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Souhrn

Rendlni karcinom tvoii pfiblizné 3% zhoubnych nador( dospélé populace a z urologickych ma-
lignit dosahuje nejvy3si letality. Vyzkum v oblastech vzniku a vyvoje rendlniho karcinomu vedl|
k identifikaci klicovych signalnich drah a nasledné i cilené protinadorové 1é¢by prodluzujici ¢as
do progrese onemocnéni, pripadné i celkové preziti Ié¢enych pacientd. Mikrocipové technologie
patii v soucasnosti mezi nejefektivnéjsi metody studia genové exprese. Pomoci jednoho ¢ipu
Ize paralelné detekovat expresi az desitek tisic gen(, a vyrazné tak urychlit vyzkum studovanych
biologickych modeld. K nejcastéji pouzivanym mikrociplm patfi DNA cipy analyzujici expresi
mediatorové RNA (mRNA), nové se zacinaji uplatriovat mikrocipové platformy detekujici kratké
nekddujici RNA (mikroRNA), tzv. mikroRNA ¢ipy. MikroRNA post-transkripcné reguluji genovou
expresi, a tak zasadnim zplGsobem ovliviuji vlastnosti buriky. Ve vyzkumu rendlniho karcinomu
byly za poslednich pét let vyuzity mikroc¢ipové technologie ve vice nez dvaceti studiich. Tyto
préce popisovaly schopnost mikrocipl odlisit nddorovou tkan od normélniho renélniho paren-
chymu, klasifikovat zhoubné novotvary ledviny podle histologickych podtypu, identifikovat ge-
nové profily predikujici metastazovani renédlniho karcinomu a determinujici prognézu jednotli-
vych pacientd. Cilem tohoto piehledu je shrnout vysledky z dosud provedenych mikrocipovych
studii u rendIniho karcinomu a prezentovat jejich potencialni uplatnitelnost v diagnostickych
a lé¢ebnych postupech.
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DNA A MIKRORNA CIPOVE TECHNOLOGIE V DIAGNOSTICE A PREDIKCI U PACIENTU S RENALNIM KARCINOMEM

Summary

Renal cell carcinoma accounts for approximately 3% of adult cancers and has the highest lethality of urological malignancies. Research focusing
on carcinogenesis and development of renal cell carcinoma has led to the identification of the key signalling pathways and consequently targeted
cancer therapy which improves time to progression or overall survival of renal cell carcinoma patients. Today, microarray technologies are some
of the most efficient methods used in gene expression studies. Through one microarray experiment we can simultaneously determine the expres-
sion of thousands of genes, thus facilitating research of examined biological models. The most frequently used of the microarray technologies
are DNA microarrays enabling global analysis of the mRNA (messenger RNA) expression, while recently, microarray platforms modified to detect
short non-coding RNAs (microRNAs) have been employed (microRNA microarrays). MicroRNAs significantly affect the behaviour of tumour cells by
post-transcriptional regulation of the gene expression. In the research into renal cell carcinoma, microarray technologies have been applied in more
than twenty studies over the past five years. These papers describe the potential of microarrays to distinguish tumour tissue from normal renal
parenchyma, to classify renal cell carcinomas according to histological subtypes, to identify expression profiles predicting metastasizing in primary
renal tumours, and to determine the prognosis of particular renal cell carcinoma patients. The aim of this review is to summarize the results from

microarray studies of renal cell carcinoma realized to date and to present their potential usage in diagnostic and therapeutic protocols.

Key words

renal cell carcinoma — DNA microarrays — microRNA microarrays — prognosis — prediction

Uvod

Pfestoze zhoubné novotvary (ZN) ledvin
predstavuji u dospélych pfiblizné pouze
3% ze vSech nové diagnostikovanych ma-
lignich nadord, jejich incidence nardsta
nepretrzité od 70. let minulého stoleti. Ve
srovnani s vyskytem ZN ledviny s ostat-
nimi zemémi svéta se Ceska republika
v roce 2002 zafadila na prvni misto. Ro¢ni
incidence a mortalita ZN ledviny v Ceské
republice v poslednich letech opakované
prekrocila 2 800, resp. 1 200 pfipadd, coz
predstavuje incidenci pfiblizné 28 a mor-
talitu 12 pfipadd na 100 000 obyvatel
[1]. V celkové incidenci ZN ledvin pfe-
vazuji v CR muzi nad zenami v poméru
1,5-1,7 : 1, u renalniho karcinomu muze
byt rozdil je$té vyraznéjsi (az 2: 1).

V ledvinach se mohou vyskytnout na-
dory rGzné histogeneze. Priblizné 85 %
tvori karcinomy vychazejici z epitelu
v oblasti parenchymu ledviny, cca po 5%
predstavuji urotelidIni karcinomy z epi-
telu ledvinné panvi¢ky a embryonalni
nadory, zbyvajici ¢ast pfipada na sar-
komy, lymfomy a nékteré daldi vzacné
podjednotky. Z karcinom( jednozna¢né
pfevazuje rendlni karcinom ze svétlych
bunék (80% karcinom), vychazejici
z bunék proximalnich tubull (clear cell
carcinoma - cRCC). Z proximalnich tu-
bulli vznika i papilarni rendini karcinom
(pRCC) (10% karcinomu), z distalnich tu-
buld vychézi chromofobni rendlni karci-
nom (chRCC) (5% karcinom(). Vzacné
se vyskytuje karcinom ze sbérnych ka-
nalkd (tzv. onkocytom) a medulérni kar-
cinom (tzv. Ductus Bellini karcinom) [2].

