UNIVERZITA KARLOVA
2. lékarska fakulta

Autoreferat disertacni prace

il

T
KT

T
s g =?‘{g 5

Role s téhotenstvim asociovanych proteinii a dalSich biochemickych
markeru v diagnostice a sledovani nadori ledvin

Role of Pregnancy-associated Proteins and other Biomarkers in
Diagnostics and Prediction of Prognosis of Renal Cell Carcinoma

Marcela Cechova

Praha, 2022



Diserta¢ni prace byla vypracovana v ramci kombinovaného studia doktorského
studijniho programu Experimentalni chirurgie na Urologické klinice 2. lékarske
fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole.

Skolitel: prof. MUDr. Marek Babjuk, CSc., Urologicka klinika 2.
lekarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole

Konzultant: prof. MUDr. Marta Kalousovd, Ph.D., Ustav I[ékaiské
biochemie a laboratorni diagnostiky VSeobecné fakultni nemocnice a 1. lékarske

fakulty Univerzity Karlovy

Oponenti:

Obhajoba se bude konat pied komisi pro obhajoby oborové rady Experimentalni
chirurgie dne ..........ccccveeeennennns Ve od ....... hod.
Ptedsedou komise pro obhajobu disertacni prace byl jmenovan:

Ptedseda oboroveé rady a garant doktorského studijniho programu:

Prof. MUDr. Zdenék Krska, DrSc., 1. chirurgicka klinika — brisni, hrudni a urazove
chirurgie 1. lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Vseobecné fakultni nemocnice

Dé&kan fakulty: prof. MUDr. Marek Babjuk, CSc.

S disertacni praci je moZzno se seznamit na Oddéleni Ph.D. studia dékanatu 2.
1ékatské fakulty Univerzity Karlovy, V Uvalu 84, 150 06 Praha 5 (tel. 224 435 836).



Lo UVOD o e, 5
I.1. Renalni Karcinom ...........ccooiiniiiiiiiiii e e, 5
1.2. S t€hotenstvim asociované proteiny ve vztahuk RCC .................... 7

1.2.1. S téhotenstvim asociovany plazmaticky protein A (PAPP-A) ..........7

1.2.1.1. Polymorfismus genu PAPP-A .........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinannn. 8
1.2.2. Placentéarni ristovy faktor (PIGF)............cooooiiii, 9
2. HYPOTEZY A CILE PRACE DISERTACNI PRACE ..........c............. 10
3.METODIKA ..o 12
4. VYSLEDKY ...t 16
5. DISKUSE ..ot 21
6. ZAVER ... 25
7. SOUHRN/SUMMARY ..ottt 27
8. POUZITA LITERATURA ......ooiiiiiiiiiiiiiie e, 30
9. PUBLIKACNI AKTIVITA DOKTORANDA ........cocovvveiiiieeiiinnnns, 37



Role s téhotenstvim asociovanych proteinii a dalSich biochemickych

markeri v diagnostice a sledovani nadori ledvin

Abstrakt

Prace se zabyvad roli vybranych s téhotenstvim asociovanych proteind,
s té¢hotenstvim asociovaného plazmatického proteinu A (PAPP-A) a placentalniho
rustového faktoru (PIGF), ve vztahu k rendlnimu karcinomu (RCC) a moZnosti
jejich pouziti jako biomarkerti tohoto onemocnéni. Teoreticka ¢ast prace shrnuje
zasadni poznatky o RCC se zamé&fenim na prognostické faktory této malignity a
poskytuje uceleny piehled zndmych potencidlnich biomarkerti. V experimentalni
casti prace byly hodnoceny sérové koncentrace PAPP-A a PIGF u pacienti
operovanych pro svétlobunéény RCC a jejich potencialni piinos v diagnostice a
hodnoceni progndézy nemocnych s timto nejcastéjSim histologickym subtypem
RCC. Déle byl zkoumén vztah jednonukleotidovych polymorfismii genu PAPP-A
[C/G SNP (rs13290387) a Cys327Cys SNP (rs12375498)] k nejCastéjSim
histologickym subtypiim RCC (svétlobunécny, papilarni typ I a II, chromofobni) a
onkocytomu. Na zaklad¢ naSich vysledkli se PAPP-A nezd4 byt vhodnym markerem
pro diagnostiku ani hodnoceni progndzy nemocnych s ccRCC, ovSem PIGF se jevi
jako potenciadlni diagnosticky a prognosticky marker tohoto onemocnéni.
Genetickou analyzou jsme zjistili u nemocnych s papilarnim RCC typ II v porovnani
s kontrolami vys$8i vyskyt mutantni alely G C/G SNP genu PAPP-A, vysledky tak
ukazuji na moznou souvislost mezi zkoumanym polymorfismem a rizikem vzniku

