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Seznam pouzitych zkratek

AIDS - Acquired Immunodeficiency Syndrome

APC - Adenomatous polyposis coli

BAL - bronchoalvelarni lavaz

BCG - bacillus Calmette-Guerin

BLC2 - B-cell CLL/lymphoma 2

BTA - bladder tumour antigen

CD - cluster of differentiation

CDH13 - Cadherin 13, H-cadherin

CDK - Cyclin-dependentni kinaza

CDKN2B - Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B

CIS - karcinoma in situ

CpG - cytosin-fosfat-guanin

CT - pocitatova tomografie

CT-IVU - pocitacova tomografie s vylucovaci fazi

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EORTC - European Organisation for Research and Treatment of Cancer
FISH - fluorescence in situ hybridization

GATA4 - GATA binding protein 4

GM-CS - granulocyte-macrophage colony stimulating factor

Hhal - restriction endonuclease form Haemophilus haemolyticus

8



IFN - interferon

IL - interleukin

JIP - jednotka intenzivni péce

MIDC - muscle invasive bladder cancer

MSH6 - mutS homolog 6 (E. coli)

MS-MLPA - Methylation-Specific Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification
MUSS81a - MUS81 endonuclease homolog

NAT2 - N -acetyl transferazy 2

NBI - narrow-band imaging

NMIDC - non muscle invazive bladder cancer

NSAID - non-steroidal anti-inflammatory drugs

NTRKI1 - Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 1
NK - natural killer

PCCA - Propionyl CoA carboxylase, alpha polypeptide
PCR - polymerazova fetézova reakce

PDD - photo-dynamic diagnosis

PMF-1 - polyamide-modulated factor-1

PTEN - Phosphatase and tensin homolog

PUNLMP - papilarni 1éze s nizkym malignim potencidlem
RASSF1 - Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1
RNA - ribonukleova kyselina

SFRP1 - Secreted frizzled-related protein 1

TERT - Telomerase reverse transcriptase



TH - T-lyphocyte helper

THBSI1 - Thrombospondin 1

TNF - tumor necrosis factor

TP73 - Tumor protein p73

TURT - transuretralni resekce tumoru
TWIST1 - Twist homolog 1

UZ - monografie

VIP - Vesica ileale Padovana

WIF1 - WNT inhibitory factor 1
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1. Uvod do problematiky karcinomu mo¢ového méchyie

1.1. Epidemiologie

Karcinom mocového méchyie je sedmou nejcastéji diagnostikovanou malignitou
muz{ na svété a jedenactou u obou pohlavi dohromady'. Muzi jsou touto malignitou postizeni
2,8x Cast&ji nez Zeny™. Jednd se o onemocnéni vyssiho ve&ku, 2/3 pifpadd se vyskytuji
u pacientd starSich 65 let*. Celosvétove incidence dosahuje 9,0/100000 muzi a 2,2/100000 u
zen. V Evropské unii je incidence vyssi v porovnani s celosvétovym primérem 19,1/100000 u
muzi a 6,2/100000 u zen'. V CR v roce 2016 dosahovala hodnoty 30,0/100000 u muzi,
respektive 10,0/100000 u Zen’. Ve stejném roce se mortalita u karcinomu mo¢ového méchyte

pohybovala na urovni 12,8/100000 u muzii a 4,4 /100000 u zen’ (Graf 1 a 2).

Graf 1: Trendy ve vyvoji incidence a mortality u karcinomu moc¢ového méchyre u muzi

C67 = ZN nocového néchife - wvesicae.,., nuZi —4 Incidence
Wiwoj o Ease -4 Mortalita
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V absolutnich ¢islech se jednalo o umrti 665 muzii a 237 zena na karcinom mocového
méchyfe’. V porovnani s ostatnimi regiony patii Ceska republika k zemim s nejvy$§im
vyskytem karcinomu mocového méchyte nejen v ramci EU, ale i celosvétove. S nasi celkovou
incidenci 13,2/100000 obyvatel jsme na 5. mist¢ v EU a 8. misté v celosvétovém porovnani’
(Graf 3 a 4). V dobé¢ diagndzy je prumérné 75 % nadort ve stadiu do svalii neinvadujiciho
nadoru stadia Ta, T1 & carcinoma in situ (CIS)®. Nadory stadia T2-T4, tedy jiz s invazi
do svaloviny mocového méchyie ¢i dokonce do okolnich organti maji ve srovnani s prvni

skupinou vyrazné horsi progndzu stran preziti'.

Graf 2: Trendy ve vyvoji incidence a mortality u karcinomu mocového méchyie u Zen
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Graf 3: Porovnani vyskytu karcinomu moc¢ového méchyre v ramci EU
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Graf 4: Porovnani vyskytu karcinomu mocového méchyre celosvétové
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1.2. Etiologie

Karcinom mocového méchyfe je malignita vyrazné¢ ovlivnéna zevnimi vlivy.
Incidence stoupa s rozvojem primyslu a zneisténim zevniho prostiedi’. Kouieni je
jednozna¢né nejvyraznéjsim etiologickym faktorem jeho vyskytu™®. Kolem 50 % pacientii s
nadorem mocového méchyte jsou kuiaci®'’. Pravdépodobnost vyskytu karcinomu mocového
méchyie u kufdka je 2-4x v&tsi, nez u nekufdka®. Dal§im prokdzanym rizikovym faktorem
jsou profesiondlni expozice, které odpovidaji za cca 10 % piipadd. Jedna se napiiklad o
aromatické aminy pfitomné v anilinovych barvivech a dalSich chemickych latkach. Dale se
jedna o polycyklické aromatické uhlovodiky*’. Mezi nejrizikové&jsi obory patii textilni
a gumarensky primysl. Ve vys$S§im riziku vyskytu karcinomu mocového méchyie jsou
1 pracovnici kozedéIného a tiskatského primyslu, pii vyrobé a nakladani s barvami, malifi,
kadeinici, fidi¢i nakladnich automobilt>''. Jako rizikovym faktorem pro vznik karcinomu
mocového méchyte se zda byt i pritomnost arzénu v pitné vod¢ a vedlejsi produkty vzniklé
chlorovanim vody™'?. Mezi 1éky spojené s vy3$§im vyskytem karcinomu mocového méchyie
patii cyklofosfamid, chlornafazin a analgetika obsahujici fenacetin®’. Dale byl pozorovan
vyssi vyskyt karcinomu moc¢ového méchyte u pacientt, kde je méchyt vystaven chronickému
drazdéni. Jedna se zejména o pacienty s schistomoniazou, chronickou litidzou ¢i dlouhodobé
zavedenym mocovym katetrem. V téchto piipadech se jedna vétSinou o spinocelularni
variantu karcinomu®’. Familiarni vyskyt karcinomu mocového méchyfe nebyl signifikantng
prokazan". Jen geneticky polymorfismus v aktivit€ enzymu N-acetyl transferazy 2 (NAT2) v
kombinaci s koufenim ¢i profesiondlni expozici ukédzal zvySené riziko vyskytu karcinomu
mocového méchyie'. Dalsim prokdzanym rizikovym faktorem je ionizujici zéafeni, zejména
na oblast malé panve v souvislosti s 1écbou karcinomu délozniho ¢ipku a endometria u zen
nebo 1é¢by karcinomu prostaty u muzi™. V ramci zndmych studii, latky jako uméla sladidla,
kava, caj, alkohol, neprokdzaly vztah s vyskytem karcinomu mocového méchyie.
Nejefektivnéj$i prevenci je vyvarovani se koufeni a eliminace expozice dal§imi rizikovymi
faktory. Jako prospésné se jevi zvySeny pfisun tekutin, konzumace cerstvého ovoce,
zeleniny, omezeni tuénych a smazenych jidel, dostate¢ny piisun vitamini A, C, E, selenu,

B6”.

14



1.3. TMN Kklasifikace

Pro klasifikaci nddor mocového méchyie je zdsadni piitomnost ¢i absence invaze
do svaloviny mocového méchyte. Nadory postihujici sliznici ¢i lamina propia oznafujeme

jako neinfiltrativni (NMIBC- non muscle invazive bladder cancer) (Obr. 1 a 2).

Obr. 1: NMIBC- High grade karcinom — endoskopicky pohled
(Zdroj: archiv Urologicka klinika FNHK)
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Obr. 2: NMIBC- High grade karcinom — mikroskopicky obraz
(Zdroj: prim. MUDr. M. Podhola, Ph.D. - FUP FNHK)

Néadory rostouci do svaloviny mocové méchyfe pak oznacujeme jako infiltrativni

(MIDC — muscle invasive bladder cancer) (Obr. 3 a 4).

Obr. 3: Invazivni karcinom - histologicka preparat

(Zdroj: archiv Urologicka klinika FNHK)

I
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Obr. 4: Invazivni karcinom — mikroskopicky obraz
(Zdroj: prim. MUDr. M. Podhola, Ph.D. - FUP FNHK)

Mezi témito skupinami nddordi je vyznamny rozdil, jak v lécebné strategii, tak
v progndze onemocnéni. TNM klasifikace tumoru mocového méchyte je uvedena v tabulce

(Tab. 1.)",
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Tab. 1: TNM klasifikace nadori mocového méchyie

T - primarni tumor

Tx Primarni tumor nelze posoudit
TO Bez znamek primarniho tumoru
Tis carcinoma in situ, plosSny tumor
Ta Neinvazivni tumor
Tl Nador se $iti do subepitelialni pojivové tkané
T2 Nador postihujici svalovinu
T2a Nédor se §iti do povrchové svaloviny (vnitini
polovina)
T2b Nador se §iti do hluboké svaloviny (vnéjsi
polovina)
T3 Nador postihujici perivezikalni tkan
T3a mikroskopicky
T3b makroskopicky
T4 Siteni do okolnich organti
T4a Sifeni do prostaty, pochvy, délohy
T4b Infiltrace panevni ¢i bfisni stény

N —regionalni lymfatické
uzliny

Nx Regionalni mizni uzliny nelze hodnotit

NO Bez metastaz v regionélnich lymfatickych
uzlinach

N1 Metastatické postizeni jedné panevni uzliny
(obturatorni, hypogastrické, presakralni, vnitini
iliické)

N2 Metastatické postiZeni vice panevnich uzlin
(obturatorni, hypogastrické, presakralni, vnitini
iliické)

N3 Metastatické postizeni uzlin podél spolecnych

ilik

M - vzdalené metastazy

MO

Bez vzdalenych metastaz

Mla Metastazy v neregionalnich lymfatickych
uzlinach
MI1b Ptitomnost vzdalenych metastaz
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1.4. Histologie

Histologicky se ve vice nez 90% piipadi nadorGi mocového méchyfe jedna
o urotelidlni karcinom. Vzacné se muze vyskytnout i spinocelularni karcinom (2,5 %)),

adenokarcinom (1,5 %), raritné malobun&¢ny karcinom'®.

Pivodni WHO histologicka klasifikace gradu tumoru z roku 1973 byla upravena
v roce 2004 (Tab. 2 a 3)'7". Velmi zakefnou a obavanou histologickou podskupinou NMIBC

je carcinoma in situ (Obr. 5 a 6).

Obr. 5: Carcinoma in situ — endoskopicky pohled
(Zdroj: archiv Urologicka klinika FNHK)
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Obr. 6: Carcinoma in situ — mikroskopicky obraz

(Zdroj: prim. MUDr. M. Podhola, Ph.D. - FUP FNHK)

Jedné se vzdy o high grade, plosné, plazivé postizeni sliznice mo¢ového méchyte,
které miize byt snadno prehlédnuto pti bézném cystoskopickém vySetieni nebo mize imitovat
zénétlivé zmény sliznice mo¢ového méchyie®. Pokud je carcinom in situ nelécen, az v 54 %
pacientil pfechazi v invazivné rostouci karcinom?'. Carcinom in situ mize byt primarni, kdy
se vyskytuje izolované bez ptitomnosti papildrniho tumoru. Sekundéarni CIS se vyskytuje az
v pritbé¢hu sledovani u pacientd s tumorem mocového méchyte. Konkuretni CIS se vyskytuje

v mo¢ovém méchyfi souéasné s jinou formou nadoru moc¢ového méchyie®.