Zakladnim prognostickym ukazatelem
stale zUstédva rozsah onemocnéni defi-
novany TNM klasifikaci. V pfipadé karci-
nom{ omezenych pouze na vlastni led-
vinu, nepresahujicich 7cm, dosahuje
pétiletého preziti az 90 % pacient(, u vét-
Sich nadord cca 60% pacientd, pii posti-
Zeni uzlin ¢i invaze do okolnich velkych Zil
maximalné 40 % a pfi metastatickém roz-
sevu piiblizné 5% pacientd [3-4]. K vy-
hledani pacientd se $patnou progndzou
Ize rovnéz pouzit nékolik kombinova-
nych klinickopatologickych skérovacich
systému, napf. Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center kritéria (www.mskcc.org)
nebo nomogramy University of Montreal
(www.umontreal.ca).

Zakladni lé¢ebnou modalitou je chi-
rurgie, ktera jako jedind ma kurativni po-
tencidl, v pfipadé inoperabilniho a dise-
minovaného onemocnéni na vyznamu
nabyvaji systémova imunoterapie, cy-
tostatickd lé¢ba a radioterapie. Rendlni
karcinom je nicméné vysoce radio- a che-
morezistentni onemocnéni a podobné
i v pfipadé imunoterapie neprekracuje
pocet |é¢ebnych odpovédi 20 %. Z tohoto
ddvodu neni adjuvantni lé¢ba dosud
standardnim postupem [3-4]. V paliativ-
nim pfistupu se az do soucasnosti uplat-
novala pouze imunoterapie zalozend na
aplikaci interferonu-alfa a/nebo interleu-
kinu-2. V poslednich letech doslo k vy-
raznému rozsifeni terapeutickych moz-
nosti diky rozvoji cilené terapie pUsobici
na urovni signalnich drah angiogeneze,
bunécné proliferace a apoptézy. V kli-
nické praxi jsou v soucasnosti pouzivany

predevsim nizkomolekuldrni inhibitory
tyrozinkinaz sunitinib, sorafenib a tem-
sirolimus a monoklonalni protilatka be-
vacizumab zamérena proti vaskularnimu
endotelidlnimu faktoru (VEGF) [5-7].
Do popredi zdjmu se dostavaji také mo-
derni imunoterapeutické postupy zalo-
Zené na aktivnim ovliviiovani imunitniho
systému, predevsim cestou protinadoro-
vych vakcin na bazi dendritickych bunék
[8]. Vyvoj vétsiny novych preparatl ur-
¢enych pro tzv. cilenou terapii (targeted
therapy) by oviem nebyl mozny bez sou-
¢asného rozvoje genomickych metod
umozniujicich komplexni pohled na mo-
lekularni podstatu karcinogeneze. Mo-
derni genomické pfistupy zaloZzené na
mikrocipovych technologiich byly v po-
slednich letech opakované vyuzity rov-
néz ve vyzkumu rendlniho karcinomu.
Publikované prace popisuji schopnost
mikrocipu odlisit nadorovou tkén od nor-
malniho renélniho parenchymu, klasifi-
kovat zhoubné novotvary ledviny podle
histologickych podtypd, identifikovat ge-
nové profily predikujici metastazovani re-
nalniho karcinomu a determinujici pro-
gnézu jednotlivych pacientd [9-10].
Cilem tohoto pfehledu je shrnout vy-
sledky z dosud provedenych mikrocipo-
vych studii u rendlniho karcinomu a pre-
zentovat jejich potencidlni uplatnitelnost
v diagnostickych a lIécebnych postupech.

