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Souhrn:

Cil: Zhodnotit prognosticky vyznam mikrosatelitové analyzy na 3. chromozomu u pacientll s konvenénim renalnim karcinomem.
Metodika: Do prospektivni studie bylo zafazeno celkem 63 pacientl s lokalizovanym histologicky ovéfenym renalnim karcinomem.
Pacienti podstoupili nefrektomii nebo parcialni resekci v dobé od roku 2002 do roku 2005. Sledovali jsme Cetnost vyskytu ztraty
heterozygozity na chromozomu 3 ve studovaném souboru, vztah pfitomnosti LOH k velikosti a gradu nadoru, respektive k pribéhu
onemocnén.

Vysledky: Marker D3S1289 byl informativni u 82,5% a D3S1560 u 84,1 % pacientl. Ztrata heterozygozity na lokusu D3S1289 byla
prokazanayv 57,1 %, na lokusu D3S1560 v 55,6 % a na obou lokusech sou¢asné v 42,9 % pfipadl. BEhem primérné doby sledovani
29,5 mésicu doslo k recidivé onemocnéni u 7 nemocnych. U kazdého z nich byla prokazana LOH alespor v jednom z lokusu, u tyfi
z nich pak v obou lokusech.

Zaveér: Ztrata heterozygozity(LOH) v lokusech D3S1560 a D3S1289 je ¢astym nalezem ve tkani lokalizovaného konvenéniho re-
nalniho karcinomu.
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MICROSATELLITE ANALYSIS ON CHROMOSOME 3 IN CONVENTIONAL (CLEAR CELL)

RENAL CELL CARCINOMA TISSUE

Abstract

Objective: To evaluate the prognostic value of microsatellite analysis on chromosome 3 in patients with conventional renal cell
carcinoma.

Methods: A total of 63 patients with localized histologically confirmed renal cell carcinoma were included in a prospective study.
The patients underwent nephrectomy or partial resection between 2002 and 2005. We observed the study group for the frequency
of loss of heterozygosity (LOH) on chromosome 3 as well as for the relation of loss of heterozygosity to tumour size and grade
and/or the course of the disease.

Results: Marker D3S1289 was informative in 82.5% and D3S1560 in 84.1 % of patients. Loss of heterozygosity at locus D3S1289
was shown in 57.1 %, at locus D3S1560 in 55.6 %, and at both loci simultaneously in 42.9% of cases. During a mean follow-up of
29.5 months, the disease recurred in 7 patients. In each of them, LOH was confirmed in at least one of the loci, in four of them in
both loci.

Conclusion: Loss of heterozygosity (LOH) at loci D3S1560 and D3S1289 is a common finding in localized conventional renal cell
carcinoma tissue.

Key words: microsatellite analysis, loss of heterozygosity, conventional (clear cell) renal adenocarcinoma, chromosome 3.
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Uvod né z nejvySsich na svété (1). Mortalita v roce 2000 byla

Zhoubné nadory ledvin tvofi u dospélych 1-2% ma-
lignich onemocnéni. Nej¢astéjSim histologickym typem
je konvencni, svétlobunécny renalni karcinom, ktery je
diagnostikovan asi v 65—75 % pfipadud. Dle narodniho on-
kologického registru bylo v roce 2000 hlageno v CR 1346
novych onemocnéni u muzd a 943 u zen. Incidence byla

17,9/100000 zen a 26,9/100000 muzu a dosahla tak jed-

14,6/100000 muzu a 8,7/100000 zen, coz pfedstavovalo
4,1% vSech zemfelych na maligni onemocnéni (2).
Etiologie nadoru neni znama. Bylo vysloveno po-
dezfeni o vlivu civilizaénich faktord, jako jsou koufeni,
obezita nebo hypertenze. Znam je zvySeny vyskyt kon-
venéniho renalniho karcinomu u autosomalné recesivné
dédicného onemocnéni nazyvaného von Hippel-Lindadv
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Tabulka 1. Vstupni charakteristika pacientt a nador(