Tab. 2: WHO histologicky grade nadoru moc¢ového méchyie 1973 a 2004

1973 WHO grading

Grade 1: dobfte diferencovany tumor

Grade 2: sttedné diferencovany tumor

Grade 3: Spatné diferencovany tumor

2004 WHO grading

Papilarni 1éze s nizkym malignim potencidlem (PUNLMP)

Low-grade papilarni karcinom

High-grade papilarni karcinom

20



Tab. 3: WHO histologicky grade 1973 a 2004

| PUNLMP | Low grade High grade I 2004 WHO

Grade 1 Grade 2 Grade 3
| [ I 1973 WHO

21



1.5. Diagnostika

Diagnostika karcinomu mocového méchyie je zaloZena na klinickych symptomech a
zobrazovacich a endoskopickych vySetfenich. NejcastéjSim klinickym ndlezem je
mikroskopické ¢i makroskopickd hematurie. Jinak u NMIBC je symptomatika velmi chuda.
U nadorli postihujici hrdlo mocového méchyte ¢i CIS se objevuji iritacni mik¢ni obtiZe.
Ze zobrazovacich metod u pacienti s hematurii je zdkladnim vySetfenim sonografie
mocovych cest (UZ). Ultrazvukem lze detekovat intraluminalni expanzi v mocovém meéchyii,
¢1 patologicky zesilenou sténu mocového méchyte, zaroven je vzdy nezbytné posoudit i stav

hornich mocovych cest (Obr. 7).

Obr. 7: Ultrazvukovy obraz drobného exofytického tumoru mocového méchyre

(Zdroj: archiv Urologicka klinika FNHK)

Mezi vysetieni mocCovych cest s uzitim kontrastni latky patii poc¢itacova tomografie
(CT) ¢i vylucovaci urografie IVU. V dobé bézné dostupného CT vySetieni véetné moznosti
vyludovaci (CT-IVU) je prosta IVU jiz obsolentni*. Mimo samotné zobrazeni mocovych cest,
CT vysSetieni umoznuje i zhodnoceni stavu lymfatickych uzlin a stavu okolnich organti (Obr.

8). Alternativou CT vySetfeni je magneticka rezonance (MR).
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Obr. 8: CT obraz objemného tumoru moc¢ového méchyre

(Zdroj: archiv Urologicka klinika FNHK)

Nezastupitelnou roli v diagnostice karcinomu moc¢ového méchyte hraje cystoskopické
vySetfeni s moznosti odbéru tkadn¢ k histologickému zpracovani. Cytologické vysetfeni moce
¢1 vyplachu mocového méchyie ma dobrou senzitivitu pouze u high grade tumoru (84 %) ¢i
CIS (30-100 %). U low grade néadoru je naopak senzitivita toho vySetfeni velmi nizka
(16 %)*. Cytologie je tedy vhodna spie jako doplnéni cystoskopického vySetieni, neslouzi
jako primarni diagnostickd metoda®. Cytologické vySetieni mize byt napomocno
v diagnostice CIS, ktery miize byt cystoskopicky snadno pifehlédnut®®. Dale je uplatnéno

pii sledovani pacientt s high grade karcinomem mocového méchyie”.

Nadorové markery jsou jist¢ budoucnosti diagnosticky a sledovani pacientl
s karcinomem mocového méchyte. Ze zndmych nadorovych markerti zatim bohuzel Zadny
nedosdhl takové senzitivity ¢i specificity, aby mohl byt vyuzit v bézné klinické praxi ¢i
se dostat do standardi Evropské Urologické Spole€nosti. V tabulce jsou uvedeny markery

s nejlepsimi vysledky®>"(Tab. 4).
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Tab. 4: Nadorové markery nadéjné v diagnostice karcinomu mocového méchyre

(Zdroj: Guidelines EAU)

Marker Sensitivita Specificita Sensitivita pro | Stupeni

(%) (%) high  grade|doporuceni
tumor (%)

Urovysion 30-86 63-95 66-70 2b

(FISH)

Analyza 58-92 73-100 90-92 1b

mikrosatelitil

Immunocyt/ |52-100 63-79 62-92 2a

uCyt+

Nuclear 47-100 55-98 75-92 2a

matrix Protein

22

BTA stat 29-83 56-86 62-91 3

BTA TRAK |53-91 28-83 74-77 3

Cytokeratiny |12-88 73-95 33-100 3
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1.6. Lécba

1.6.1. NMIBC

Lécba NMIBC je zalozena na snaze o kompletni odstranéni tumoru. Tumor muze byt
resekovan po fragmentech ¢i metodou en -bloc resekce. Kazd4d endoresekce by méla byt
provedena dostatecné hluboko s pfitomnosti svaloviny detruzoru ve vzorku, tak aby patolog
mohl jednozna&né vyloudit invazné rostouci tumor modového méchyte?'.

K provedeni samotného vykonu lze pouzit monopolarni ¢i bipolarni resektoskop

(Obr. 9 a 10).

Obr. 9: Endoskopicky resektoskop
(Zdroj: archiv Urologicka klinika FNHK)
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Obr. 10: Resekce tumoru mocového méchyie - endoskopicky pohled

(Zdroj: archiv Urologicka klinika FNHK)

Jako vyhoda bipolarniho pfistroje je uvaddéno nizsi riziko perforacnich komplikaci
zpisobenym nezddouci kontrakci adduktorGi dolnich koncetin v duasledku stimulace
obturatorniho nervu. Déle je uvadéno mensi termické poskozeni dodané tkané, coz usnadiuje
praci patologa®. Casna sekundarni endoresekce je doporu¢ovana do 2-6 tydnil v piipadech
inkompletni primarni endoresekce, nepfitomnosti svaloviny detruzoru ve vzorku ¢i T1 tumoru

a CIS v primarni endoresekci.

Ve snaze o maximalni zachyt a odstranéni i1 drobnych ¢i Spatn€ viditelnych
nadorovych 1ézi v bézném bilém svétle jsou vyvijeny nové techniky vizualizace tumoru. Mezi
tyto technologie patii fluorescencni diagnostika (photo-dynamic diagnosis, PDD).
Do moc¢ového méchyte se jednu hodinu pfed samotnym vykonem aplikuje roztok obsahujici
hexoaminolevulovou kyselinu. Tato latka je akumulovéana v tkanich s vysokym metabolickym
obratem, jako je prave tkan nadoru. S odstupem 60 minut po aplikaci roztoku intraven6zné se
pfi pouziti modrého svétla o vinové délce 375-440 nm zvyrazni nddorova tkan z divodu
Cervené florescence™. V porovnani PDD s cystoskopii pouze v bilém svétle se senzitivita
vySetieni zvysila ze 71% na 92% a specificita z 63 % na 81 %*. Zejména pak detekce CIS
se zvysila az o 40 %°°. NBI (narrow-band imaging) je dalsi metodou ve snaze o zlepSeni
diagnostiky nddorové tkané. Tato metoda tzv. modrého svétla vyuziva barevného odliSeni
hypervaskularizované nadorové tkan¢ pokud je uzito svétlo urcité vinové délky (415 a

540 nm) prochézejici resektoskopem®”.
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Néadory mocového méchyfe maji tendenci k recidivé a progresi onemocnéni.
Individuélni pravdépodobnost recidivy ¢i progrese onemocnéni se dd odhadnout pomoci
EORTC Genito-Urinary Cancer Group skorovaciho systému (Tab. 5). Tento odhad vyvoje
onemocnéni pomaha nasledné stratifikovat adjuvantni terapii navazujici na samotnou
kompletni endoresekci tumoru. Adjuvantni 1écba NMIBC spociva v 1é¢be intravezikalni

chemoterapii ¢i BCG vakcinou.

Intravezikalni chemoterapie spociva v aplikaci mitomycinu-C (epirubicin, doxorubicin
méné castéji) do mocového meéchyie. Jako nejefektivnéjsi se jevi okamzita jednorazova
aplikace do 24 h (nejlépe do 2 h) po provedené endoresekci s cilem znicit cirkulujici nddoroveé
buriky a rezidualni nddorové buiiky v mo¢ovém méchyii po endoresekci®. UZivani nasledné
intravezikalni chemoterapie je spojena s problematikou nejasného davkovani a doby trvani
1é¢by. Smysluplnd se zda jen u nizce rizikovych pacientii, kde snizuje pravdépodobnost

recidivy™.

Intravezikalni BCG instilacni terapie je zejména urcena pro vysoce rizikové pacienty

s high grade tuamorem a CIS. Této problematice je dale vénovana samostatné kapitola.

Nasledna dispenzarizace spociva v pravidelnych cystoskopickych kontrolach, které
jsou dozivotni. Cetnost cystoskopickych vysetieni je zavisla na rizikovosti pacienta. U
pacientl s high grade tumory a CIS by cystoskopické kontroly mély byt spojeny
s cytologickym vysetienim moce?. Jednou roéné by pacienti méli absolvovat i vySetieni
hornich mocovych cest, pro vysoké riziko vyskytu nadoru na hornich mocovych cestach

zejména vysoce rizikovych pacientti®.
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Tab. 5: EORT (European Organization for Research and Treatment of Cancer)

nomogram k uceni rizika recidivy/progrese nadoru méchyie

(Zdroj: zdravi.euro.cz)

Faktor | Recidivy | Progrese
Pocet

solitamni 0 0

2877 3 3

vice nez 8 6 3

Velikost

do 3cm 0 0

nad 3 cm 3 3

Primo/rec

primozachyt 0 0

do roku 4 2

po roce 2 2

Invaze

Ta 0] 0

11 1 4

CIS

ne 0 0

ano 1 6

Grade

Gi 0 0

G2 1 0

G3 2 5

Celkové skore 0az17 0az 23
Skupina | Skére recidiv 1 rok 5 let

I 0 15 % (1019 %) | 31 % (24-37 %)
li 1-4 24 % (21-26 %) | 46 % (42-49 %)
ll 5-9 38 % (35-41 %) | 62 % (58-65 %)
vV 1017 61 % (55-67 %) | 78 % (73-84 %)
Skupina | Skore progrese |1 rok 5 let

I 0 0,2 % (0-0,7 %) |0.8 % (0-1,7 %)
Il 2-6 1% (0,4-1,6 %) |6 % (5-8 %)

[ -13 5% (4-7 %) 17 % (14-20 %)
\% 14-23 17 9% (10-24 %) | 45 % (35-84 %)
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1.6.2. Lécba selhani konzervativni lecby NMIBC, CIS a MIBC

Zakladem 1écby selhani konzervativni 1écby NMIBC ¢i CIS a pacienti s MIBC je
radikalni cystektomie. Tedy odstranéni celého mocového méchyte se spadovymi uzlinami.
U muzu je dale spojena s odstranénim prostaty a semennych vacki, u Zen s odstranénim

gynekologickych organti, pii postiZzeni sliznice uretry je soucasti vykonu i uretrektomie

(Obr. 11).

Obr. 11: Pacient po roboticky asistované radikalni cystektomii a sec. Bricker —

3. pooperacni den

(Zdroj: archiv Urologicka klinika FNHK)

1 - 7 ; 2 \ Y |
i

—
| .

Nezbytnou soucasti vykonu je nasledné zajisténi derivace moce. Je zjevné, ze se jedna
o rozsahly, pacienta vyrazné mutilujici vykon se zdvaznymi dopady na naslednou kvalitu
zivota. Vykon je spojen s castou pooperacni morbiditou okolo 30 % a nezanedbatelnou

poopera¢ni mortalitou okolo 4 %*'.
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Vykon je provadén klasicky otevienym zplusobem, laparoskopicky ¢i roboticky
asistovany, dle moznosti a zvyklosti pracovisté. Zpisob derivace moce se odviji
od individualni potieby pacienta, rozsahu a ulozeni tumoru ¢i pfitomnosti CIS. Derivace moce
lze rozdelit do zakladnich skupin: derivace stievnim konduitem, ortotopicka neovezika,
pouch s katetrizovatelnym stomatem, derivace kontrolovana analnim svéracem, paliativni

derivace®!.