DNA a mikroRNA cipové
technologie

Technologie DNA ¢ipt (DNA microarrays)
umoznuje ve velmi kratkém case para-
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lelné monitorovat expresi tisicd gend,
pfipadné cely lidsky genom na urovni
RNA (tedy transkriptom) [11-13]. DNA
Cipy lze definovat jako miniaturizované
zafizeni nesouci na svém povrchu imobi-
lizované fragmenty nukleovych kyselin,
oznacované jako sondy, v pfesné daném
usporadani. Tyto fragmenty jsou sek-
vencéné odvozeny tak, aby mohly speci-
ficky hybridizovat s volnymi molekulami
nukleovych kyselin izolovanymi z analy-
zovaného vzorku, ktery je predem fluo-
rescencné oznacen za Ucelem posthybri-
diza¢ni detekce [11]. Signal generovany
ohrani¢enym polem odpovidajicim dané
sondé pak odrazi hladinu exprese mRNA
daného genu v analyzovaném vzorku.
Po detekci, denzitometrické kvantifikaci
a normalizaci intenzit signdlu pomoci
specializovaného softwaru je vytvoren
tzv. profil genové exprese analyzova-
ného vzorku, ktery je pak mozné srovna-
vat s expresnimi profily dalsich vzorka.
Diky vyraznym alteracim v expresnich
profilech nddorové buriky je idedlni apli-
kaci pro tuto technologii pravé onko-
logicky vyzkum. Kli¢ovou studii z hle-
diska onkologické prognostiky provedli
van't Veerova et al [14], ktefi analyzovali
profily genové exprese primarnich na-
dor( pacientek s karcinomem prsu a po-
moci exprese 70 genu byli schopni pre-
dikovat vznik metastaz s 89% presnosti
[14]. Ve srovnani s dosud klinicky pou-
zivanymi prognostickymi ukazateli se
jedna o velmi ptesny odhad relapsu one-
mocnéni, ktery, pokud by byl potvrzen,
by znamenal moznost vyraznéjsi indivi-
dualizace protinadorové léeby. Rada pa-
cientek s karcinomem omezenym pouze
na oblast prsu a s nizkym rizikem relapsu
onemocnéni by tak nemusela vibec
podstupovat adjuvantni chemoterapii.
K validaci prediktivniho potencialu zmi-
néného 70genového profilu byla ote-
viena klinicka studie MINDACT (Microar-
ray In Node negative Disease may Avoid
ChemoTherapy). Probihd v siti 40 vy-
zkumnych pracovist z 21 zemi s celkovym
rozpoctem pfriblizné 20 mil. eur a oce-
kava se, ze do ni bude zafazeno pfiblizné
5 000 pacientek [15]. K ziskani dalSich in-
formaci o pouziti DNA cipu v oblasti on-
kologického vyzkumu odkazujeme cte-
nafe na jiz publikované prehledové prace
[12-13].

Nejnovéjsim z molekularnébiologic-
kych ptistupl charakterizace nador( je
jejich studium pomoci profilll exprese
mikroRNA (miRNA). MiRNA jsou posledni
z dosud objevenych ribonukleovych ky-
selin (RNA). Jedna se o nekédujici jedno-
fetézcové RNA o délce 18-25 nukleotidq,
jejichz hlavni funkci je regulace genové
exprese na urovni medidtorové RNA
(mRNA) [16]. V zavislosti na mife kom-
plementarity s cilovou mRNA vyuzivaji
miRNA dva rozdilné mechanizmy post-
transkripéni regulace genové exprese,
které vedou bud' ptimo k degradaci ci-
lové mRNA, nebo k represi jeji translace
a nasledné k poklesu hladin jejiho protei-
nového produktu. Dle bioinformatickych
modell jsou miRNA schopny regulovat
az jednu tretinu lidskych gen(, v¢etné
vyznamnych onkogent ¢i nddorovych
supresorl. Geny regulované pomoci
miRNA se uplatnuji jak v iniciadlnich fa-
zich procesu karcinogeneze, tak i v regu-
laci nddorové invazivity a metastazovani.
Kromé toho se ucastni i fady dalSich pro-
cesU, napf. [ékové rezistence [17-19]. Za-
jimava je rovnéz skutec¢nost, ze pfiblizné
50% miRNA genl se nachazi na fragil-
nich ¢astech chromozomd, jejichzZ ztrata
nebo amplifikace je ¢asto detekovana
u nadorovych onemocnéni. Z tohoto
pohledu jsou i nekédujici miRNA nosi-
telkami dulezité genetické informace,
jejiz regulace je narusena, nebo dochazi
k jeji ztraté v pribéhu naddorové transfor-
mace. Analyza expresnich profili miRNA
je proto stéle castéji vyuzivana pro ucely
molekuldrni charakterizace nadorovych
onemocnéni, analogicky se studiemi za-
loZzenymi na DNA ¢ipech a profilovéani ké-
dujicich transkript(.

Expresni Cipové technologie

a renalni karcinom

V poslednich osmi letech bylo publiko-
vano pres dvacet studii, ve kterych bylo
ve vyzkumu rendlniho karcinomu vyuzito
DNA ¢cipovych technologii. Tyto studie
byly vétsinou zaméreny na charakterizaci
profilu genové exprese renalniho karci-
nomu a jejich vystupem byla vétsinou
sada gend, jejichZ exprese se vyznamné
lisila mezi nadorovou tkani a normalnim
parenchymem ledviny. Timto zpUsobem
byly identifikovany stovky novych gend,
potencialnich markerd renalni karcino-

geneze. Bohuzel mikrocipové analyzy je
vzdy nutné podrobovat kritickému po-
hledu, nebot jak je pfi podobnych experi-
mentech obvyklé, sady genll nalezenych
jednotlivymi autory se vzajemné znaéné
li3i. Tato skute¢nost mlze byt zplsobena
zejména nizkym poctem analyzovanych
vzork(, nedostate¢né homogennimi sou-
bory pacientd, rozdilnymi limity pro kva-
litu izolované RNA, pouzitim riznych ci-
povych platforem (cDNA cipy - Agilent,
oligonukleotidové ¢ipy - Affymetrix, ku-
lickové cipy — lllumina, Real-Time PCR
Cipy — Applied Biosystems) a stejné tak
variabilitou statistickych metod a rlz-
nymi kritérii statistické vyznamnosti
[20-22].

