4-57,4)

Délka podavani sunitinibu | skupina s objektivni odpovédi

19,4 (3,9-57,4)

skupina v progresi

4,9 (3,4-8,5)
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4.1 Histologické a imunohistochemické vysSetreni

Pro potfeby histologického vySetfeni byly tkanové vzorky po odbéru fixovany

v pufrovaném 4% formaldehydu a zality do parafinovych blo¢kl. Histologické fezy o
tloustce 5 uym byly nasledné barveny hematoxylinem a eosinem. Pomoci svételné
mikroskopie byly vybrany pfiblizné stejné velké fezy jak nadoroveé tak nenadorove
tkané z kazdého vySetfovaného pripadu. Imunohistochemicka vysetfeni byla
provedena pomoci automatického obarvovace Ventana Benchmark XT (Ventana
Medical System, Inc., Tucson, AZ, USA).

K vysSetieni byly uzity nasledujici protilatky: mTOR (polyklonalni, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA, 1:50), p53 (DO-7, monoklonalni, Dako, Glostrup,
Denmark, 1: 50), VEGF (Y103, monoklonalni, ABCAM, Cambridge, UK, 1:50), HIF 1
(ESEE 122, monoklonalni, ABCAM, Cambridge, UK, 0,5: 150), HIF 2 (ep190b,
monoklonalni, ABCAM, Cambridge, UK, 1:30), karboanhydraza IX (rhCAS9,
monoklonalni, RD systems, Abingdon, GB, 1:100). Kazda série vySetfeni byla
kontrolovana pozitivnimi a negativnimi vzorky.

Stanovili jsme stupné obarveni vzorku tkani odpovidajici pfitomnosti sledovanych
markerd. Negativni nalez, pokud zadné zbarveni pfi imunohistochemickém vySetfeni
nebylo pfitomno; ojedinéla pozitivita, pokud pouze nékolik bunék tkané je jasné
pozitivni (méné nez 5%); fokalni pozitivita, kdy velké skupiny bunék nebo souvisly
okrsek tkané (do 50 %) je pozitivni v tkani jinak negativni; difuzni pozitivita, kdy

s protilatkou reaguje vétSina bunék. Intenzitu zbarveni pfi pozitivnim nalezu jsme
kvantifikovali pomérnym Cislem 1-3, kdy hodnota 3 odpovida maximalni mife
zbarveni dle porovnani s pozitivni kontrolou, tedy 100%. Cisla 1 a 2 pak pomé&rné
odpovidala mife zbarveni 33% respektive 66%. V jednotlivych skupinach pak byla
vyhodnocena primeérna pozitivita a vyjadfena procentualné.

V pfipadech pozitivity jen ojedinélych bunék byly tyto v celkovém vysledku
zanedbany a takovy vzorek hodnocen jako celkové negativni. V pfipadé stfedné silné
a silné intenzivni fokalni pozitivity, kdy mnoZstvi pozitivni tkdné sice neni ve vzorku
majoritni, ale neni zanedbatelné, jsme hodnotili takovy vzorek jako slabé celkové
pozitivni, hodnotou 1, v procentualnim vyjadieni 33%.

5 Vysledky

U vSech pacientl v souboru jsme stanovili délku pFeziti bez progrese (PFS;
progression free survival) a celkového preziti (OS; overall survival), po rozdéleni do
skupin dle efektu Ié€by hodnoceného dle RECIST kritérii jsme potvrdili delSi PFS i
OS ve skupiné respondéru (R) oproti non-respondérim (NR).

Primérné PFS ve skupiné R dosahovalo 21,4mésicl (8,5-56,8 mésicu), ve skupiné
NR (non-respondért) pak 5,4mésicu (3,4-8,5meésicl), rozdil je statisticky vyznamny,
p=0,0003218. Stejné i rozdil v celkovém preziti mezi obéma skupinami byl statisticky
vyznamny, OS ve skupiné R (respondéru) bylo 35,1 mésicl (4,6-83,4 mésice), ve
skupiné NR (non-respondéru) pak 17,0 mésicu (5,5-30,3mésicu), p=0,00187421.
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Ve skupiné R (n=26; 19 regrese, 7 stabilni onemocnéni) pfi porovnavani miry
exprese jednotlivych sledovanych markert mezi tkani tumoru a zdravym
parenchymem jsme ziskali statisticky vyznamné vysledky pro nasledujici markery.
Signifikantné nizsi exprese ve tkani tumoru oproti zdravému parenchymu byla u
MTOR a p53. Primérna pozitivita mTOR byla 4% ve tkani tumoru, ve zdravém
parenchymu pak 16,7% (p=0,01031), u p53 pak 4% v tumoru, 12,7% ve zdravé tkani
(p=0,042019). Naopak vysSi exprese v tumoru oproti zdravé tkani byla pozorovana u
VEGF (62,7% tumor, 45% zdrava tkan; p=0,019836) a u CAIX (45% tumor, 15,3%
zdrava tkan; p=0,001624). Rozdily v expresi HIF1 a HIF2 nebyly statisticky
signifikantni (p=0,66677 resp. p=0,843603)