tohoto histologického subtypu RCC.
Kli¢ova slova

Biomarker, PAPP-A, placentdlni ristovy faktor, PIGF, polymorfismus PAPP-A,
progndza, rendlni karcinom, s te¢hotenstvim asociovany plazmaticky protein A,

svétlobunécny renalni karcinom



Role of Pregnancy-associated Proteins and other Biomarkers in

Diagnostics and Prediction of Prognosis of Renal Cell Carcinoma

Abstract

The work describes the role of pregnancy-associated proteins, pregnancy-associated
plasma protein A (PAPP-A) and placental growth factor (PIGF), in relation to renal
cell carcinoma (RCC) and their possible use as a biomarkers of this tumour. The
theoretical part of the thesis summarizes the essential knowledge of RCC focused
on prognostic factors of this malignancy and provides a comprehensive overview of
potential biomarkers. In the experimental part serum concentrations of PAPP-A and
PIGF in patients operated for clear cell RCC were evaluated and their potential value
in diagnostics and prediction of prognosis of subjects with this most frequent
histological subtype of RCC was assessed. Furthermore, the thesis evaluates the
relation of selected single nucleotide polymorphisms of PAPP-A gene [C/G SNP
(rs13290387) a Cys327Cys SNP (rs12375498)] to the most common histological
subtypes of RCC (clear cell, papillary I and II type, chromophobe) and oncocytoma.
Based on our results, PAPP-A does not seem to be a suitable marker for diagnosis
or evaluation of prognosis in patients with ccRCC, however, PIGF appears to be a
potential diagnostic and prognostic marker of this disease. Genetic analysis showed
in patients with papillary RCC type II, compared to controls, a higher occurrence of
the mutant G allele C/G SNP of PAPP-A, results indicate a possible association
between studied polymorphism and the risk of developing this histological subtype
of RCC.

Key words

Biomarker, clear cell renal cell carcinoma, PAPP-A, PAPP-A polymorphism,
placental growth factor, PIGF, pregnancy associated plasma protein A, prognosis,

renal cell carcinoma



1. UVOD

1.1. Renalni karcinom

Renélni karcinom (RCC) predstavuje témét 3 % vSech solidnich nadorovych
onemocnéni v dospélosti (Siegel RL. et al., 2020). Incidence RCC v Ceské republice
se dlouhodobé tadi k nejvyssim ve svété (Dusek L. et al., data aktudlni k roku 2018).

RCC vychazi z kiiry ledvin a histologicky se jedné o heterogenni skupinu tumord.
Prevladajicim typem, ktery prokazujeme az v 80 % ptipadu, je svétlobunéény RCC
(ccRCC). Méné casté histologické varianty jsou papilarni karcinom (pRCC) (12 %
pripadti), chromofobni karcinom (chRCC) (5 % pftipadil) a dal$i vzacnéjsi subtypy
(Moch H. et al., 2016; Ljungberg B. et al., 2022).