Pfes véechny tyto limitace existuji geny,
které byly opakované identifikovany ve
vice studiich. Pfiklady genli nadmérné
exprimovanych v rendIni nddorové tkani
jsou VEFG, endotelin 1, glukdzovy pfe-
nase¢ GLUT9, IGF-vazajici protein 3 v na-
dorech typu cRCC, alfa-metyl-CoA race-
maza u pRCC nebo KIT (CD117) u chrRCC
[10]. Tyto geny se podileji zejména na re-
gulaci buné¢ného metabolizmu, angio-
tak spektrum jiz dfive popsanych gene-
tickych abnormalit u RCC (napf. mutace
genu von Hippel-Lindau, onkogenu MET
a receptoru pro epidermalni rdstovy fak-
tor /EGFR/) [23-24]. Podobné jako v pfi-
padé karcinomu prsu uvedeném vyse
byly i u RCC zjistény specifické skupiny
genl (genové profily), jejichz vzajemna
exprese je spojena s prognézou onemoc-
néni. Tyto profily maji potencial pro uziti
v diagnostice a lé¢bé pacientli s RCC. Za
timto ucelem vsak bude nutné provést
jejich validace formou klinickych studii.

Velice slibné jsou vysledky praci zamé-
fenych na profilovani exprese mikroRNA
u pacientd s RCC. Zatimco k jednoznac¢-
nému odliseni renalniho karcinomu od
rendlni nenadorové tkdné jsou zapotiebi
skupiny citajici desitky geni (mRNA), na
urovni miRNA je tento pocet vyznamné
nizsi, nebot jedna miRNA muze regula-
tovat desitky az stovky cilovych mRNA.
To dokazuje i prace némeckych autor(,
ktefi na zakladé kombinace pouze dvou
miRNA, miR-141 a miR-155, byli schopni
spravné identifikovat 97 % testovanych
vzorkd RCC mezi vzorky normalni rendlni
tkané [25].
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Profily genové exprese rendlniho
karcinomu a nenadorové tkané:

Lze diagnostikovat renalni karcinom
pomoci c¢ipové technologie?
Technologie DNA ¢ip0 byla nejcastéji po-
uzita ke srovnavani profill genové ex-
prese cRCC a nenadorové rendlni tkané
(NRT). Cilem téchto studii je bezchybné
identifikovat rendlni karcinom na mo-
lekularni Urovni a zéroven rozsifit nase
znalosti o molekularnébiologické po-
vaze tohoto klinicky heterogenniho né-
dorového onemocnéni. Dosud nalezené
geny je mozné rozdélit do skupin na za-
kladé jejich biologické funkce. Pfikladem
je prace Boerové et al [26], ktefi pouzili
c¢DNA (cipy k analyze biologického ma-
teridlu z 32 primarnich tumord a 5 me-
tastaz RCC a identifikovali 1 738 genl
rozdilné exprimovanych ve srovnani
s nenadorovou tkani parenchymu led-
viny. Geny zapojené do bunéc¢né ad-
heze, metabolizmu nukleovych kyselin
a nukleotidli byly u RCC zvysené expri-
movany, zatimco hladiny genud spojené
s iontovou homeostazou, transportem
elektronl a metabolizmem kysliku vyka-
zovaly snizenou expresi. S podobnym de-
signem bylo provedeno nékolik dalsich
studii [27-32]. Na souboru 18 RCC a je-
jich paralelni nenadorové tkani provedli
analyzu expresnich profild pomoci ¢ipl
Affymetrix Lenburg et al [33] a identifiko-
vali 1 234 rozdilné exprimovanych gen.
Svoje pozorovani rozsifili o metaanalyzu
publikovanych studii, ve které zjistili, ze
800 jimi identifikovanych genud nebylo
nalezeno v zadné z predchozich studii,
kdeZto pouze 37 genu bylo jiz dfive iden-
tifikovdno minimalné ve tfech studiich.
Tyto geny byly spojeny s biologickymi
procesy, jako je hypoxie, angiogeneze,
apoptdza, odpovéd na interferon a lé-
kova rezistence [33].V podobné studii Jo-
nese et al [34] bylo mezi vzorky 32 cRCC
a 23 normalnich parenchymu ledviny na-
lezeno 1 359 genl se zvysenou a 493 se
snizenou expresi u RCC. Stejné tak i Jones
byl schopen rozdélit identifikované geny
do nékolika hlavnich skupin na zdkladé
jejich biologické funkce: angiogeneze
(napf. VEGF, angiopoietin-like 4 a 2, bFGF,
ECGF1, endotelin 1, TGF-beta 1 a 2), in-
vazivita/migrace/adheze (napf. MMP14,
CXCR1, CXCR4), tyrozinkindzové recep-
tory (napf. FLT1, AXL, EGFR). Mezi touto