Nejcasteji uzivanou derivaci je stievni konduit (inkontinentni ureteroileostomie). Tato
tzv. Brickerova (modifikace Bricker - Wallace) vyuziva cca 15-20 cm exkludované klicky
terminalniho ilea, kdy do proximalni ¢asti jsou inzerovany oba mocCovody a distalni Cast je
vysita ke kazi jako stomie. Vyhodou této derivace je technickd jednoduchost spojena
s niz§im vyskytem pooperacnich komplikaci. Nevyhoda je dozivotni potieba stomickych

pomucek (Obr. 12).

Obr. 12: Derivace moci dle Brickera — ilustra¢ni obrazek

(Zdroj: MUDr. M. RySankova Urologické klinika FNHK)
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Ortotopickd neovezika spociva ve vytvoreni rezervoaru na moc z exkludované a
detubulizované ¢asti terminalniho ilea s vyuzitim vlastni mocové trubice a svéraCe pacienta.
Je celd fada operacnich technik vedoucich k tvorbé neovezik (pouchtl). Na nasem pracovisti je
nejcastéji uzivanou neovezikou VIP (Vesica ileale Padovana) ¢i dle Studera (Obr. 13).
Vyhodou téchto technik je vyuziti vlastnich mocovych cest, pacienti tedy nepotiebuji
stomické pomucky. Nevyhodou jsou c¢asté pooperacni komplikace a problémy pacientl

s vyprazdiiovanim neovezik (inkontinence €1 nutnost autokatetrizace atd.).

Obr. 13: Ortotopicka neovezika - VIP — ilustrac¢ni obrazek

(Zdroj: MUDr. M. RySankova Urologicka klinika FNHK)
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Méné casté jsou pouche s katetrizovatelnym stomatem. Jednd se o kontinentni
derivace s kutannim samocévkovatelnym stomatem. Technika je podobna jako u ptedchozi
derivace, ale misto naSiti neoveziky na pahyl uretry je vytvofeno malé kutdnni cévkovatelné
stoma. Vhodné u pacientl, kde je snaha o kontinentni derivaci a neni mozno vyuzit vlastni

mocové cesty (Obr. 14).

Obr. 14: Mitrofanoff (pouch s katetrizovatelnym stomatem) - ilustracni obrazek

(Zdroj: MUDr. M. RySankova Urologicka klinika FNHK)
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Derivace kontrolovand andlnim svéraCem (ureterosigmoideostomie). Techniky
spocivaji ve vytvoreni nizkotlakého sigmoideorektalniho rezervoaru (napt. Mainz pouch II)
do néhoz jsou implantovany oba mocovody. Moc¢ a stolice tedy odchdzi spole¢né a je
kontrolovana andlnim svéracem. Jednoducha technika, od které se pro velké mnozstvi
komplikaci dnes jiz ustupuje. Pacienti trpéli opakovanymi mocovymi infekcemi, poruchami

acidobazické rovnovahy, inkontinenci stolice atd. (Obr. 15).

Obr. 15: Mainz pouch II (ureterosigmoideostomie) - ilustra¢ni obrazek

(Zdroj: MUDr. M. RySankova Urologické klinika FNHK)
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Paliativni derivace moce jsou uceny pro pacienty s kratkou zivotni progndzou
pro Spatny celkovy stav ¢i pokrocilost onkologického onemocnéni. Jedna se o prosté vysiti
jednoho ¢i obou mocovodl (kozni ureterostomie) ¢i zaloZeni nefrostomie do jedné ¢i obou

ledvin (Obr. 16).

Obr. 16: Paliativni derivace moci (ureterostomie a nefrostomie) - ilustracni obraze

(Zdroj: MUDr. M. Ryséankova Urologicka klinika FNHK)
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Pokud celkovy stav pacienta nedovoli provedeni radikalni cystektomie ¢i pacient tuto
1é€bu odmitne, alternativou 1é¢by je endoskopickd resekce tumoru s konkomitatni
radiochemoterapii. O vysledcich této 1écby chybi data z dlouhodobého sledovani. Obecné se
vSak ocCekava vyrazn€ horsi onkologicka prognéza v porovndni s radikalni cystektomii.
O parcidlni cystektomii se da uvazovat jen v ptfipadé vhodnych pacientli se solitdrnim

tumorem ve vrcholu mocového méchyie, bez pritomnosti CIS.
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1.7. BCG vakcina

1.7.1. Historie BCG vakciny

BCG (Bacillus Calmette-Guerin) vakcina byla vyvinuta v roce 1921 bakteriologem
Albertem Calmettem a veterinafem Camillem Guerineem, ktefi spolecné pracovali

v Pasteurové¢ Institutu v Lille (Obr. 17).

Obr. 17: Camille Guerin (vlevo) a Albert Calmette
(Zdroj: google.com)
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Ockovani proti tuberkuléze (kalmetizace) vedlo k dramatickému poklesu vyskytu
tuberkul6zy celosvétoveé a dodnes se fadi k nejvétSim objevim 20. stoleti. Objevu pfedchazelo
13 let péstovani zivého, oslabeného kmene Mycobakterium bovis, na zivné pudé tvoiené
bramborami se ZIu¢i a glycerinem. Postupné bylo provedeno 231 pasdzi, nez doslo
k takovému oslabeni virulence, ze bylo mozno vyuzit preparat v lidské medicing.
K vyznamnému rozsifeni oCkovani proti tuberkul6éze doslo az po druhé svétové valce. Plosné
o&kovani novorozencti v CR bylo zahajeno v roce 1953. V roce 2010 bylo v CR plosné
oc¢kovani proti tuberkuloze po 57 letech ukonceno. Nyni se tyka pouze rizikovych

novorozenci®.

Pivodni kultura M. bovis byla uchovavana v Pafizi. Postupné byla subkultivovana a
distribuovdna do nékolika laboratoii po celém svété, kdy vznikly odliSnymi kultivacnimi
technikami nové BCG subtypy®. Kmeny vyuzivané pro intravezikalni aplikace jsou uvedeny
v tabulce, v€etné mista kultivace a komeréniho nazvu (Tab. 6). Metaanalyza studii ohledné
efektivity jednotlivych kmenti BCG vakcin neprokédzala vyznamnéjSich rozdili mezi

jednotlivymi kmeny uZivané v bézné klinické praxi*.

Americky biostatistik Raymond Pearl v roce 1929 jako prvni popsal nizs§i vyskyt
malignich onemocnéni u pacientii postiZenych tuberkul6zou. Obdobné pozoroval 1 fakt, Ze
pacienti, ktefi se dokéazali zotavit z nadorového onemocnéni, ¢astéji v minulosti prodélali
tuberkulozu®. Vyzkum protinddorového efektu BCG vakciny nasledné vSak zpomalila
tragicka udalost v  Némecku v letech 1929 a 1930, kdy zemielo 72 déti po aplikaci
kontaminované BCG vakciny, tzv. Luebecka tragedie, ktera vedla k docasnému odporu proti
plosnému vyuzivani BCG vakciny. Dalsi vyzkum pak pokracoval az od 50. let 20. stoleti
s rozvojem oboru imunologie. Na zvifecich modelech, jako mysi ¢i morcata, byla prokdzana
protinddorova imunologicka odpovéd’ na mykobakteridlni agens obsazeny v BCG vakciné
v pracich Zbara a dal§ich*. Vyzkum byl nejprve zaméfen na kozni nadory. Coe a Feldman
pfi vyzkumu na morcatech v roce 1966 prokdzali silnou pozdni hypersenzitivni reakci
mocového méchyie po intravezikalni aplikaci BCG vakciny*’. Srovnatelného efektu dosahl i

Bloomberg pii pozd&jsich pokusech na psech®.
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Tab. 6: Pirehled celosvétové vyuzivanych BCG kmenii pro intravezikalni aplikaci

(Zdroj: Hugh Mosafid, Royal Surrey County NHS Foundation Trust)

Kmen n | Primérna | Nazev Hmotnost | Doporucena davka (cfu)
hladina komer¢niho (mg)
kompletni | produktu
odpovédi
%
Moscow 103 90,5 SII-ONCO-BCG" | 120 3-57x10°
(Indie)
Moreau RdJ | 100| 90 ImmunoBCG 80 0,04x108
( Brazilie)
Connaught | 450| 79 (70-92) | Immunocyst® 81 1,8-15,9x10"
(Francie)
Tokyo 111| 77 (63-84) | Tokyo 80 0,4-0,5x10®
172(Thajsko)
Pasteur 230| 74 (40-80 | ------—--- -—- -
Tice 277 71 (56-82) | OncoTice®(USA) | 12,5 2-8x10°
Glaxo 180 | 65(53-88) | ------—--- - ---
E. Frappier | 145| 60 (39-100)| --------- - -
S.African 13 ({69 | —eemmemee -—- -—-
Copenhagen |42 | 67 | ---—-—-- -—- ---
Romanian 33 |64 | - -—- -
RIVM/1 15 | 60 BCG-Medac® 80 2-30x10"
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V roce 1972 kanadsky urolog Alvaro Morales navazal na piredchozi vyzkum a poprvé

vyzkouSel intravezikalni aplikaci BCG vakciny na 7 pacientech (Obr. 18).

Obr. 18: Alvaro Morales
(Zdroj: google.com)

YOF ALVARO MORALES

Vakcina byla pfipravena a podana v Armand Frappier Institutu v Montrealu. Bylo
podano 6 davek v tydennich rozestupech, jednalo se o pacienty s recidivujicim povrchovym
karcinomem mocového méchyte. U vSech sedmi pacientll byla v nasledné biopsii prokazana
pozdni hypersenzitivni reakce s rozvojem granulomatozniho zénétu, bez prukazu recidivy
malignity. Vysledky byly zvefejnény a publikovany az v roce 1976%. Teprve Lamm v roce
1980 v ramdomizované prospektivni studii potvrdil Moralesovo pozorovani a zaroven navrhl
optimalni protokol intravezikalni aplikace BCG vakciny™. Dal$im vyzkumem Moralese,

Herra, Lamma a dalsich byl prokazan efekt BCG vakciny v eradikaci CIS*.

V naslednych 40 letech doSlo Sirokému rozSifeni této lécebné metody a stala se
standardem 1éCby high grade neinvazivniho karcinomu mocového méchyie (Ta, T1) a CIS.

Nicméné problematika davkovani, frekvence podavani a délka trvani 1€cby neni dodnes zcela

vvvvvv

imunoterapii v protinddorové 16¢b&'>! (Obr. 19).
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Obr. 19. BCG vakciny uzivané v CR)

(Zdroj: eu-doctor.com a apteki-israel.info)
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1.7.2. Mechanismus ucinku BCG vakciny

Zakladni mechanizmus uc¢inku BCG vakciny na lidsky imunitni systém je znam.
Nicméné mnoho otazek stran mechanizmu u¢inku BCG ziistava déale nezodpovézeno. BCG
aktivace imunitniho systému probiha v nckolika krocich. DtlezZitou roli v priniku BCG
do nadorovych buné¢k i nenddorovych bunck hraje fibronektin (extracelularni glykoprotein).
Nasledné dojde v bunkach k vyvolani zanétlivé odpovédi®. Lokalni imunitni odpovéd’ je
aktivovana prezentaci BCG antigenu buiikami retikuloendotelialniho systému (granulocyty,
makrofagy, Th lymfocyty) nasledované aktivaci cytokinu (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-17, TNF alfa a interferonu gama) do moce™. Imunologicka kaskdda vede k imunitni
protinadorové aktivit¢ zprostiedkované cytotoxickymi T lymfocyty, NK (natural killer)

buiiky, neutrofily a makrofagy (Obr. 20).