Muzi 4
Zeny 22
Vék 33-85 let, priméry 69,1

2-12¢cm

G136, G225,G32
T1a 19, T1b 23, T2 21
29,5 mésicl

Velikost nédoru

Grade dle Fuhrmanové

TNM klasifikace (UICC, 2002)
Primérna doba sledovani

Tabulka 2. Informativnost zkoumanych markerd

D3S1289 informativni v 82,5% (52/63)
D351560 informativni v 84,1 % (53/63)
LOH na D3S1289 57,1% (36/63)
LOH na D3S1560 55,6 % (35/63)

LOH na obou lokusech 42,9% (27/63)

Tabulka 3. Vztah informativnosti, LOH a gradu dle Fuhrmanové

G1 G2 G3
LOH na D3S1289 |5 793% |5 794% |0 0%
LOH na D3S1560 |7 M11% |2 317% |0 0%
LOH 12 19,05% |12 19,05% |2 317%
na obou lokusech
LOH na zadném |8 127% |2 317% |0 0%
z lokus(
neinformativni 4 6,35% |4 6,35% |0 0%
Celkem 36 5714% |25 39,68% |2 317%

syndrom. Jeho incidence je 1/36 000 az 1/85000 obyvatel
(2). Nemoc je zpusobena mutaci genu VHL (von Hippel-
Lindau), ktery je znamym tumor-supresorovym genem
(TSG) a nachazi se na kratkém raménku chromozomu
3. Skupina tumor-supresorovych gent je zodpovédna za
regulaci proliferace bunék a podporuje jejich diferenciaci
a apoptozu. Jejich inaktivace vede k nekontrolovanému
rstu a vzniku nadoru. Kazdy TSG ma dvé alely — jed-
nu paternalni a jednu maternalni. V pfipadé, ze jsou obé
alely genu stejné, je dany jedinec pro gen homozygotni.
Kdyz jsou alely odliSné — jedinec je heterozygot. Posko-
zeni obou alel vede k inaktivaci daného genu. Poskozeni
jedné alely mlze byt vrozené, mutace/eliminace alely dru-
hé pak vede ke ztraté heterozygozity. Mechanizmy ztraty
heterozygozity jsou rlizné. Nejcastéji se jedna o deleci,
mitotickou nondisjunkci, mitotickou rekombinaci. Vznik
hereditarnich malignit monogenniho typu osvétluje teorie
formulovana Knudsonem v roce 1971 (2, 3).

V na$i studii jsme se snazili prokazat vyznam ztraty
heterozygozity na chromozomu 3p (mikrosatelitové sek-
vence D3S1560 a D3S1289) u svétlobunééného renalni-
ho karcinomu.

Metodika

Do studie jsme zaradili celkem 63 pacientu s histolo-
gicky prokazanym lokalizovanym konven&nim rendlnim
karcinomem a operovanych na nasi klinice od 4. 11. 2002

Obrazek 1. Kaplan-Meierova kfivka percentudlniho zastoupeni pacientt bez reci-
divy tumoru
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PInd ¢ara: pacienti bez LOH v analyzovanych markerech
PreruSovana ¢éra: pacienti s LOH v jednom z analyzovanych markerd
Log-Rank test p<0,1096 (NS) Wilcoxon test p<0,1110 (NS)

do 24. 3. 2005. Vstupni charakteristiky pacientl a jejich
tumord jsou shrnuty v tabulce 1.

Jedenact pacientli podstoupilo parcialni resekciledviny
a 52 nefrektomii. Nefrektomie byla provedena z transpe-
ritonedlniho pfistupu s primarni ligaturou renalniho hilu
a naslednym odstranénim ledviny v€etné tukového pouz-
dra. Adrenalektomie tvofila rutinni sou¢ast operace pouze
u nadort lokalizovanych v kranialni poloviné ledviny.

K polové nebo klinové resekci byli indikovani pacienti
s vhodné lokalizovanym nadorem do velikosti 4cm. Vo-
len byl lumbotomicky pfistup obvykle z posledniho me-
zizebfi a vykon byl proveden v teplé ischémii. Radikalita
vykonu byla histologicky potvrzena negativnimi okraji
resekéni plochy a negativni biopsii ze spodiny.