Ve skupiné NR (n=11) byly statisticky vyznamné rozdily nalezeny u p53 a CAIX.
Exprese p53 byla v tumordzni tkani nizsi oproti zdraveé tkani (3% tumor, 21,3%
zdrava tkan; p=0,02824), u CAIX byla vSak aktivita v tumordzni tkani vyssi nez ve
zdraveé (36,3% tumor, 12% zdrava tkan; p=0,011921). U ostatnich vySetfovanych
markeru signifikantni rozdily nalezeny nebyly. Marker VEGF byl v obou druzich tkané
ve skupiné non respondéru exprimovan stejnou mérou (tumor 57,7%, zdrava tkan
57,7%, p=1,00).

Data jsme analyzovali také hodnocenim Cetnosti vysoké exprese. Hodnoty celkové
exprese markerl vy$Si nez 2+, procentualné vice nez 60%, byly uvazovany jako
celkové pozitivni nalez. Signifikantni rozdily byly nalezeny u VEGF (65% tumor, 35%
zdrava tkan, p=0,026487) a CAIX (42% tumor, 8% zdrava tkar, p=0,003328) ve
skupiné respondéra.

Nasledné jsme stratifikovali pacienty dle doby do progrese onemocnéni (progression
free survival, PFS). Median PFS celé skupiny pacientl byl 12,7 mésicl, v rozmezi od
3,4 do 56,8 mésicl. Median celkového preziti (overall survival, OS) byl 29,9 mésicl,
v rozmezi od 4,6 do 83,4 mésicu. V dobé hodnoceni vysledku bylo 15 pacientl stale
nazivu (38,5%). Tfi z nich pokraCovali v |éCbé sunitinibem. Analyzovali jsme expresi
sledovanych markert po rozdéleni do skupin PFS kratSi nez 1 rok (PFS<1 rok; n=18;
median PFS 4,9 mésice, od 3,4 do 9,8 mésicll) a PFS delSi 1 roku véetné (PFSz=1
rok; n=21; median PFS 26,7 mésicU, od 12,2 do 56,8 mésicl). V obou skupinach
byla zjevna vySSi exprese CAIX ve tkani tumoru v porovnani se zdravou tkani. Ve
skupiné PFS<1 rok, primérna exprese dosahovala 33,3% ve tkani tumoru, ve zdravé
tkani pak 9,8% (p=0,00169647). Ve skupiné pacientd PFS=1 rok pak v tumoru 50,0%
a 18,3% ve zdravé tkani (p=0,00187404). Opacné rozdily pak byly nalezeny u p53,
kde nizsi exprese byla nalezena ve tkani tumoru oproti zdravé tkani, jak ve skupiné
PFS<1 rok (5,9% tumor, 15,9% zdrava tkan; p=0,04237081), tak ve skupiné s PFS=1
rok (1,7% tumor, 13,3% zdrava tkan; p=0,0035556). Dale statisticky signifikantni
vysledky byly ziskany pro mTOR ve skupiné PFS=1 rok (1,7% tumor, 13,3% zdrava
tkan; p=0,00547403). Ve skupiné PFS<1 rok pak byl nalezen pouze statisticky trend
(5,9% tumor, 17,6% zdrava tkan; p=0,09153799).

U markeru VEGF byly vysledky po rozdéleni podle PFS srovnatelné s vysledky
v rozdéleni dle objektivniho efektu 1éCby. Signifikantni rozdil v expresi byl
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zaznamenan ve skupiné s PFS=1 rok (60% tumor, 45% zdrava tkan; p=0,04599199),
ve skupiné s PFS<1 rok vysledky nebyly vyznamné (62,8% tumor, 52,9% zdrava
tkan; p=0,12992678).

5.1 Shrnuti vysledku

Prokazali jsme vyznamneé rozdily v expresi p53 a CAIX mezi tumorozni tkani CCRCC
a zdravym parenchymem ledviny ve vSech porovnavanych skupinach. Ve vSech
skupinach byla produkce p53 v nadorové tkani potlacena a jeho pfitomnost byla

v tumoru signifikantné niz8i oproti zdravé tkani. V pfipadé CAIX byly vysledky
opacné, ve viech skupinach je exprese v tumoru signifikantné vyssi. Tyto vlastnosti
jsou pro CCRCC typickeé.