Obr. 20: Mechanismus u¢inku BCG vakciny™
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1.7.3. Indikace, ucinnost a davkovani BCG vakciny

BCG itravezikalni instalacni terapie se stala standardni 1éCbou u pacienti high grade
neinazivnim karcinomem mocového méchyte (Ta, T1) a CIS. Metaanalyzy studii potvrdily
lepsi klinické vysledky kombinované terapie, transuretrdlni resekce tumoru (TURT) a BCG
instalace, nez TURT samostatné ¢i v kombinaci s intravezikalni chemoterapii (mitomycin C)
u této skupiny pacientd’™>. BCG intila¢ni terapie snizuje pravdépodobnost progrese tumoru
do invazivni formy o 27 %*. U pacientil s karcinomem in situ bez 1é¢by dochazi k progresi do
invazivniho karcinomu az u 54 % pacienti®. Selhani BCG instila¢ni terapie u této skupiny

pacientl je jednozna¢nou indikaci k radikalni cystektomii.

Optimalni davkovaci schéma neni doposud zcela ujasnéno. Obecné je Siroka shoda
na uvodni indukéni terapii BCG vakcinou, kdy dochazi k aplikaci 6 davek po jednom tydnu
ve shodé s piivodnim doporucenim Moralese®. Stran frekvence a délky trvani navazujici
udrzovaci terapie BCG, jiz takova shoda neni®. Z poslednich doporuc¢eni EAU Guidelines ma
nejlepsi dlouhodobé vysledky 3 roky trvajici udrzovaci 1écba. Schéma 1é¢by zahrnuje vzdy 3

61,62

davky v intervalu jednoho tydne ato v 3., 6., 12., 18., 24., 30. a 36. mésici
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1.7.4. Neuspech léecby BCG vakcinou

Neuspéch BCG instila¢ni intravezikalni 1é¢by mize mit dva zakladni divody: BCG
intolerance 1écby a BCG selhani. BCG intolerance je nutnost pteruSeni BCG intravezikalni
1é¢cby pied jejim kompletnim dokoncenim pro zavazné vedlejsi ucinky 1é€by. BCG selhéni je
ponékud $irsi pojem s né€kolika podskupinami. Obecné lze tento pojem zjednodusit na vyskyt
invazivniho karcinomu, (Ta, T1) high grade karcinomu a carcinoma in situ (CIS) v pribéhu
¢i po dokonceni 1écby BCG vakcinou. V rdmci BCG selhani se mizeme setkat s pojmy jako
BCG refrakterni nddor, kdy se objevi casna recidiva (Ta, T1) high grade karcinomu ¢i CIS
po 3 mésicich od zahdjeni 1éc¢by. Relabujici nador je high grade tumor, ktery se objevi
po kompletnim dokonceni BCG 1é€by, navzdory piedchozi dobré onkologické odpovédi.
BCG neodpovidajici (unresponsive) nador je refrakterni ¢i relabujici (Ta,T1) high grade
tumor vyskytujici se do 6 mésicii nebo CIS do 12 mésicli od posledni BCG davky. Horsi
onkologicka prognéza je spojena s BCG refrakternim tumorem ve srovnani s relabujicimi
tumory®. Vyskyt low grade tumoru béhem sledovani po BCG instilaci neni povazovano

za BCG selhani.

Zlatym standardem 1écby BCG selhani ziistava radikalni cystektomie (LEla). Ostatni
alternativni zptisoby maji onkologicky vyrazné horsi vysledky a pacient by mél byt o této
skute¢nosti pIné informovan®®. Informaci, eventualn& klinickych studii stran alternativni
lécby je minimalné. Je nékolik studii, kde bylo dosaZeno relativné dobrého efektu
pii pokracovani BCG udrzovaci terapie ¢i opakovani indukéni terapie pres BCG selhani®®,
V soucasné dobé¢ probiha klinickéd studie s uzitim sunitinibu u pacienti s BCG refrakternim
high grade invazivnim karcinomem mocového méchyfe®. Vice nez 50 % uspé&snost 1é¢by

byla pozorovana u pacientii s vyskytem CIS po tfech mésicich od zahajeni 1écby, kde byla

BCG 1é&ba opakovana™.

43



1.7.5. Komplikace BCG lecby

Intravezikalni terapie BCG vakcinou je bézné uzivanou metodou 1éCby high grade
neinvazivniho karcinomu mo&ového méchyie (Ta, T1) a carcinoma in situ (CI1S)**!, Je
to metoda, kterd je vSak spojena s relativné astym vyskytem nezddoucich vedlejSich Gc¢inkd.
Nastésti, vétSina z nich ma lokalni charakter a jsou zvladnutelné ambulantni 1é¢bou. Vyskyt
zavaznych, systémovych komplikaci vyzadujicich hospitalizaci a cilenou intenzivni péci je
méné nez 5 %’""?. Vzhledem k této skute¢nosti, by indikace BCG 1é¢by méla byt vzdy velmi
individualné zvazovana. Pacient by mél byt plné informovan o moznych komplikacich.
Jednoznaénymi kontraindikacemi BCG intravezikalni 1é¢by jsou: téhotenstvi, kojeni, stavy
spojené¢ s imunosupresi (AIDS, hematologické malignity, 1écba kortikoidy ¢i cytostatiky),
ptecitlivélost na jakoukoliv slozku BCG vakciny, aktivni tuberkuloza, aktivni mocova
(mycoplasmat) do ob¢hu, je dalsi jednoznacnou kontraindikaci akutni ¢i subakutni poranéni
dolnich mocovych cest (2-3 tydny pied aplikaci). Muze se jednat napi. o traumatické

cévkovani, perforaci méchyfte ¢i stav po endoresekci tumoru”.

Je vSak potieba zdlraznit, ze asymptomatickd leukocyturie ¢i mikrohematurie neni
divodem okamZzitého preruseni podavani BCG 1écby, pfipadné zahéjeni antibiotické terapie.
Jednd se o reakci organismu na granulomatdzni zénét sliznice, ktery je BCG vakcinou

72,74

vyvolavan a ktery stoji za mechanismem protinddorového ucinku 1écby’>"™. Neni zcela

jednoduché urcit hranici mezi privodnimi zadoucimi jevy spojenymi s ocekdvanou reakci
organismu a opravdovou komplikaci vyZzadujici nasi pozornost”.

Mezi vedlejsi efekty lokalni 1é¢by nejcastéji patii iritacni cystitida a hematurie. Tyto
obtize se daji zvlddnout analgetiky, nejlépe NSAID (nesteroidni antiflogistika).
Pti pfetrvavani obtizi déle nez 48 h, je jiz ke zvaZeni zahdjeni antibiotické terapie. Lécbou
prvni volby by mély byt fluorochinolony po dobu trvani 5 dni az 2 tydni a docasnym
preruSenim instalaci. Lécba kortikoidy ¢i antituberkulotiky je vyhrazena pro perzistujici
obtize, kde pfedchozi 1é¢ba selhala (isoniazid 300 mg/den na 1 az 2 tydny)”’. Jako relativné
vzacné se vyskytujici lokalni komplikace jsou BCG prostatitida ¢i orchioepididymitida. Zde
je jiz antibioticka 1écba, nejlépe flourochinolony, nezbytna. Antituberkulotika jsou na misté
pti selhdvani 1écby chinolony (isoniazid 300 mg/den ¢i rifampicin 600 mg/den po dobu

3 mésici)™.
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Daleko vice ohrozujici pro pacienta je systémova reakce zplsobend proniknutim
oslabenych mycoplasmat do ob&hu. V extrémnim piipadé mohou vést k postizeni plic
(pneumonitida, BCG-itid¢€), postizeni jater (BCG hepatitid€), postizeni kosti a kloubti (BCG
osteomyelitidg, artritida), ¢i akutnimu septickému stavu (BCG sepse)”™. Ta je zplsobena
masivnim vyplavenim zanétlivych cytokinti, jako reakce na pfitomnost mycobakterii v ob¢hu
(BCG septikémie). Tato reakce je velmi individualni a u vyrazné senzitivnich jedinch mize
rychle dospét v septicky $ok s fatalnimi nasledky®'. Nastésti takto zavazné systémové dopady
1é¢by jsou raritni*’. Relativné Cast&ji se mohou vyskytnout teploty ¢&i bolesti kloubi
(chiipkové priznaky). Obtize trvajici do 48 h se daji zvladnout antipyretiky ¢i NSAID a jsou
znamkou svéd&ici o probihajici zddouci imunitni reakci” . Obtize trvajici déle &i teploty
presahujici 38,5 °C, jiz zasluhuji vice pozornosti. Zde je nezbytné instilace prerusit, provést
kultiva¢ni vySetfeni moce, krevni testy, rentgenovy snimek plic. Na misté je okamzité
zahdjeni antibiotické 1écby, nejlépe fluorochinolonem za soucasné kortikoidni terapie
k utlumeni imunologické reakce organismu. Antituberkulozni 1écba je indikovéana

u pietrvavajicich obtizi po konzultaci specialisty®.

Lécba zavaznych BCG systémovych komplikaci vyzaduje mezioborovou spolupraci
(urolog, pneumolog, intenzivista). V prvni fazi, zejména pokud je spojena s BCG sepsi,
je nutnd intenzivni protiSokova terapie vyzadujici JIP péci spojenou s bolusem tekutin,
podporou obéhu. Nezbytné jsou vysoké davky kortikoidd a antibiotickd 1écba
fluorochinolony. Lécba vSech systémovych komplikaci, po zvladnuti akutni faze, spociva
v dlouhodobé kombinované 1é€be antituberkulotiky. Kortikoidy jsou indikovany jen po dobu
klinickych ptiznaki jako prevence hypersenzitivni reakce organizmu. Lécba antituberkulotiky
musi byt dlouhodobd, kombinovand a pokracujici 1 po odeznéni klinicky i laboratornich
znamek zanétu v délce trvani 6 mésica (isonizid 300/den, rifampicin 600 mg/den, ethambutol
1200 mg/den)*. Pacienti musi byt pravidelné kontrolovani po celou dobu 1é¢by. Je nutné
zdiraznit, 7e jen zcela vyjimecné se podafi prokdzat mycobakteridlni agens. Veskera
kultiva¢ni vySetfeni (mo¢, hemokultury, BAL - bronchoalveolarni lavaz) byvaji zpravidla
s negativnim vysledkem. Podobné velmi nizkou senzitivitu maji serologickd vySetieni i
metoda PCR - polymerazova fetézova reakce®. Indikaci k nasazeni antituberkuldzni 1é¢by je
tedy klinicky stav pacienta v souvislosti s podanim BCG vakciny a soucasné neustupujici

pfiznaky pfes intenzivni antibiotickou terapii.
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Konzultace specialisty, jako pneumologa ¢i mikrobiologa, je v téchto ptipadech
nezbytnosti. Vzhledem k relativné vzacnym vyskytlim téchto komplikaci chybi jednoznacna

doporuéeni Ceské &i Evropské pneumologické spolecnosti stran diagnostiky a 1é¢by®.

Alergické reakce na jakoukoliv slozku BCG vakciny jsou téz velmi vzacné. Jsou vzdy
kontraindikaci 1é¢by. Mirné projevy jsou zvladnutelné antihistaminiky ¢i kortikoidy. Zavazné
projevy pak intenzivni protiSokovou terapii. Fluorochinolony ¢i dokonce antituberkulotika

jsou indikovany jen pfi perzistenci symptomu.
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1.8. Epigenetika

1.8.1. Epigenetické mechanismy (obecné)

Epigenetika je podobor genetiky zabyvajici zménami DNA, které nezasahuji do jeji
sekvence bazi, a vSak hraji dulezitou roli v karcinogenezi malignich onemocnéni.
Epigenetické procesy cCasto ovliviiuji promotorové c¢asti genomové DNA, kterd reguluje
mechanismus exprese (aktivaci/inaktivaci transkripce)®. Mezi identifikované epigenetické
zmény patii metylace DNA, acetylace histonli a mikroRNA. Tyto epigenetické regulace dale
rozSifuji informacni potencial genetického kodu. Epigenetické modifikace mohou byt
reverzibilni, coZ nabizi moZnosti jejiho ovlivnéni. Vyzkum novych latek schopnych zménit

dopad téchto alteraci DNA ma velky potencial v 1é¢bé malignich onemocnéni.