Stav retroperitonealnich lymfatickych uzlin byl hodno-
cen na zakladé CT vySetfeni a peroperacniho palpacéniho
nalezu. U zadného z nemocnych zafazenych do studie
nebyly timto zplsobem zachyceny znamky uzlinového po-
stizeni. Pacienti neméli klinicky prokazatelné vzdalené me-
tastdzy a u z&dného z nich nebyla indikovana adjuvantni
terapie. VSichni pacienti byli zafazeni do dispenzarizacniho
programu, ktery zahrnoval kontrolni klinické vySetfeni, od-
béry (FW, biochemie séra, KO), RTG snimek plic a ultraso-
nografické nebo CT vySetfeni retroperitonea. Interval mezi
jednotlivymi kontrolami ¢inil 6 mésict béhem prvnich 2 let
a nasledné byl prodlouzen na 12 mésicl. Recidiva one-
mocnéni byla definovana jako loziskovy nalez v retroperi-
toneu nebo jako novy vznik metastatického onemocnéni.

Nador byl klasifikovany dle TNM klasifikace, verze
z roku 2002 (4). Odstranéna tkan byla odeslana k rutin-
nimu histopatologickému vySetfeni, jehoz soucasti bylo
ovéfeni i stanoveni gradu dle Fuhrmanové (5). Reprezen-
tativni ¢ast nadoru byla okamzité zmrazena a ulozena pfi
-70 °C; az do izolace DNA pomoci pfistroje ABI PRISM
6100 NUCLEIC ACID PREPSTATION a vyrobcem dopo-
rucenych kitl. Mikrosatelitovd DNA byla amplifikovana
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) (30 cyk-
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IG, denaturace 95 °C 30s, hybridizace primer( D3S1289
55°C 60s a D3S1560 56 °C 60s, elongace 72 °C 605s)
Pouzité primery pro D3S1289 byly 5-Hex-AGCAACTTG-
TAAGAGAGCATTC-3" a 5-AATGCTCCATTTTCTCCT-
TC-3" a pro D3S1560 5-Hex-CCCCGTTTTTTTACT-
GATCT-3'a 5-CCTGATAATG GAACTGTGACA-3'(6, 7).
Fragmentova analyza amplifikované DNA byla provadé-
na na pfistroji ABI PRISM 3100 AVANT. Jako kontrolni
tkan byla pouzita krev pacientd.

Sledovali jsme Cetnost vyskytu ztraty heterozygozity
(LOH) ve studovaném souboru, vztah pfitomnosti LOH
k velikosti a gradu nadoru, respektive k prabéhu one-
mocnéni.

Statisticka analyza vysledkl byla provedena pomoci
softwaru S.A.S. 8.2. a byl pouzity k analyze Log-Rank,
Wilcoxon a Anova testy.

Vysledky

Na =zakladé molekularniho vySetfeni byl mar-
ker D3S1289 informativni u 82,5% pacientd (52/63)
a D3S1560 u 84,1 % pacientl (53/63). Ztrata heterozygo-
zity (LOH) v D3S1289 byla detekovana u 57,1 % (36/63)
a v D35S1560 u 55,6 % (35/63) sledovanych pacientu (ta-
bulka €. 2). Sou¢asny nalez LOH v obou lokusech byl
detekovan u 42,9 % (27/63). U obou pacientd s nadorem
G3 byla prokazana LOH v obou lokusech (tabulka 3).

Vztah mezi ndlezem v jednotlivych markerech a gra-
dem dle Fuhrmanové je uveden v tabulce 3. Vztah nebyl
statisticky vyznamny. Stejné tak jsme nezachytili statis-
ticky vyznamnou korelaci mezi nalezem LOH a velikosti
nadoru.

Primeérna délka sledovani byla 29,5 mésicu. Za tuto
dobu doslo u 7 pacientt (11,1 %) k progresi onemocnéni.
U vSech téchto pacientl byla zjisténa ztrata heterozygo-
zity alespon v jednom z lokusu a u étyfech z nich v obou
lokusech.

Pfi hodnoceni pfezivani bez recidivy jsme zachytili
lepsi vysledky u pacientli bez nalezu LOH, rozdil v§ak
neni statisticky vyznamny (obrazek 1).

Diskuze

Mikrosatelitova analyza je dnes ¢asto pouzivanou
metodou k vySetfovani genomu.