VyznamnéjSi vysledek jsme ziskali u VEGF, kde signifikantni rozdil mezi vysSi
expresi v tumordzni tkani oproti nizké expresi ve tkani zdraveé se jevi jako znak
tumorud dobfe reagujicich na IéEbu sunitinibem.

6 Diskuze

Tyto vysledky pfinaseji doplfujici informace k dosavadnim poznatkim o prediktivnich
a prognostickych biomarkerech renalniho karcinomu.

Rini et al. prokazal 60% vyskyt alteraci VHL genua u pacientll s mRCC, objektivni
odpovéd na lé€bu TKI mélo 48% z nich oproti 35% pozitivhich odpovédi u pacientt
s normalnim VHL genem. Také nalezl vysoké procento, 89,2%, alterovaného VHL
genu u sporadickych karcinomu (136). Pfitomnost nealterovaného VHL genu Ci
mutace VHL s vySSi produkci VEGF korelovalo se Spatnou prognézou a
agresivnéjSim fenotypem tumoru (137).

Hypoxii indukovany faktor a (HIF-a) je jako prediktivni marker preziti u mRCC nejisty.
Lindgren et al. v r. 2006 vztah mezi expresi HIF-1a a prezitim mRCC neprokazal
(142). Klatte et al. v r. 2007 publikoval opacné zaveéry, v souboru 141 pacientu méla
skupina s vysokou expresi HIF-1a signifikantné horSi preziti, nez pacienti s nizkou
expresi (13,5 mésicl versus 24,4 meésice) (143). LepSi odpovéd na léEbu sunitinibem
(parcialni i kompletni regrese) byla pozorovana u pacientt s vysokou expresi HIF-1a
nebo HIF-2a ve tkani tumoru, napf. objektivni odpovéd byla zaznamenana u 76 %
pacientl s vysokym stupném exprese HIF-2a a jen u 13% s nedetekovatelnym HIF-
2a (144, 145).

VEGF je dimericky glykoprotein podporujici angiogenezi tumoru. Jeho zvySena
exprese ve tkani tumoru je spojena agresivnéjsim fenotypem tumoru a signifikantné
kratSim pfezitim (148). V kombinaci se stanovenim hladin dalSich proteina
inkorporovanych do signalnich drah angiogeneze (napfiklad cyklooxygenaza 1 -
COX-1, karboanhydraza IX - CAIX apod.), mize byt VEGF vyuzit i jako prognosticky
marker onemocnéni i predikci efektu TKI zpfesnéna (151-153).

Casto jsou studovany defekty genti pro VEGF nebo VEGF receptor (VEGFR) na
podkladé polymorfismu jednotlivych nukleotidd (SNP, single-nucleotide
polymorphism). Popsany byly jednotlivé SNP se signifikantnim vztahem k PFS a OS
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u pacientl IéCenych sunitinibem, napf. VEGFA CC rs 699947, VEGFA CC
rs2010963, VEGFR3 CG rs6877011 (154), VEGFA CT rs 833061, VEGFA GC
rs2010963 (155) ¢i VEGFR3 rs307826 a VEGFR3 rs307821. Imunohistochemicky
prokazany zvySena exprese VEGFR2 pak korelovala s prodlouZzenim PFS i objektivni
odpovédi na IéCbu (157).

Karboanhydraza IX je HIF-1a regulovany transmembranovy protein regulujici
intracelularni a extracelularni pH v podminkach. U renalniho karcinomu,
lokalizovaného i metastatického, je popisovan vztah vysoké exprese CAIX

159). Nizka exprese CAIX zvlasté ve spojeni s vysokou expresi VEGF (151) a
absenci mutace VHL genu (134) ukazuje na agresivni fenotyp a Spatnou progn6zu
renalniho karcinomu. Jako prediktor efektu biologické |éCby je CAIX zfejmé jen
omezené vyuzitelna.

Signalni cesta tzv. sav€iho rapamycinového receptoru (MTOR — mammalian target of
rapamycin) reguluje buné&ny rust, pfezivani a angiogenezi. Vyraznéjsi exprese
mTOR ve vzorcich mRCC korelovala s lepSi progn6zou (166).

Je nutno v8ak uvést, Ze ve svétle sou€asnych poznatkd o vnitfni morfologii nadorové
tkané a intratumoralni heterogenité ma vysetfeni malého vzorku tkané jakoukoliv
metodikou jen omezenou vypovidajici hodnotu o vlastnostech nadoru jako celku.