V DNA nachdazejici se v jaderném chromatinu dochédzi pod vlivem strukturalnich a
dynamickych zmén k aktivaci ¢i inhibici genové exprese. Tento funkéni komplex se nazyva
epigenom. Na rozdil od genomu, ktery je v kazdé bunce téZe osoby totozny, epigenom ma
dynamicky charakter a mize se liSit v jednotlivych buiikach stejného organismu®’. V dnesni
dobé je jiz identifikovana celd fada epigenetickych biomarkeri s moznym vyuziti
v diagnostice a sledovani prognoézy malignich onemocnéni s vysokou senzitivitou i
specificitou. Nejvice v tomto sméru jsou prozkoumané a popsané zmény DNA metylace

(napt. hypermetylace promotoru p16 u kolorektalniho karcinomu atd.).
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1.8.2. DNA metylace

V procesu karcinogeneze je nejstudovanéjSim mechanismem DNA metylace
probihajici v promotorovych oblastech genli. Mechanismus spociva v navazani metylu na C-5
uhlik cytosinu v oblasti CpG (par cytosin-guanin) ostrivkl, prostiednictvim DNA-
metyltranferazy. Vysledkem této vazby miliZze byt znemoZnéni naseddni transkripénich
faktorti, pfipadn¢ zména konfigurace chromatinu, ktera neumoziuje transkripci. Dochazi
k inhibici (uml€eni) exprese prislusSného genu. Byla vyvinuta celd fada inhibitori metylace

(5-azacytidin, decitabin, prokainamid a dal3i)®’.

1.8.3. Acetylace histonu  (post-translacni  modifikace

histonovych proteinii)

Histony jsou proteiny sdruzené s chromatinem. Epigenetickda modifikace téchto
proteinti jako post-translac¢ni acetylace (ale 1 metylace, fosforylace) maji dopad na funkci
chromatinu a stav genové exprese. Proces acetylace je katalyzovan histon-acetyltransferazou.
Acetylovany chromatin se pak dostane do stavu aktivni transkripce®’. Inhibice tohoto enzymu
ma antitumor6zni potencial. Mezi pfirodni inhibitory patii napf. kyselina anakardova

obsazena v keSu ofiScich a celd fada syntetickych preparati.

1.8.4. MikroRNA (umlcovani transkripce genii)

Mikro RNAs jsou diilezité regulatory bunécné proliferace, diferenciace a bunécného
cyklu. Jedna se o kratké useky RNA, které nekdduji proteiny, ale funguji jako negativni
regulatory exprese. Ovliviiuji fadu biologickych funkci. Alterované onkogenni miRNAs jsou
nachizeny v genomu nadorovych bun&k®’. Znalost pifitomnosti specifickych miRNAs je

v klinické praxi vyuZzivano v diagnostice a jako prognosticky faktor u riznych typt malignit.
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2. Cile

Ptes Siroké a detailni znalosti patogeneze, diagnostiky a 1é€by karcinomu mocového
méchyte. Zistava fada nejasnych oblasti. Na nékteré z nich byl soustiedén zdjem naseho
vyzkumu. Konkrétné se jednalo o high grade NMIBC a CIS mocového méchyte. V této
oblasti jsme se zamé&fili na vlastni vysledky 1écby BCG vakcinou a moznostmi predikce
odpovédi nddoru na tuto 1écby s vyuzitim analyzy epigenetickych zmén v tkani nadoru.

Pro vyzkumnou ¢4st prace jsme si stanovili tfi zakladni cile:

1. Retrospektivni zhodnoceni vysledkii 1éCby u pacientt s high grade NMIBC a CIS

mocového méchyte, kteti absolvovali BCG instala¢ni terapii.

2. Studium epigenetickych zmén ve tkani high grade NMIBC a CIS.

3. Hledéni epigenetického markeru predikujiciho 1é¢ebnou odpovéd’ BCG vakciny v 1écbé

high grade NMIBC a CIS.

49



v r

3. Vyzkumna ¢ast

3.1. Uvod

Lécba high grade NMIBC a CIS mocového méchyte spocivd v kompletni endoresekci
tumoru v kombinaci s naslednou Bacillus Calmette-Guérin (BCG) intravezikalni instala¢ni
imunoterapii. Alternativou této 1éCby je radikalni cystektomie, jak jiz bylo zminéno v obecné
casti. Rozhodovani mezi touto konzervativni a radikalni metodou je v bézné klinické praxi
Casto velmi slozité. Na jedné strané je obava ze selhdni konzervativni terapie a ztraty Casu
pred radikélnim feSenim, kterd miize mit zdsadni dopad na onkologickou prognézu pacienta.
Na stran¢ druhé, je obava z overtreatmentu, zbytetné mutilace pacienta a snizeni kvality
zivota, kterd je spojena s radikalni cystektomii. UrCitou formou pomoci je napf. uréovani
skore rekurence ¢i progrese onemocnéni dle doporuéeni Evropské Urologické Spolecnosti®™.
Nicméné jednoznacny klinicky ¢i biochemicky marker, ktery by dokéazal odlisit pacienty

vhodné a nevhodné k BGG terapii, neexistuje.

Etiologie malignit, v€etné¢ karcinomu mocového méchyte, byva multifaktorialni.
Na jeji patogenezi se podili vliv zevniho prostfedi, genetické, epigenetické a imunologické
procesy. Epigenetika je podobor genetiky zabyvajici zménami DNA, které nezasahuji do jeji
sekvence, a vSak hraji dilezitou roli v karcinogenezi. Mezi epigenetické zmény patii napf.

metylace DNA, mikro RNA ¢i acetylace histonil.

Metylace DNA predstavuje kovalentni chemickd vazba metylové skupiny na C-5
(uhlik v pozici 5) cytosinového kruhu. Nejcastéji se metylace cystosinu vyskytuje v misté
sekvence 5'-CG-3" je zprosttedkovana DNA cytosin-metyltransferazou. Zmény metylaci
v danych oblastech DNA mohou vést nasledné ke zméné exprese tohoto genu. V procesu
karcinogeneze patii mezi nejvyznamnéj$i zmény metylace CpG ostrivka v promotorovych
oblastech tumor supresorovych genti. Tyto zmény mohou vést k nastartovani procesu

karcinogeneze v normalni buice®".
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3.2. Retrospektivni zhodnoceni vysledkii 1é¢by u pacienti
s high grade NMIBC a CIS mocového méchyre, kteri

absolvovali BCG instalac¢ni terapii

3.2.1. Cil

BCG vakcina patii v soucasnosti k nejucinnéjsi nechirurgické metodé 1écby vysoce
maligniho onemocnéni urotelu. Na nasem pracovisti ma tato 1é€ebnd metoda dlouhodobou
tradici a patii ke standardni 1écbé indikovanych pacientl. Cilem této Casti bylo zhodnoceni

dlouhodobych vysledkt 1éCby pacientll s vyuzitim instalace BCG vakcinou.

3.3.2 Soubor a metoda

Retrospektivné jsme zhodnotili data 82 pacientdl s povrchovych high grade
karcinomem mocového méchyie (Ta, T1, CIS), ktefi prodé€lali instilani BCG terapii
po kompletni endoresekci tumoru na Urologické klinice FN Hradec Kralové. Zakladni soubor
byl rozdélen do dvou podskupin a to na skupinu s dobrou odpovédi a skupinu se selhanim
1é¢by. Do skupiny pacientii s BCG selhanim byli zafazeni pacienti, kde doslo bud’ k rekurenci
¢i progresi onemocnéni nebo dokonce zemieli na chorobu béhem sledovani. Do skupiny
pacientli s dobrou odpovédi byli zarazeni ti, kde béhem sledovéani nedoSlo k rekurenci high
grade karcinomu ¢i jeho progresi v invazivni nebo metastaticky tumor. Doba sledovani

pacientt byla 2 az 13 roka.
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K zafazeni do studie musely byt splnény nésledujici podminky: kompletni, hluboka
resekce tumoru s pfitomnosti svaloviny detrusoru ve vzorku, zaddna ptedchozi instilaléni
terapie, kompletni 6 -tydenni induk¢ni terapie BCG vakcinou nasledovanou udrzovaci BCG
terapii. Schéma podavani udrZzovaci BGG terapie neni jednoznacné definovdno zadnymi
doporucenimi. Na Urologické klinice FNHK je dodrzovan protokol udrzovaci BCG terapie,
spocivajici v aplikaci BCG vakciny v tfimési¢nich cyklech. V kazdém cyklu jsou podény 3
davky v tydennich intervalech. Doba trvani udrzovaci terapie byla minimalné¢ 12 mésict,
pokud nedoSlo k selhdni terapie diive. Pacienti absolvuji kazdé 3 mésice kontrolni

cystoskopii. Tyto definované podminky splnilo 66 pacientd a ti byli zatazeni do studie.

U sledovaného souboru jsme hodnotili demograficka data: vek, pohlavi, Zivotni styl
(kouteni). Dale jsme hodnotili charakteristiky nadoru: velikost tumoru (< 3 cm/> 3 cm),
pfitomnost ¢i nepfitomnost CIS ve vzorku. U vSech tumorti se vypocitalo EORT skore
rekurence a progrese. Dale byla zhodnocena celkova 1écebnd odpovéd’ na podanou BCG
vakcinu. Pokud doslo k selhani 1écby byla hodnocena doba do selhani a jeho z&vaznost
(rekurence, progrese, smrt). Pro porovnani véku a skori mezi skupinami byl pouzit

neparametricky Mann-Whitney test. Pro parametricka data byl uzit y* test.

3.2.3. Vysledky

Celkové bylo zhodnoceno 66 pacienti. Lécebnd odpovéd’ byla pozorovana
u 45 (68 %) pacienti, selhani BCG 1écby u 21 (32 %) pacientli. Ve skupiné selhani se jednalo
o rekurenci onemocnéni u 15 (23 %) pacientli a progresi onemocnéni u 6 (9 %) pacientil.
3 (5 %) pacienti zemfeli na karcinom mocové méchyte. Primémé doba do selhani BCG

terapie byla 10 mésict.

Ob¢ skupiny pacienti stumory (BCG odpovéd 1 selhani) byly homogenni
bez statisticky vyznamnych odchylek. Mezi obéma skupinami BCG nebyl signifikatni rozdil
v pohlavi, velikosti tumoru, pfitomnosti CIS a kutactvi. BCG selhanim bylo spojené s vySsim
skorem rekurence (p=0,0109). Skore progrese nebylo spojeno se statistickou signifikaci

s BCG selhdnim v nasi skupin€ pacientii (p=0,188). Data jsou prezentovana tabulkou (Tab. 7).
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Tab. 7: Demograficka charakteristika obou podskupin pacientii

Charakteristika

BCG

BCG

kontrola

p p
selhani odpoveéd
(n=13)

(n=16) (n=41)
Vek (pramér) 68 (51-79) | 67 (42-84) | 67 (60-73) 0,903 0,901
Kouteni n (%) 8 (50 %) 30 (73 %) 11 (85 %) 0,325 0,0619
Muzské pohlavi n (%) 13 (81 %) 34 (83 %) 11 1,00 1,00

(85 %)

Velikost tumoru nad 7 (44 %) 22 (54 %) - - 0,770
3em n (%)
Skoére rekurence 10 (6-13) 8 (2-12) - - 0,0109
(pramer)
Skore progrese 14 (10-20) 12 (5-20) - - 0,188
(pramér)
Pritomnost CIS n (%) 531 %) 14 (34 %) - - 1,00

p'- porovnani mezi kontrolni skupinou a pacienty s nadory (ob& podskupiny).

p* - porovnani mezi skupinou pacientii se selhanim a odpovédi na 1é¢bu
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3.2.4. Zaver

V nasem souboru pacientll byl potvrzen dobry klinicky efekt BCG instilacni terapie
u pacienti high grade NMIBC a CIS mocového méchyte. Meta-analyzy klinickych studii
potvrdily ptiznivy efekt 1écby BCG ve srovnani jen se samotnou endoresekci tumoru ci
endoresekci spojenou s instilaéni chemoterapii’™”. BCG terapie sniZzuje u této skupiny
pacientl riziko progrese az o 27 %*. Bez 1é¢by az 54 % pacienti s CIS progreduje v invazivni
karcinom mocového méchyie?. U naSich pacientl nebyla spojena piitomnost CIS ani vyssi
skore progrese s vys$Sim rizikem selhani 1é€by, coZz neodpovidd ocekdvanym piedpokladiim.