RCC je jednim z nejmalignéjSich nadorii urogenitalniho traktu a jeho pribéh je
obtizn¢ predikovatelny. Toto onemocnéni probiha ve vétSing piipadl az do pozdnich
stadii zcela asymptomaticky, coZ znesnadiiuje jeho odhaleni. V soucasnosti je RCC
asi v 65 % piipadli zachycen jako nédhodny ndlez na zobrazovacich vySettenich
provedenych pro jiné obtize pacienta (Siegel RL. et al., 2020). OvSem 1 ptes
narustajici podil incidentalnich tumort byva RCC az u jedné tfetiny nemocnych
diagnostikovan jako pokrocilé onemocnéni (Ljungberg B. et al., 2022). U vice nez

15 % nemocnych jsou v dobé diagnozy ptitomné metastazy (Siegel RL. et al., 2020).

V 1écbe lokalizovaného RCC je zdsadni Casné stanoveni diagndzy a kompletni
chirurgické odstranéni tumoru. Chirurgicky vykon je jedinou kurativni 1é¢bu této
malignity. U stadia T1 uptednostitujeme resekéni vykon, ktery poskytuje excelentni
funkéni 1 onkologické vysledky. Nefrektomie predstavuje vhodny operaéni vykon u
vysSich stadii RCC. S recidivou se ale setkavame u 20-40 % nemocnych po kurativni

chirurgické 1é€bé ptivodné lokalizovaného onemocnéni (Speed JM. et al., 2017).

V 1écbé metastatického onemocnéni je vzdy ke zvazeni metastazektomie, kterd
muze byt kurativni. Chemoterapie, radioterapie ani hormonalni 1é¢ba nejsou u RCC

ucinné. Zakladem systémové 1écby nemocnych s metastatickym c¢cRCC je
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v soucasné dob& imunoterapie. Cilend 1écba kinazovymi inhibitory nebo
monoklonalnimi protilatkami prodluzuje pieziti, zlepSuje symptomy nemoci, piesto
vSak neni kurativni. Pokroky v systémové 1é€bé piispély ke zlepSeni prognozy, u
¢asti nemocnych k vyznamné dlouhodobé remisi onemocnéni, bohuzel ale 1 nadale

nejsou u non-respondért dostacujici (Ljungberg B. et al., 2022).

Celkove 5Sleté preziti (over-all survival, OS) ¢ini u RCC 49 % (Ljungberg B. et al.,
2022). Vcasné stanoveni diagnozy a ptesnéjsi predikce individudlniho pribéhu
onemocnéni s identifikaci nemocnych s vysokym rizikem recidivy mohou pomoct
ke snizeni mortality RCC. Postupné byla popsana cela fada prognostickych faktorii
klasifikace TNM) a jaderny grade. Aktualné je k dispozici fada multivariantnich
prognostickych modelti, které poskytuji lepsi predikci pritbéhu onemocnéni nez
samotn¢é anatomické a histologické prognostické faktory. Zakladem téchto modela
je staging onemocnéni a histologické charakteristiky tumoru (pfedev§im jaderny
grade, pripadné pritomnosti intratumoralni nekrézy) v kombinaci s bézné
dostupnymi laboratornimi a klinickymi parametry. Soubé&zné v poslednich
desetiletich probiha snaha o identifikaci dalSich potencialnich biomarkert, které by

mohly vést ke zptesnéni téchto prognostickych modeli ¢i pomoci v diagnostice.

Jako potencialni biomarkery RCC jsou nej€astéji uvadény karboanhydraza I1X,
VEGEF (vascular endothelial growth factor), HIF (hypoxia inducible factor), PTEN
(phosphatase and tensin homolog), Ki67, p53, p21, E-kadherin, osteopontin a dalsi
cytokiny, rustové faktory a proteiny regulujici bunéény cyklus. Nekodujici RNA
predstavuje novou, zajimavou skupinu moznych biomarkeri. Soub&zné probiha

intenzivni vyzkum genové exprese v tumoru (Ljungberg B. et al., 2022).