genovou sadou a sadami publikovanymi
Lenburgem et al [33] existoval vyznamny
prekryv, prestoze byly pouzity rozdilné
DNA cipové platformy a rozdilné bio-
informatické algoritmy. Stejny tym stu-
doval také rizné podtypy RCC (pRCC,
chrRCC a onkocytomy) a nadory ledvinné
panvicky, pficemz profily genové exprese
rozdélily tyto nddory do skupin v souladu
s jejich histopatologickymi fenotypy [33].
Prekvapivé existuje sada 31 gend, kterd
vykazuje zvySenou expresi napfi¢ viemi
podtypy RCC i jinymi ndrody ledvin. Tato
sada genl v sobé zahrnuje geny se zna-
mou funkci v nddorové biologii: trans-
formuijici rlstovy faktor 2 (TGF-B2), dis-
integrin a metaloproteinaza 12 (MMP12)
a proteinkindza C§, naznacujici vyznam
téchto béZznych biologickych mecha-
nizmU napfi¢ vsemi typy rendlnich na-
dor@. Deregulace signélni drahy TGF-(3
byla jiz dfive asociovana s kanceroge-
nezi a progresi RCC [35]. Disintegrin
a MMP12 byly zase Uspésné studovany
v souvislosti s prognézou RCC [36]. V pri-
padé mikroRNA bylo provedeno rov-
néz nékolik studii zamérenych na po-
rovnani exprese miRNA mezi renalnimi
karcinomy a normalnim parenchymem
ledviny. Gottardo et al [37] identifikovali
sadu ¢tyf miRNA se signifikantné zvyse-
nou expresi (miR-28, miR-185, miR-27,
and let-7f-2) v tkani renalniho karcinomu
oproti kontrolnim vzorkdim tkané zdravé
ledviny. V dalsi praci pouzivajici miRNA
¢ipy nesouci sondy pro 470 miRNA, Na-
kada et al [38] pozorovali u RCC snizené
hladiny miR-141 a miR-200c, které vali-
dovali metodou Real-Time PCR, a jako
cile regulované témito miRNA potvr-
dili ZFHX1B a E-kadherin. Jung et al [25]
na souboru 12 parovych biopsii cRCC
a normalni rendlni tkané stanovili spe-
cificky miRNA profil cRCC, charakterizo-
vany zvysenou expresi miR-16, miR-452%,
miR-224, miR-155 a miR-210 a snizenim
exprese miR-200b, miR-363, miR-429,
miR-200c, miR-514 miR-141. Zmény hla-
din exprese uvedenych miRNA byly va-
lidovany metodou Real-Time PCR na
souboru 72 parovych biopsii cRCC a nor-
malni renalni tkané. Na tomto testova-
cim souboru bylo mozné odlisit cRCC
od zdravé tkané pouze na zakladé ex-
prese miR-141 miR-155, a to s 98% pres-
nosti [25]. V praci kanadského tymu se

podafilo u cRCC identifikovat 33 dere-
gulovanych miRNA, z nichz 21 bylo zvy-
Seno (napf. miR-21, miR-210, miR-106a,
miR-106b, miR-15a) a 12 snizeno (napf.
miR-200¢, miR-200b, miR-720, miR-150)
ve srovnani se zdravou tkani [39]. Na-
pfi¢ vdemi prezentovanymi studiemi bylo
pozorovano snizeni exprese miR-200c,
velice frekventné také snizeni exprese
miR-141, a naopak narlst exprese
miR-210. V3echna vyse uvedena pozoro-
vani potvrzuji, ze miRNA hraji vyznam-
nou roli v kancerogenezi RCC a je tfeba
je brat v uvahu v ramci komplexniho
vniméani molekuldrni patologie tohoto
onemocnéni.

Molekularni klasifikace renalniho
karcinomu: Lze pomoci mikrocipt
urdit, o jaky podtyp renalniho
karcinomu se jedna?

Diagnostika a klasifikace nadorovych
onemocnéni na molekularni drovni je
v soucasnosti nezbytnym predpokla-
dem ke spravné |é¢bé jiz u fady diagnéz
(napft. karcinom prsu, kolorektalni kar-
cinom, difuzni velkobuné¢ny lymfom).
V pfipadé rendlniho karcinomu existuje
nékolik histologickych podjednotek (po-
drobné viz ivod), ale podobné jako u ji-
nych nadorl se ukazuje, Ze i pfes stejny
morfologicky zéklad (v daném pfipadé
rendlni tubularni epitel) dochazi u jed-
notlivych podjednotek v pribéhu karci-
nogeneze k fadé odlisnych genetickych
alteraci.

Pomoci DNA ¢ip0 bylo zjisténo, Ze mor-
fologicka diverzita RCC mé vyznamné ko-
relaty v profilech genové exprese. Napf.
Schuetz et al [30] popsali specifické ex-
presni profily ve vztahu k jednotlivym his-
tologickym podtyplm RCC. Jak svétlobu-
nécny (cRCCQ), tak papilarni (pRCC) rendini
karcinom vykazovaly profil genové ex-
prese charakteristicky pro proximalni ne-
fron, zatimco u chromofobniho renélniho
karcinomu (chrRCC) a onkocytomu byly
nadmérné exprimovany predevsim geny
typické pro distalni nefron [30]. Sultmann
et al [40] jednoznacné prokazali rozdil-
nost expresnich profili cRCC a chrRCC ve
studii s 87 RCC a 25 vzorky normalniho
renalniho parenchymu. Ve své praci navic
pouzili DNA ¢ipy specificky konstruo-
vané pro vyzkum zhoubnych nador(
ledvin. Tyto ¢ipy nesly na svém povrchu
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Srovnani rozdilné exprimovanych gent u podtypt RCC

cRCC

1957

chrRCC

587

Obr. 1. Mnozinovy diagram zndazornujici souvislost jednotlivych histologickych pod-
typd RCC (cRCC - svétlobunécny rendlni karcinom, pRCC - papilarni rendlni karcinom,
chrRCC - chromofobni renalni karcinom) na trovni profilG genové exprese. Cisla udavaji
pocty genl se signifikantné rozdilnou expresi. Upraveno podle Jonese et al [9].