Vysvétlenim miize byt pravdépodobné nedostatecné velikost souboru.
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3.3. Studium epigenetickych zmén ve tkani high grade
NMIBC a CIS

3.3.1. Cil

Na onkogenezi nadorového onemocnéni se podili vice faktort. Mezi zdsadni patii
zmény genetické a epigenetické vybavy matefské urotelidlni builky. Jednou z nejéastéji
studovanych epigenetickych zmén je metylace DNA. Cilem této ¢asti vyzkumu bylo ovétit
dopad znamych vybranych metylaci supresorovych genli na rozvoj karcinomu mocového
méchyte ¢i odhaleni novych tumor supresorovych gentl, jejichz metylace se podili v procesu

kacinogeneze karcinomu mocového méchyte.

3.3.2. Soubor a metoda

V archivu patologického tustavu byly vyhledany vzorky tumorti vSech 66 pacienti
s high grade NMIBC a CIS mocového méchyte, kteifi splnili definované podminky pro
zatfazeni do studie. Reprezentativni vzorek tumoru byl néasledné¢ ptedan biochemikiim
k epigenetickému zpracovani. Kontrolni tkan, normalni (nemaligni) sliznice mocového
meéchyie, byla ziskana od 13 pacientt, ktefi podé€lali cystektomii pro nemaligni (napft. pistél)
¢i maligni (tumor casti méchyte) indikaci. Vyzkumni zamér byl schvalen Etickou komisi

naSeho pracoviste.
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Z dodané tkan¢ tumoru a kontrolni tkané byla unikatni metodou izolovana DNA, ktera
byla nasledné vyuzita pro samotnou epigenetickou analyzu. Z palety moznych epigenetickych
zmén byla na zédklad¢ literarniho prizkumu a dostupnosti laboratornich metod zvolena
analyza zmén metylaci DNA v nadorové tkéni. Pro samotnou metyla¢ni analyzu byla zvolena
metoda Methylation-Specific Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MS-
MLPA).

K dosaZeni cile bylo nutno porovnat vysledky metyla¢ni analyzy mezi tumordzni tkani
a kontrolni nepostizenou tkani. Pro porovnani vyskytu genli mezi skupinami byl pouzit
Fishertiv ptesny test rozdilu dvou relativnich hodnot. Jako signifikantni byla urcena p-value

<0.05. Byla uzita Bonferroniho modifikace signifikace.

3.3.2.1. Izolace DNA

Parafinové vzorky tumoru mocového méchyte byly ziskany z archivu patologické

kliniky. VSechny vzorky byly pfipraveny a zkontrolovany zkuSenym patologem.

Podminkou zatazeni do kontrolni skupiny byla makroskopicky i mikroskopicky
normalni sliznice moc¢ového méchyie. Touto selekci prosla pouze 1/3 ziskanych vzorki.
Vzorky byly ziskany na zakladé informovaného souhlasu ziskaného od pacienta

pted planovanym vykonem.

DNA byla izolovana z tkdnovych vzorka fixovanych ve formalinu, zalitych v parafinu
pomoci Qiagen DNA extrakcniho kitu (Hilden, Germany) dle protokolu vyrobce s minimem
uprav (Obr. 21). Izolace DNA z tkanovych vzorkii fixovanych ve formalinu, zalitych

v parafinu se sklada z 6-ti zékladnich krokd.
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Obr. 21: Qiagen DNA extrakéni kit
(Zdroj:Mgr. Marcela Chmelatrova, Ph.D.)
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FFPE Tissue Kit (50)

Store at room temperature (15-25°C)

Upon arrival: check compo

Prvnim krokem je odstranéni parafinu jeho rozpusténim v xylenu. Dal§im krokem je
lyza vzorku ptisobenim proteinazy K (56 °C, pies noc). Tietim krokem je inkubace pii 70 °C
(10 minut), pfi niz dochazi ke zvraceni formalinem vyvolaného zesitovani. Nasleduje
navazani DNA na membrdnu a odstranéni kontaminujicich necistot. Poslednim Sestym
krokem je eluovani koncentrované DNA z membrany. Méfeni koncentrace izolované DNA
bylo provedeno dle protokolu vyrobce pomoci dvou technik: fluorimetricky (Qubit,

Invitrogen) a spektrofotometricky (Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific).

57



3.3.2.2. Methylation-Specific Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification (MS-MLPA)

V na$i praci byly pouzity dva MS-MLPA kity: ME0OO1 a ME004 (MRC-Holland,
Amsterdam, The Netherlands), které mohou analyzovat atypickou metylaci u n¢kolika tumor
supresorovych gentl (Tab. 8). Sekvence prob, genova mista a pozice na chromozému mohou
byt nalezeny na http://www.mlpa.com. Metylace jednotlivych gent byla stanovena pomoci
dvou prob, které obsahovaly riznd Hhal restrik¢ni mista. Experimentalni postup byl proveden

podle protokolu vyrobce, s minimem modifikaci.

Tab. 8: Vybrané geny pro metyla¢ni analyzu: MS-MLPA (KIT ME001 a KIT ME004)

Gen Nazev Sondy chr(l;ltt)ll(()lzl(s)mu
TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 02255-L03752 22q12.3
APC Adenomatous polyposis coli 01905-L01968 5q22.2
CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 01524-1L01744 9p21.3
MLH1 (a) MutL. homolog 1 01686-L01266 3p22.2
ATM Ataxia telangiectasia mutated 04044-1.03849 11922.3
RARB Retinoic acid receptor, beta 04040-L01698 3p24.2
CDKN2B Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B 00607-L00591 9p21.3
HIC1 Hypermethylated in cancer 1 03804-L00949 17p13.3
BRCA1 Breast cancer 1 05162-1.04543 17921.31
CASPS I()Z:;gz:e& apoptosis-related cysteine 02761-1.02210 2433.1
CDKNI1B Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 07949-L07730 12p13.1
KLLN Kil!iq, p53-regulated DNA replication 02203-1.03261 109233

inhibitor
BRCA2 Breast cancer 2 04042-L03755 13q12.3
CD44 CD44 molecule (Indian blood group) 03817-L01731 11p13
RASSF1 (a) Ras .association (RalGDS/AF-6) domain 02248-1.01734 3p21.31
family member 1
DAPK1 Death-associated protein kinase 1 01677-L01257 9q21.33

58




VHL 'Von Hippel-Lindau tumor suppressor 03810-L01211 3p25.3
ESR1 Estrogen receptor 1 02202-L01700 6q25.1
RASSF1 (b) gfl 1‘1‘?&‘;‘%‘:; gRalGDS/ AF-6) domain 03807-L02159 3p21.31
TP73 Tumor protein p73 04050-L01263 1p36.32
FHIT Fragile histidine triad 02201-L01699 3pl4.2
IGSF4 Cell adhesion molecule 1 03819-L03848 11g23.3
CDH13 Cadherin 13, H-cadherin 07946-L07727 16g23.3
GSTP1 Glutathione S-transferase pi 1 01638-L01176 11q13.2
MLH1 (b) MutL homolog 1 02260-L01747 3p22.2
EPHB2 Ephrin receptor B2 07910-L07623 1p36.1
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 10344-1.10882 18q21.3
PTEN Phosphatase and tensin homolog 10345-L.11988 10923.3
NF1 (a) (Neurofibromin 1 03845-1L03318 17q11.2
RARRES] i&zitlllr:;ac) zicid receptor responder (tazarotene 03308-1.13245 3925
TERT Telomerase reverse transcriptase 10346-L.10884 5pl5.3
THBS1 Thrombospondin 1 02739-L02166 15q15
SFRP1 (a) Secreted frizzled-related protein 1 10564-1L13246 8pll1.2
IGF2R (a) Insulin-like growth factor 2 receptor 02800-L02185 6426
NF1 (b) Neurofibromin 1 03844-L.03317 17q11.2
TWIST1 Twist homolog 1 07015-L06626 7p21.2
APAF1 (a) |Apoptotic peptidase activating factor 1 09165-L09458 12g23.1
PCNA Proliferating cell nuclear antigen 03955-L03394 20p12.3
pNAJcls  [Pna! (Hspd0) homolog, subfamily C, 03297-102661 13q14.1
member 15

NTRK1 Il\Ieurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 03970-1.03357 1q23.1
PXMP4 (a) [Peroxisomal membrane protein 4 03303-L13247 20ql11.2
MENT1 (a) Multiple endocrine neoplasia I 09168-L09461 11q13.1
LMNA Lamin A/C 12287-L13799 1922
APAF1 (b) |Apoptotic peptidase activating factor 1 09166-L09459 12¢23.1
PCCA E (r)‘l’;’;‘;%ldgo‘“ carboxylase, alpha 08676-L08688 13¢32.3
PAX6 Paired box 6 03748-1L03208 11pl3
RBM14 RNA binding motif protein 14 09429-L09678 11q13
MUSS81 (a) [MUSS81 endonuclease homolog 09157-L09315 11q13.1
IGF2R (b) Insulin-like growth factor 2 receptor 02801-L02186 6426
SFRP1 (b) Secreted frizzled-related protein 1 10563-L11109 8pll.2
GATA4 GATA binding protein 4 03754-L13255 8p23.1
PXMP4 (b) [Peroxisomal membrane protein 4 03304-L13248 20q11.2
MENT1 (b) Multiple endocrine neoplasia I 09167-L09460 11q13.1
MUSS81 (b) [MUSS81 endonuclease homolog 10574-L09314 11q13.1
WIF1 'WNT inhibitory factor 1 10361-L.10899 12q14.3
CDH1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) 10364-1L13254 16922.1
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V kratkosti, DNA (100 ng) byla rozpusténa v 5 pl TE-pufru (10 mM Tris-CI; 0,5 mM
EDTA; pH 9,0), denaturovdna a nasledné ochlazena na 25 °C. Po pfidani smési prob, byly
proby pies noc hybridizovany (16-18 hodin) pti 60 °C. Nasledné byly vzorky rozdéleny
na dva podily: jedna polovina vzorku byla pfimo ligovana, zatimco druhéd polovina vzorku
byla spolecné s ligazou vystavena piisobeni restrikéni endonukleazy Hhal (30 minut pfi 49
°C). Toto stépeni zpusobilo ligaci pouze nenaStépené (metylované¢) DNA sekvence.
Amplifikacni PCR reakce byla provedena ve standardnim termocykléru (GeneAmp 9700,
Applied Biosystems) a vyuzivala teplotni profil: 35 cyklt denaturace pti 95 °C 30 s, annealing
pii 60 °C 30 s a extenze pii 72 °C 1 minutu, zakon¢eno zaveérenou extenzi 20 minut pii 72 °C
(Obr. 22).

Obr. 22:Termocyklér GeneAmp 9700
(Zdroj:Mgr. Marcela Chmelatova, Ph.D.)