Mikrosatelity jsou typicky kratké repetice dvou az
Sesti bazi. Jsou obklopeny unikatnimi sekvencemi. Je-
jich pfesny vyznam v burice neni zatim znam. Pouzivaji
se ke genetickému mapovani, v onkogenetice, populaéni
genetice a v jinych odvétvich molekularni biologie.

Kazdy vySetfovany marker méa dvé alely, jedna alela
je paternalni a druha maternalni. Jednotlivé alely mohou
mit odliSny pocet repetic, tedy i riznou délku. Takova
alela je heterozygotni. Marker je homozygotni a neinfor-
mativni v pfipadé, ze obé alely maji stejny pocet repetic
jak v normalni, tak v tumord6zni tkani, respektive hetero-
zygotni v situacich, kdy jsou prokazany dvé odlisné alely
v tumoru i v normalni tkani, nebo dvé jiné alely v normal-
ni a pouze jedna v nadorové tkani. Stav, kdy jsou v nor-
malni tkani pfitomny dveé riizné alely a v nadorové pouze
jedna, se popisuje jako ztrata heterozygozity.

V nasi studii jsme se zaméfili na studium dvou marke-
r(: D3S1289 a D3S1560. Jedna se o lokusy na kratkém
raménku chromozomu 3, ktery je znamou lokalitou tumor
supresorovych gen(, proto je ¢astym cilem genetického
vySetfovani nejen u nador( ledvin.

Marija Velikovic et al. porovnavali vyskyt LOH v pa-
pilarnim, chromofobnim a svétlobunééném karcinomu.
Pouzili 13 markerdl na chromozomu 3. Nej¢astéjsi LOH
u chromfobniho karcinomu ledviny byla na lokusech
D3S4260 (66,65 %, p<0,001), D3S1300 (64 %, p<0,001)
a na lokusu D3S1560 (70 %, p<0,001). Na lokusu 3p25—
26 byla prokazand vyssi frekvence ztraty heterozygozi-
ty nez na lokusu 3p14. Vysledky byly v podstaté stejné
jako u svétlobunécného karcinomu (8). Girolami F et al.
vyhodnotili lokus 3p25-26 jako jednu z nejCastéjSich
mist LOH ve tkani svétlobunétného renalniho karcino-
mu (9). M. L. Maestro et al. vySetfoval LOH na lokusech
3p14,1-3p14,3 dale 3p21,2-3p21,3 a 3p25 ve vzorcich
tkané renalniho karcinomu. Ve 42,5% pfipadll proka-
zal LOH nejméné na jednom z lokusu, z toho u 30% na
jednom lokusu, u 5% na dvou a u 7,5% na vSech tfech
lokusech (10). Aliaga M. et al. porovnaval vyskyt LOH na
lokusu 3p13—p25 vzhledem k histologickému typu nado-
ru. V pfipadé konvencniho svétlobunétného nadoru byla
prokdzana LOH v 73,2% na daném Useku (11). Ztrata
heterozygozity jako Casty nalez na chromozomu 3 byl
popisovan v mnoha publikacich (12-13).

V souladu s témito pracemi byly i v naSem souboru lo-
kusy D3S1560 a D3S1289 ve vétsiné pripadl informativ-
ni. Ztratu heterozygozity na jednotlivych lokusech jsme
zachytili u vice nez poloviny pacientl a v témér 50 % na
obou lokusech. U dvou nadorl hodnocenych jako G3 by-
la LOH prokazana na obou lokusech.
mocnych bez nalezu LOH jsme neprokazali statisticky
vyznamny prognosticky vyznam studovanych markerd.
Pficinou vS§ak miZze byt omezena velikost souboru a re-
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lativné kratka doba sledovani pfi nizkém riziku recidivy
u pacientd s lokalizovanym renalnim karcinomem.

Zaver
LOH v lokusech D3S1560 a D3S51289 je ¢astym nale-
zem ve tkani lokalizovaného konvenéniho renalniho kar-
cinomu. Byt jsme zatim neprokazali statisticky vyznam-
ny rozdil, ukazuji naSe vysledky urcitou korelaci mezi
nalezem LOH a pribéhem onemocnéni.
Prace byla podporena VZ MSM 0021620808.
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