sondy 4 207 gen0 asociovanych s rendlni
tkani. Jones et al [34] stanovili pro kazdy
z péti studovanych histologickych pod-
typl RCC genovy profil ¢itajici 30 gend.
Pouzitim celé sestavy 150 gen0 byli na-
sledné schopni zpétné identifikovat jed-
notlivé podtypy RCC se 100% presnosti.
Tato skupina genl, jejichz seznam je sou-
¢asti oddilu ,Supplementary data” au-
torovy prace (http://www.bidmegeno-
mics.org/KidneyCancer/index.html), byla
Uspésné validovana nezavislou laboratofi
na rozdilném souboru pacientd pfi pou-
ziti odlisné cipové technologie [40]. Roz-
dilnost a priniky expresnich profild jed-
notlivych histologickych podtypl RCC
demonstruje mnozinovy diagram (obr. 1)
vytvoreny na zdkladé dat ziskanych Jone-
sem et al [34]. Rovnéz na urovni miRNA
byly identifikovany expresni profily
specifické pro jednotlivé histologické
podtypy RCC [41]. Konkrétné exprese
miR-423 a miR-203 byla signifikantné zvy-
$ena u cRCC ve srovnani s pRCC. Naproti
tomu u onkocytomu byla miR-203 sni-
Zena ve srovnani s chrRCC [41].

V pfipadé renalniho karcinomu je po-
zoruhodné, Ze pfes klinicky heterogenni
onemocnéni, a to i uvniti jednotlivych
histologickych podjednotek, profilovani
genové exprese nepfineslo zadné zmény

v jeho klasifikaci. To je v rozporu s o¢eka-
vanim odborné vefejnosti, jez predpo-
kladala zmény podobné tém, ke kterym
doslo napf. u difuzniho velkobuné¢ného
lymfomu nebo u karcinomu prsu. Z to-
hoto pohledu molekularni klasifikace RCC
kopiruje histologické podtypy RCC. Iden-
tifikované genové skupiny ovséem umozni
hlubsi pochopeni molekuladrni povahy
jednotlivych histologickych podtypt RCC.

Vyuziti DNA a mikroRNA ¢ipi ke
stanoveni progndézy pacientt

s renalnim karcinomem:

Jaké je riziko metastazovani?

Ve své podstaté prvnim a dosud jedi-
nym v klinické praxi Siroce vyuzivanym
prognostickym systémem rendlniho kar-
cinomu je TNM Kklasifikace. Pfestoze se
preziti pacientl s renalnim karcinomem
jednoznacné odviji od klinického sta-
dia choroby i uvnitf jednotlivych skupin
(I. az IV. klinické stadium), se mdze do-
sazend délka ¢asu do progrese choroby
(disease-free survival — DFS) a celkového
preziti (overall survival - OS) mezi jednot-
livymi pacienty vyznamné lisit. Mikroci-
pové technologie nabizeji atraktivni na-
stroj k hledani rozdild v genové expresi
karcinomd ledviny mezi pacienty s vy-
razné odlisnymi ¢asy DFS a OS.

Prvni studie vyuzivajici genomicky pfi-
stup ke klasifikaci RCC podle rozdilné
prognézy byla provedena na souboru
29 pacientli s cRCC pomoci cDNA ¢ipl
nesoucich 21 632 sond [42]. Takahashi
et al [42] identifikovali soubor 40 genl
umoziujici rozdélit pacienty s cRCC do
skupiny s dobrou a Spatnou progné-
zou. Mezi témito geny se objevily i né-
které jiz dfive identifikované, jako napf.
TGF-B, TGF-BRII nebo TIMP3. Je zaji-
mavé, Ze u pacientll se $patnou progné-
zou byla pozorovana snizend exprese
TGF-BRII a TGF-BRIII a dalsich gent spo-
jenych s TGF-B signélni drahou, zatimco
samotné TGF-B2 se v téchto cRCC vysky-
tovalo ve zvysenych hladinach [42]. Vas-
selli et al [43] pomoci DNA ¢ipl na sou-
boru 58 pacientd s metastazovanym
RCC identifikovali 45 genu, na zdkladé
jejichz vzéjemné exprese mohli byt pa-
cienti stratifikovani do skupiny s nizkym
nebo vysokym rizikem casného Uumrti
v dusledku progrese renalniho karci-
nomu. U pacientd s nizkym rizikem byl
dosazen medidn OS 556 dnU (tfileté OS
témér 40 % pripadd), u pacientd s vy-
sokym rizikem 180 dnu (tfileté preziti
méné nez 10 % pfipadl (p < 0,001)). Nej-
vyznamnéjsim molekuldrnim prognos-
tickym ukazatelem z uvedenych 45 genl
byl gen kédujici VCAM1 (vaskularni ad-
hezivni molekula VCAM1) [43]. Dalsi gen
identifikovany pomoci DNA ¢ipu, jehoz
vyznam v prognoze cRCC je v soucas-
nosti studovan, je protein spojeny s di-
ferenciaci tukové tkané (ADFP). Kromé
adipocytli se ADFP zvysené vyskytuje
i v fadé jinych tkani, napf. v bunkach
mamarnich duktd, v Sertoliho a Leydi-
govych burkach. ADFP patfi mezi geny
indukované hypoxii, pficemz hlavnim
transkripénim faktorem, ktery zprostied-
kovava tuto odpovéd, je HIF (hypoxia-in-
ducible factor) [44-45]. Yao et al [44] nej-
diive provedli analyzu profilu genové
exprese u 33 vzorkll RCC a 9 normalnich
vzork( ledviny, pti které zjistili vyssi ex-
presi ADFP u svétlobuné¢nych renalnich
karcinomi a nasledné na konsekutivnim
souboru 423 pacientd se sporadickym
cRCC potvrdili pozitivni prediktivni vy-
znam ADFP [45]. Exprese ADFP byla vy-
razné vyssi u pacientl bez pfitomnosti
systémovych klinickych symptom( na-
dorového onemocnéni, u karcinomu