Alikvoty PCR reakce (0,6 ul) byly smichany s 0,2 ul vnitiniho standardu GeneScan™
—500 LIZ® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a 9,0 ul formamidu. Po denaturaci
byly fragmenty separovany a kvantifikovany na ABI3130 kapildrnim sekvenatoru a

analyzovany pomoci GeneMapper 4,0 (oba Applied Biosystems) (Obr. 23).
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Obr. 23:Kapilarni sekvenator ABI3130
(Zdroj:Mgr. Marcela Chmelatova, Ph.D.)

Plochy pikt s odpovidajici velikosti parti bazi (bp) byly pouzity pro dalsi zpracovani
dat. Pomér metylace byl ziskdn nasledujicim vypoctem: Dm = (Px / Pctrl) Dig / (Px / Pctrl)
Undig, kde Dm je pomér metylace, Px je plocha piku dané sondy, Pctrl je soucet ploch piki
vSech kontrolnich sond, Dig znamend Hhal $tépeny vzorek a Undig neStépeny vzorek. Dm se
muze pohybovat od 0 do 1,0 (odpovidd 0 % -100 % metylované DNA). Na zaklad¢
pfedchozich experimentli jsme povazovali promotor za metylovany, pokud Dm > 0,2, coz

odpovida 20 % metylované DNA?'2,

CpG univerzaln€ metylovana a nemetylovana DNA (Zymoresearch, Irvine, CA, USA)

byly pouzity v kazdém béhu jako kontroly.
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3.3.3. Vysledky

Kompletni nebo castecnd metylacni analyza byla provedena u 57 pacientl s tumorem
méchyie a 13 kontrolnich pacientli. 1zolace DNA byla neuspé$nd u 9 pacientli, kde tedy

metalacni analyzu nebylo mozno provést.

U povrchového high grade karcinomu mocového méchyfe byly zjiStény zmény
metylaci v porovnani s kontrolni tkani u téchto genti: WIF1, GATA4, TERT, BLC2, CDH13,
RASSFla, RASSF1b, TP73, CDKN2B, APC, TWIST1, PTEN, SFRP1b. Zcela nové byly
nami identifikovany zmény metylaci genit MUS81a, NTRK1 a PCCA.

3.3.4. Zaver

Genetické a epigenetické zmény hraji dilezitou roli v rozvoji karcinomu mocového
méchyte. Odhaleni metylaci novych tumor supresorovych gent, které se podileji na procesu
karcinogenezi karcinomu moc¢ového méchyte, mize vést k hlubsimu pochopeni téchto zmén a
ke zlepSeni diagnostiky 1 1écby této Zivot ohrozujici choroby. V nasi praci jsme nové prokazali
signifikantni zmény metylaci geni MUS8la, NTRKI1 a PCCA jeZ nebyly prokazany
ve zdravé urotelidlni tkani. Zmény metylaci DNA v nddorovych bunkach se jevi jako velmi

nadéjné téma dalsiho védeckého vyzkumu.
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3.4. Hledani epigenetického markeru predikujiciho
léCebnou odpovéd® BCG vakciny v 1éCbé high grade
NMIBC a CIS

3.4.1. Cil

Pfi naSem vyzkumu byly jednoznaéné prokazany rozdily v metylaci DNA
nadorovych, urotelialnich bunék ve srovnani se zdravym urotelem. Uroveti metylaénich zmén
u high grade a CIS karcinomu mocového méchyie neni homogenni. Otevira se otdzka, zda
ruzné urovné téchto zmén mohou mit klinicky dopad na biologické chovani nadoru, odpoved’
na podavanou lécbu ¢i progndzu onemocnéni. Dominantni nechirurgickou metodu high grade
a CIS karcinomu mocového méchyie je intravezikalni aplikace BCG vakciny. Cilem nasi
prace bylo ovéfit hypotézu, Ze pfitomnost ¢i absence ndmi vybranych genl koreluje

s klinickou odpovédi na podanou BCG [écbu.

3.4.2. Soubor a metoda

Byla provedena statisticka analyza dat 57 pacientt s high grade NMIBC a CIS
mocového méchyie, u kterych byla uspésné dokoncena metylacni analyza (viz kapitola 3.3.).
Tento zékladni soubor byl rozdélen na zaklad€ znalosti dal§iho vyvoje onemocnéni po podani
BCG vakciny. Soubor byl rozdélan na skupinu s dobrou odpovédi na BCG 1écbu (n=41) a
s BCG selhanim (n=16). Statistickymi metodami byly hodnoceny rozdily metyla¢nich zmén

DNA mezi obéma skupinami.
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Pro porovnani vyskytu gen mezi skupinami byl pouzit FisherGv piesny test rozdilu
dvou relativnich hodnot. Jako signifikantni byla urena p-value <0,05. Byla uzita

Bonferroniho modifikace signifikace.

3.4.3. Vysledky

Ze vSech 56 analyzovanych genli byly odhaleny signifikantni zmény metylaci u dvou
genl. Neptitomnost metylaci geni CDKN2B (p=0,00312**) a MUS81a (p=0,0191%*) byla
spojena se selhanim BCG lécby (Tab. 9).

64



Tab. 9: Pfitomnost metylaci vybranych genti u jednotlivych podskupin pacientii

gen BCG selhani BCG odpovéd” | Nadorova | Kontrolni p' P’
skupina skupina
(n=16) (n=41)
(n=13)

TIMP3 3 (19 %) 6 (15 %) 9(16%) | 0(0%) 0,189 0,710
APC 7 (44 %) 14 (34 %) 2037%) | 0(0%) | 0,00635 | 0,761
CDKN2A 1(6 %) 12 %) 24%) | 0(0%) 1,00 0,501
MLHIa 3 (19 %) 6 (15 %) 9(16%) | 0(0%) 0,189 0,710
ATM 1(6 %) 12 %) 24%) | 0(0%) 1,00 0,501
RARB 1(6 %) 5 (12 %) 6(11%) | 0(0%) 0,587 0,659
CDKN2B 2 (13 %) 22 (54 %) 24(@2%) | 109%) | 00229 | 0,00312”
HIC1 1(7 %) 24 %) 3G5%) | 0(0%) 1,00 1,00
CHFR 0(0 %) 0(0 %) 000%) | 0(0%) - -
BRCAI 00 %) 0(0 %) 00%) | 0(0%) ; ;
CASPS8 1(6 %) 0(0 %) 12%) | 0(0%) 1,00 0,291
CDKNIB 0(0 %) 0(0 %) 00%) | 0(0%) ; ;
KLLN 1(6 %) 2 (4 %) 3G5%) | 0(0%) 1,00 1,00
BRCA2 0(0 %) 0(0 %) 00%) | 0(0%) - -
CD44 3 (19 %) 3(7%) 6(11%) | 0(0%) 0,587 0,342
RASSFla 8 (50 %) 15 (37 %) 23(40%) | 0(0%) | 0,00289" | 0,550
DAPKI1 1(6 %) 24 %) 3G5%) | 0(0%) 1,00 1,00
VHL 00 %) 0(0 %) 00%) | 0(0%) ; ;
ESR1 2(13 %) 6 (15 %) 8(14%) | 0(0%) 0,338 1,00
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RASSF1b 8 (53 %) 18 (44 %) 26(46%) | 0(0%) | 0,00104 1,00
TP73 6 (33 %) 18 (44 %) 24(42%) | 2(15%) | 0,0229° 0,765
FHIT 0 (0 %) 12 %) 12%) | 0(0%) 1,00 1,00
CADMI 2(13 %) 410 %) 6(11%) | 0(0%) 0,587 1,00
CDH13 13 (81 %) 35 (85 %) 48 (84 %) | 3(27%) | 0,00001° | 0,402
GSTP1 1(6%) 2 (4 %) 3(5%) | 0(0%) 1,00 1,00
MLHIb 0 (0 %) 0 (0 %) 00%) | 0(0%) - -

EPHB2 1(6 %) 0 (0 %) 12%) | 0(0%) 1,00 0,275
BCL2 11 (69 %) 27 (66 %) 38(67%) | 1(8%) | 0,00002° 1,00
PTEN 427 %) 19 (46 %) 23(40%) | 0(0%) | 0,00236° | 0,210
NFla 0 (0 %) 0 (0 %) 00%) | 0(0%) - -

RARRESI 0 (0 %) 7(17 %) 7(12%) | 0(0 %) 0,328 0,169
TERT 14 (88 %) 37 (90 %) 51(89%) | 5(38%) < 1,00

0,00001"

THBSI 0 (0 %) 0 (0 %) 00%) | 0(0%) - -

SFRPla 12 (30 %) 36 (88 %) 48 (84 %) | 10(91 %) | 0,0925 0,179
IGF2R 1(7 %) 3(6%) 4(7%) | 0(0%) 0,574 1,00
NF1b 1(7 %) 6 (15 %) 7(12%) | 0(0%) 0,328 0,657
TWISTI 14 (88 %) 37 (90 %) 51(81%) | 9(69%) | 0,00113" 1,00
APAFla 14 (88 %) 35 (85 %) 49 (86 %) | 11(85%) | 0,181 1,00
PCNA 0 (0 %) 0 (0 %) 00%) | 0(0%) - -
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DNAIC15 3 (20 %) 15 (37 %) 18(32%) | 8(73%) 0,117 0,326
NTRKI 8 (50 %) 19 (46 %) 27(47%) | 1(9%) | 0,00396° | 0,762
PXMP4a 2 (13 %) 2 (4 %) 4(7%) | 0(0%) 0,574 0,300
MEN1a 0 (0 %) 0 (0 %) 000%) | 0(0%) - -
LMNA 0 (0 %) 0 (0 %) 000%) | 0(0%) - -
APAF1b 1(7 %) 3(6 %) 4(7%) | 0(0%) 0,574 1.00
PCCA 4(26 %) 14 (34 %) 1832%) | 0(0%) | 0,0130° 0,744
PAX6 0 (0 %) 0 (0 %) 000%) | 0(0%) - -
RBM14 0 (0 %) 0 (0 %) 000%) | 0(0%) - -
MUS81a 5(33 %) 28 (68 %) 33(58%) | 0(0%) | 0,00002" | 0,0191°
IGF2R 0 (0 %) 0 (0 %) 000%) | 0(0%) - -
SFRP1b 6 (40 %) 17 (41 %) 23(40%) | 0(0%) | 0,00236" 1,00
GATA4 12 (75 %) 31 (76 %) 43(75%) | 4(31%) | 0,00036" 1,00
PXMP4b 2 (13 %) 1 (4 %) 3(5%) | 0(0%) 1,00 0,179
MEN1b 0 (0 %) 0 (0 %) 000%) | 0(0%) - -
MUS81b 1(7 %) 3(6 %) 4(7%) | 0(0%) 0,574 1,00
WIF 1 7 (47 %) 18 (44 %) 1544%) | 1(9%) | 0,00962° 1,00

p'- porovnani mezi kontrolni skupinou a pacienty s nadory (ob¢ podskupiny).

p’- porovnani mezi skupinou pacientl s selhanim a odpovédi na lé¢bu.

Signifikance s Bonferroni modifikaci: *p<0.05, ™ p<0.01, ™ p<0.001
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3.4.4. Zaver

Na zéklad¢ vystupu nasSi prace a dosud publikovanych dat, maji zmény metylaci
vybranych tumor supresorovych genl potencidl v pfedpovédi lécebné odpovédi BCG
instila¢ni terapie, u pacientii s povrchovym high grade karcinomem mocového méchyie®.
Nicméng¢ zatim je stale malo dat pro bezpecné vyuziti v bézné klinické praxi. Metylace tumor
supresorovych gent jako PMF-1, MSH6, THBS1, CDKN2B a MUSS81 jsou velmi nadéjné

pro dalsi vyzkum.
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3.5. Diskuze

Karcinom modového méchyie je typickou malignitou vyssiho véku. Castéji se
vyskytuje u muzi, coz je ddno vétsSim zastoupenim kuidkii mezi muzi a ¢astéjSimu vystaveni
muzu rizikovym faktorim v zaméstani (viz kapitola Etiologie). V porovnani s ostatnimi
regiony patii Ceska republika k zemim s nejvy$§im vyskytem karcinomu mo¢ového méchyie
nejen v rdmci EU, ale 1 celosvétove. S nasi celkovou incidenci 13,2/100000 obyvatel jsme
na 5. misté¢ v EU a 8. misté& v celosvétovém porovnani®. V dobé& diagndzy je pramémé 75 %

nadort ve stadiu do svald neinvadujiciho nadoru stadia Ta, T1 ¢&i carcinoma in situ (CIS)°.