7 Zaveér

Renalni karcinom vykazuje obecné vysoky maligni potencial, zatim jedinou kurativni
metodou je kompletni odstranéni nadoru z téla. Sou€asna sofistikovana systémova
|éCba je schopna inhibovat buné&né signalni drahy pfenosu informace. Od pocatku
uzivani této IéCby je snaha o nalezeni biomarker schopnych predikovat efekt 1€Cby,
nebo prognozu pacienta. Tato snaha je stejné intenzivni jako vyvoj novych léCiv a
pfesna diagnostika mapovanim nadorové tkané pomoci molekularné biologickych
metod bude zfejmé nezbytna pro pfiblizeni se konceptu personalizované mediciny

v |éCbé metastatického renalniho karcinomu. Nase vysledky mohou pfispét

k porozuméni chovani renalniho karcinomu a doplnuji informace k problematice
nadorovych biomarkera. Zatim vSak tyto postupy nelze k vlastni indikaci Ié€by pouzit
a je tfeba dalSich studii a prohloubeni znalosti k praktickému vyuziti biomarkert

v predikci efektu cilené 1éEby mRCC.
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lvan Travnicek, Jan Kastner, Milan Hora, Ondrej Hes
61. vyrocni konference Ceske Urologické Spolecnosti JEP
21.-23.10.2015, Olomouc, Ceska Republika

Tissue biomarkers in predicting response to sunitinib treatment of metastatic renal
cell carcinoma
nekomentovany poster

Ivan Travnicek, Jindfich BranZzovsky, Kristyna Kalusova, Tomas Pitra, Ondfej Hes,
Lubo$ Holubec, Jifi Polivka jr., Kevin Bauleth Pele, Tomas Urge, Milan Hora

35th Congress of the Societe Internationale d'Urologie (SIU)
15.-18.10.2015, Melbourne, Australie

Treatment of metastatic renal cell carcinoma

vyzvana pfednaska

Ivan Travnicek

15th Central European Meeting of European Association of Urology
2.-4.10. 2015, Budapest, Madarsko

3T - Magnetic resonance in staging of penile cancer

komentovany poster

Ivan Travnicek, Jan Kastner, Milan Hora, Ondfej Hes

15th Central European Meeting of European Association of Urology
2.-4.10. 2015, Budapest, Madarsko

Laparoscopic adrenalectomy for metachronous ipsilateral metastasis following
nephrectomy for renal cell carcinoma
komentovany poster

lvan Travnicek, Petr Stransky, Milan Hora, Toma$ Urge, Olga DolejSova,
Kristyna Kalusova, Michal Kréma, Ondfej Hes

14 th Central European Meeting of European Association of Urology
10.-12.10. 2014, Krakov, Polsko

Laparoscopic adrenalectomy for metachronous ipsilateral metastasis following
nephrectomy for renal cell carcinoma
komentovany poster

lvan Travnicek, Petr Stransky, Milan Hora, Tomas Urge, Olga DolejSova,
Kristyna Kalusova, Michal Kréma, Ondfej Hes

World Congress of Endourology
3.-7.9.2014, Taipei, Taiwan

Vyuziti 18FDG PET-CT k detekci metastatického postizeni lymfatickych uzlin u
karcinomu penisu
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komentovany poster
Travniéek |., Hora M., Ferda J., Hes O., Stransky P., Sobrova A., B&hounek P.

59. vyroéni konference Ceské Urologické Spolecnosti JEP
30.10.-1.11.2013, Karlovy Vary, Ceska republika

Vybrané molekularni markery tkané tumoru a moznosti jejich vyuziti v predikci
ucinnosti systémove 1éEby metastatického karcinomu ledviny
komentovany poster

TravniCek |., Hora M., Stransky P., Hes O., Branzovsky J., L. Holubec

59. vyroéni konference Ceské Urologické Spolecnosti JEP
30.10.-1.11.2013, Karlovy Vary, Ceska republika

Selected molecular markers of tumour tissue and their use in predicting the efficacy
of targeted therapy of metastatic renal cell carcinoma
komentovany poster

TravnicCek |., Hora M., Stransky P., Hes O., BranZzovsky J., L. Holubec
13th Central European Meeting of European Association of Urology
4.-6.10.2013, Praha, Ceska republika

Use of 18FDG PET-CT in detection of lymph node involvement in penile cancer
komentovany poster

Travnigek |., Hora M., Ferda J., Hes O., Stransky P., Sobrova A., B&hounek P.
13th Central European Meeting of European Association of Urology
4.-6.10.2013, Praha, Ceska republika

Preoperative Assessment of the Vascular Supply in Renal Tumours by Three Tesla
MRI Biphasic Angiography

komentovany poster

Travnicek I., Hora M.

12th Central European Meeting of European Association of Urology
12-13.10.2012, Drazdany, Némecko

33