206
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Metastizy T1prim. T3 prim.
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Obr. 2. Cast 155genového metastatického profilu cRCC, vytvofeného na zakladé
srovnani expresnich profilG vzdalenych metastaz cRCC a primarnich tumort o roz-
sahuT1 (dle TNM klasifikace). Tento profil nasledné aplikovany na cRCC o rozsahu T3 roz-
délil T3 tumory na dvé skupiny. Skupina T3 tumord, ktera méla profil genové exprese
155 genl podobny profilu vzdalenych metastaz, méla v dobé chirurgického vykonu
vzdalené metastazy skutec¢né pfitomny. U pacientd s T3 tumory s profilem genové ex-
prese podobnym T1 tumoriim v dobé chirurgického vykonu vzdéalené metastazy pfi-

tomny nebyly.

dobte diferencovanych, lokdlné méné
pokrocilych. Naopak nizsi expresi ADFP
zaznamenali u $patné diferencovanych
karcinom( nebo pacient( s jiz metasta-
tickym onemocnénim. Hladina ADFP vy-
znamné korelovala s DFS i OS [45].
Moznost presné predikovat metasta-
ticky potencial rendlniho karcinomu jiz
v dobé diagnézy by mohla vyznamné
ovlivnit lé¢ebny plan. Kosari et al [46]
rozdélili svdj soubor pacient(i s cRCC na
¢ast s agresivnim pribéhem onemoc-
néni, ktera podlehla nemoci do ctyr let
od nefrektomie, a na ¢ast s relativné pfi-
znivym pribéhem choroby. Pomoci DNA
CipU provedli analyzu profild genové ex-
prese v obou souborech a nalezli sadu
35 gend, jejichZ exprese se mezi obéma
soubory statisticky vyznamné liila. Své
vysledky verifikovali na nezavislém sou-
boru pacientll metodou Real-Time PCR
a mezi analyzovanymi geny identifiko-
vali anti-apoptoticky survivin, jehoz vy-

soké hladiny byly spojeny s kratSim prezi-
tim pacient( s cRCC. Souvislost survivinu
a prezivani pacient s cRCC ovéfil tento
tym rovnéz imunohistochemicky na pro-
teinové urovni [46].

Zatimco profily genové exprese speci-
fické pro jednotliva klinickd stadia cRCC
nebyly dosud pouzitim DNA cipd na-
lezeny, dalsi prognosticky genovy pro-
fil obsahujici 155 gen( stanovili Jones et
al na zakladé srovnani profil genové ex-
prese vzdalenych metastaz cRCC a pri-
marnich tumor( klasifikovanych v TNM
klasifikaci T1 (tumor nepresahujici 7 cm,
omezeny pouze na samotnou ledvinu)
[9,34,47]. Expresi uvedenych 155 genu
nasledné vysetfili ve vzorcich primdrnich
cRCC o rozsahu T3 (nador se $ifi do vel-
kych vén nebo postihuje pfimo nadled-
vinu nebo perirenalni tkan, ale ne pres
Gerotovu fascii). Vysledek genové ex-
prese rozdélil T3 tumory na dvé skupiny.
Skupina T3 tumor, kterd méla profil ge-

Snitend Zvyland sxprete

2 8 2 4

S-hsa-mir-32
S-hza-mir-342
haa-miR-342
S-hea-mir-296
e hsa-miR-382
S-hoa-mir-23a
hsa-miR-162
hza-miA-183
S-hsa-mir-22
. hsa-miR-22
hsa-miR-505
hsa-mif-213
hza-miR-345
hsa-miR-328
— S-hza-mir-10a
S-hesa-mir-10b
- hza-miR-200a"
hsa-miR-30e-3p
hza-mif-130a
S-hga-mir-30c-2