Diagnostika karcinomu mocového méchyie je zalozena na klinickych symptomech,
zobrazovacich a endoskopickych event. cytologickych vySetfenich (viz kapitola Diagnostika).
Nédorové markery jsou jist¢ budoucnosti diagnosticky a sledovani pacientll s karcinomem
mocového méchyie. Ze znamych naddorovych markeri zatim bohuzel zadny nedosahl takové
senzitivity ¢i specificity, aby mohl byt vyuzZit v béZzné klinické praxi. Lécba NMIBC je
zaloZena na snaze o kompletni endoskopické odstranéni tumoru a to samostatné ¢i ve spojeni

s intravezikalni instalacni 1écbou (viz kapitola Lécba).

Intravezikalni chemoterapie spociva v aplikaci mitomycinu-C (epirubicin, doxorubicin
méng¢ Castéji) do moCové méchyte. Jako nejefektivnéjsi se jevi okamzitd jednorazova aplikace
do 24 h (nejlépe do 2 h) po provedené endoresekci s cilem znicit cirkulujici nddorové bunky a
rezidudlni nadorové builky v modovém méchyfi po endoresekci®. Uzivani nasledné
intravezikalni chemoterapie je spojena s problematikou nejasného davkovani a doby trvani
1é¢by. Smysluplnd se zda jen u nizce rizikovych pacientii, kde snizuje pravdépodobnost

recidivy®.

Intravezikalni BCG instilacni terapie je zejména urcena pro vysoce rizikové pacienta
s high grade tumorem a CIS. Potieba je vSak zdlraznit, Ze jeji vyuziti v 1écbé high grade
onemocnéni.’’”?, BCG instilaéni terapie je spojena s celou fadou otazek a problémil. Jednim z
problémt jsou Casté¢ vypadky BCG vakciny na trhu s 1éCivy v poslednich letech. Nasledkem
toho je snizend dostupnost BCG vakciny pro klinické vyuZiti a to neziidka vede k nedodrzeni
schématu podavani. Dalsi dlouhodobé problematickou zalezitosti je spravna aplikace a

davkovani BCG vakciny. Obecna shoda je pouze na induké¢ni terapit BCG, kterda spociva
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v aplikaci 6 davek v jedno tydennich intervalech. Zejména pak v udrzovaci BCG terapii jsou
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi pracovisti, pokud je vibec podavana. Z poslednich
doporuceni EAU Guidelines ma nejlepsi dlouhodobé vysledky 3 roky trvajici udrzovaci 1écba.
Schéma 1écby zahrnuje vzdy 3 davky v intervalu jednoho tydne a to v 3., 6., 12., 18., 24., 30.,

a 36. mésici®®%.

Dobra t¢innost BCG vakciny je vykoupena celou fadou neZzadoucich efekt. Nicméné
zavaznéjsi vedlejsi ucinky jsou popsany u méné nez 5% pacientti®. Nejcast&jsi jsou lokalni
komplikace zptsobené iritaci sliznice mocového méchyie BCG vakcinou, jako je cystitida ¢i
hematurie. Tyto obtize jsou vétSinou snadno zvladnutelné a nebyvaji divodem pieruseni
1é¢cby. Jak jiz bylo feceno zavazné komplikace s BCG instilaéni terapii jsou vzacné a témet
vzdy jsou spokojeny s nedodrzenim zdsad spravného podavani ¢i kontraindikaci. Systémova
reakce organizmu je spojena s prunikem mycoplasmat do krevniho fecist¢ (BCG septikémie),
coz vede k bouflivé imunitni odpovédi. Mezi takto zdvazné stavy patii BCG sepse, BCG
pneumonitida, vzacné byly popsané i BCG hepatitida, BCG osteomyelitida ¢i artritida. Lécba
téchto komplikaci vyZzaduje zejména v prvni fazi JIP s intenzivni protiSokovou terapii.
Po zvladnuti akutniho stavu pak nasleduje mnohamésic¢ni antituberkulotiky. Tyto zavazné
stavy si vyzaduji uzkou spolupraci mezi urologem intenzivistou a pneumologem. Je vSak
dalezité tici, Ze BCG instilac¢ni terapie je pii dodrZzeni zdsad spravné aplikace bezpecnou
lécebnou metodou, kde terapeuticky benefit vyrazné prevySuje rizika moznych komplikaci.
Podrobnosti o komplikacich BCG 1écby a moznosti jejich zvladnuti jsou pak podrobné

popsany v kapitole BCG komplikace.

Ptes uspokojivé klinické vysledky 1é€by BCG vakcinou, je celd fada pacientd, kde
dochazi k selhani této 1é¢by. Na tuto problematickou skupinu pacientii byl zaméfen nas
vyzkum. V dnesni dob¢ neexistuje biochemicky marker, ktery by dokazal piedurcit selhani
BCG lécby. Urcitou formou pomoci je urovani skore rekurence ¢i progrese onemocnéni dle
doporuceni Evropské Urologické Spolecnosti (Tab. 6)*. U pacientli, kde selze konzervativni
ptistup s BCG terapii, je pouze oddaleno radikalni feSeni, tedy radikalni cystektomie
s nutnosti derivace moce (viz kapitola Lécba). Tato ¢asova prodleva v fadu mésicti miize mit
zésadni dopad na onkologickou prognozu pacienta®. Zlatym standardem 1é¢by BCG selhani
zustava radikalni cystektomie. Ostatni alternativni zplisoby maji onkologicky vyrazné& horsi
vysledky®. Informaci, eventualng klinickych studii stran alternativni 1é¢by je minimalng. Je

nekolik studii, kde bylo dosazeno relativné dobrého efektu pii pokracovani BCG udrzovaci
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terapie ¢i opakovani indukéni terapie pies BCG selhani®®®. V soucasné dobé& probiha klinicka
studie s uzitim sunitinibu u pacientli s BCG refrakternim Aigh grade invazivnim karcinomem
mocového méchyie®.

Etiologie malignit, v€etné¢ karcinomu mocového méchyfe, byvad multifaktoridlni.
Na jeji patogenezi se podili vliv zevniho prostiedi, genetické, epigenetické a imunologické
procesy. Epigenetika je podobor genetiky zabyvajici zménami DNA, které nezasahuji do jeji
sekvence, avSak hraji dileZitou roli v karcinogenezi. Epigenetické procesy Casto ovliviiuji
promotorové ¢asti genomové DNA, kterd reguluje mechanismus exprese (aktivaci/inaktivaci
transkripce)®’. Tyto epigenetické regulace dale rozsifuji informacni potencial genetického
kodu. Epigenetické modifikace mohou byt reverzibilni, coz nabizi moznosti jejiho ovlivnéni.
Vyzkum novych latek schopnych zménit dopad téchto alteraci DNA ma velky potencial
v 1é¢beé malignich onemocnéni. V dnesni dobé je jiz identifikovana celd fada epigenetickych
biomarkeri s moznym vyuZiti v diagnostice a sledovani prognézy malignich onemocnéni

s vysokou senzitivitou i specificitou.

Mezi epigenetické zmény patii napt. metylace DNA, mikro RNA ¢i acetylace histont
(viz. kapitola Epigenetika). Nejvice v tomto sméru jsou prozkoumané a popsané zmény DNA
metylace. Zmény metylaci hraji dilezitou roli v karcinogenezi u velké €asti nddorovych

96-105

onemocnéni, vcetné¢ karcinomu mocového meéchyie Metylace DNA predstavuje
kovalentni chemicka vazba metylové skupiny na C-5 (uhlik v pozici 5) cytosinového kruhu.
Nejcastéji se metylace cystosinu vyskytuje v misté sekvence 5'-CG-3" je zprostiedkovana
DNA cytosin-metyltransferazou. Zmény metylaci v danych oblastech DNA mohou vést
nasledné ke zméné exprese tohoto genu. V procesu karcinogeneze patii mezi nejvyznamngéjsi
zmény metylace CpG ostravkll v promotorovych oblastech tumor supresorovych gend. Tyto

8990 Znalost

zmeény mohou vést k nastartovani procesu karcinogeneze v normalni buiice
metyla¢ni zmény by mohla byt vyuzita v odhadu 1écebné odpovédi na BCG instilacni terapii a
ur€it nevhodné pacienty k BCG 1é€bé, u kterych je na misté casny radikdlni lécebny
piistup'%1%7,

V nasi praci byly pro metylac¢ni analyzu zkuSenym biochemikem vybrany a pouzity
dva MS-MLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification)
kity: MEOO1 a ME004 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands), které mohou
analyzovat atypickou metylaci u nékolika tumor supresorovych gent (Tab. 8). Studijni pouziti

kiti bylo provedeno podle protokolu vyrobce, s minimem modifikaci. Sety MS-MLPA
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(MEO01 a ME 004) byly vybrany s ptedpokladem odhaleni novych typickych metyla¢nych
zmén pro karcinom mocového méchyie a kterd zatim nebyly uzity ve vyzkumu dané

problematiky.

Nejcastéji byvaji popisovany hypermetylace promotorovych oblasti vybranych tumor
supresovych genti. Takovy nalez je vSak nutné dat vzdy do kontextu s klinickym nalezem.
Muze byt spojen jak s dobrou tak Spatnou prognézou dle typu nadoru a identifikované

101-103,106,108

hypermetylace Stejnym  zpiisobem hypometylace (nepfitomnost metylace)

vybraného tumor supresorového genu miize byt spojena s klinickou odpovédi'®®'?’.

CDKN2B gen kédujici inhibitor cyklin-dependentni kindzy 2B. Tento gen se nachazi
v blizkosti tumor supresorového genu CDKN2A, kde byly nalezeny ¢etné mutace u Sirokého
spektra tumort. Inhibitor cyklin-dependentni kindzy 2B tvofi komplex s CDK4 a CDK6 a
zabranuje jejich aktivaci, tim je zablokovana tvorba proteinu (ze skupiny bunécny rastovych
faktorti), které kontroluji Gl fazi bunéfného cyklu. Metylace CDKN2B jiz byla
identifikovana u nékterych malignit (dlazdicobunéény karcinom laryngu, akutni myeloidni

leukémie, karcinom ovaria)'®"''",

MUSS81 (Structure-Specific Endonuclease Subunit) je protein kodujici gen. MUSS81
protein patii do skupiny DNA strukturdlné-specifickych nukledz, kterd maji dulezitou roli

pii replikaci a reparaci DNA''?,

Neptitomnost metylaci promotorovych oblasti tumor supresorovych geni CDKN2B a
MUSS8I1 byla spojena se selhanim BCG 1é¢by v nasem vyzkumu. Mechanismus, ktery vede
k tomuto klinickému vystupu neni znam. Publikované vystupy stran ptedurceni odpovédi na
BCG instilacni terapii u povrchového high grade karcinomu mocového méchyte jsou velmi
chudé. Jako nadéjné geny v této problematice se jevi také polyamide-modulated factor-1

(PMF-1) ¢i kombinace geni MSH6 s THBS1'%%177,

BCG intravezikalni intila¢ni terapie je uc¢innd metoda 1écby high grade NMIBC a
carcinoma in situ (CIS) mocového méchyie. Mozny léCebny benefit pro pacienta stile
pfevySuje rizika spojenda s lécbou. Nezbytnosti je plnd informovanost pacienta o moznych
komplikacich. Pokud jsou dodrzena pravidla spravného podavani a kontraindikace je BCG
vakcina bezpecnou metodou lécby. Handikapem v klinické praxi vSak zistava obtizna

predikovatelnost selhani 1é€by BGG vakcinou.
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