Dotwd prognéza — Spaind prognéza

Obr. 3. Skupina miRNA umoziujici rozdé-
lit pacienty s cRCC na skupiny s dobrou
a $patnou prognézou. Cervena a modra
barva znamend zvysenou, resp. snizenou
expresi dané miRNA ve srovnani s nena-
dorovou renalni tkani. Predpona S zna-
mena prekurzorovou formu dané miRNA.
Upraveno podle Petilla et al [41].

nové exprese 155 gend podobny pro-
filu vzdalenych metastaz, méla v dobé
chirurgického vykonu vzdalené meta-
stazy skutecné pfitomny. Druha skupina
T3 tumorl s profilem genové exprese
podobnym T1 tumordm v dobé chirur-
gického vykonu vzdalené metastazy ne-
méla (obr. 2). Z dendrogramu na obr. 2 je
patrné, Zze primarni nadory o stejném roz-
sahu (T3) mohou mit rozdilné biologické
vlastnosti, které determinuji vznik vzda-
lenych metastaz. Tyto vlastnosti pfitom
nemohou byt zjistény pfi rutinnim histo-
logickém vysetreni.

Identifikovany 155genovy profil za-
hrnoval fadu gena s jiz popsanym vy-
znamem v kancerogenezi (napf. pro-
teinkindza C§, transkripcni faktor
POU5F1/0CT4, heat shock protein
90beta, kaveolin 1, annexin A4, katep-
sin Z. Jones na svém souboru vyzkousel
aplikovat i 128genovy profil, objeveny
bostonskymi autory na modelu karci-
nom jiného nez rendlniho plvodu, ktery
predikuje vznik metastaz obecné u epite-
lialnich nador [48]. S pouzitim tohoto
,o0becného profilu metastazovani” dosahl
spravného rozdéleni vice nez 80 % pri-
marnich tumor( do dvou vyse definova-
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nych skupin. Jak pfesné interpretovat, Ze
dva odlisné genové profily shodné sesku-
pily svétlobunécné renalni karcinomy na
zakladé jejich schopnosti zakladat meta-
stazy, neni jasné. Rozhodné viak tato sku-
tecnost potvrzuje biologickou odlisnost
primarnich tumord schopnych ¢asné
metastazovat od nadorl méné agresiv-
nich. Tuto odlisnost Ize pfitom stanovit
pomoci profilu genové exprese. Z klinic-
kého pohledu je pak mozné véas rozpo-
znat pacienty s vysokym rizikem vzniku
metastaz a zlepsit jejich progndzu indivi-
dualizaci jejich sledovani a v¢asnym za-
hajenim spravné 1écby.

Na urovni miRNA definovali od-
lisné prognostické skupiny pacientll (ve
vztahu k pétiletému preziti) Petillo et al
(obr. 3) [41]. Nadory se Spatnou progné-
zou byly charakterizovany predevsim
zvysenou expresi pre-miR-32, coz je pre-
kurzor, ze kterého je aktivni miR-32 tvo-
fena uc¢inkem ribonukleazy Dicer. Studie
zaméfené na zdokonaleni stagingu cRCC
na zakladé expresnich profili miRNA pro-
bihaji také na Klinice komplexni onkolo-
gické péce Masarykova onkologického
ustavu v Brné.

Zaveér: vize klinického vyuziti
modernich genomickych metod

u pacientti s renalnim karcinomem
DNA i mikroRNA ¢ipové technologie
byly jiz dspésné implementovany do vy-
zkumu nadorovych onemocnéni. V této
oblasti bylo nejvétsiho pokroku dosa-
Zeno u nehodgkinskych lymfoma a kar-
cinomu prsu, kde DNA ¢ipy vyznamnou
mérou pfispély k vytvoreni molekular-
nich klasifikaci uvedenych chorob, jez
maji jednoznaény prognosticky poten-
cidl a dopad na lécbu pacient(. V sou-
¢asné dobé u karcinomu prsu probihaji
klinické studie s pouzitim DNA ¢ipd, ¢i-
tajici tisice pacientek. Zda nabudou ¢i-
pové technologie podobného vyznamu
také u rendlniho karcinomu, je predcasné
odhadovat, nebot dosud nebylo prove-
deno tolik studii jako v pFipadé dvou
vySe uvedenych malignit. Nicméné do-
sazené vysledky jsou velice povzbudivé.
Pomoci DNA a mikroRNA ¢ip0 byly iden-
tifikovany jednotlivé geny a miRNA ma-
jici prognosticky vyznam u cRCC. Obé ¢i-
pové platformy Ize pouzit k diferenciaci
mezi nadorovou tkani a normalnim re-

nalnim parenchymem, v pfipadé nadoru
Ize rozlisit jednotlivé podtypy RCC. Ci-
pové technologie si nekladou za cil na-
hradit histologické vysetfeni bioptované
tkdné, navic tkan vysetfovana pomoci
¢ipd musi byt z fady dlvod( zpracovana
a zhodnocena patologem. Lze oviem
predpokladat, Ze do budoucna budou
aplikovdna obé vysetfeni paralelné, pfi-
¢emz cipové technologie vyznamnou
mérou doplni informace ziskané z rutin-
niho histologického vysetfeni. Tyto infor-
mace budou zakladem molekularniho
stagingu a molekularni klasifikace nado-
rovych onemocnéni, s pfimym dopadem
do klinické praxe.
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