Studium biomarkeri ma zasadni vyznam. Dosavadni vyzkum v této oblasti pfinesl
zlepSeni porozuméni procesu kancerogeneze, nejen u RCC, a soucasné¢ pomohl
identifikovat cilova mista pro systémovou lécbu. Nevedl vSak k identifikaci

biomarkeru vhodného pro ¢asnou diagnostiku RCC. VétSinu biomarkert 1ze pouzit
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spise k predikci progndzy. Piidani nékterych biomarkeri vedlo ke zlepSeni piesnosti
prognostickych modelii, ale validacni studie chybi. Uziti Zadného biomarkeru

doposud nebylo doporuceno pro klinickou praxi (Ljungberg B. et al., 2022).

1.2. S téhotenstvim asociované proteiny ve vztahu k RCC

Pro fyziologicky rist a vyvoj plodu je zasadni vytvofeni dobfe fungujici
fetoplacentarni jednotky. Jiz v ¢asné fazi embryonalniho vyvoje placenta produkuje
celou fadu proteinil, které Ize zjistit v krvi matky. Vyznamné proteiny, které se
v soucasné dob¢ vyuzivaji pti vySetfeni v gravidité jsou s téhotenstvim asociovany
plazmaticky protein A (pregnancy-associated plasma protein A, PAPP-A) a
placentarni rastovy faktor (placental growth factor, PIGF). Oba tyto proteiny byly
plvodné popsany u gravidnich Zen a pfestavuji vyznamné reguldtory riistu a
proliferace, uplatiiujici se zeyména pii angiogenezi v embryonalnim vyvoji (Boldt
HB. et Conover CA., 2007). Stanoveni hladiny PAPP-A se bézné pouziva v ramci
primotrimestralniho screeningu chromozomalnich vad plodu, PIGF se uziva

k ¢asnému stanoveni rizika rozvoje preeklampsie.

K expresi téchto proteinti dochdzi 1 mimo graviditu, kdy se podili na reparaci a
regeneraci tkani. OvSem hraji roli také v patologickych stavech, jakym je i proces
kancerogeneze (Autiero M. et al., 2003; Parr C. et al., 2005; Alexiadis M. et al, 2006;
Bulut I. et al., 2009). Studium vybranych s téhotenstvim asociovanych proteini ve

vztahu k RCC bylo pfedmétem experimentalni casti disertacni prace.

1.2.1. S téhotenstvim asociovany plazmaticky protein A (PAPP-A)

PAPP-A je enzym ze skupiny zinkovych metaloproteaz. PAPP-A aktivuje signalni
drdhu IGF-1 (insuline like growth factor), ktera se fyziologicky podili na regulaci
rustu, metabolismu, piezivani a diferenciaci bunék. Hlavnim substratem PAPP-A

jsou vazebné proteiny na IGF. Proteolyzou téchto inhibi¢nich proteintt PAPP-A
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zvysuje dostupnost IGF-1, ktery se vaze na IGF-1 receptor (IGF-1R) (Boldt HB. et
Conover CA., 2007).

PAPP-A je exprimovan pifedevSim v prabéhu gravidity v placentarnim
syncitiotrofoblastu a je nezbytny pro normalni fetalni rast a vyvoj (Boldt HB. et
Conover CA., 2007). Mimo téhotenstvi se PAPP-A podili na procesu hojeni,
revaskularizace ¢i kostni remodelace. SoucCasné¢ vSak PAPP-A hraje roli v fadé
patologickych procesi, jako aterosklerdza ¢i ruptura ateromového platu. Sérova
koncentrace PAPP-A byla identifikovana jako moZzny biomarker akutnich

koronarnich syndromi (von Haehling S. et al., 2013).

Role PAPP-A v procesu kancerogeneze byla intenzivné studovana. U fady neoplazii,
vcetné karcinomu plic, prsu, vajecnikil ¢i Ewingova sarkomu byla popsana zvySena
sérova koncentrace PAPP-A. Navic bylo zjisténo, Ze nadmérnd exprese PAPP-A
v nadorove tkani podporuje rist nadoru a koreluje tak s jeho vyssi agresivitou a horsi
prognozou nemocnych (Bulut I. et al., 2009; Boldt HB. et Conover CA., 2011;
Mansfield AS. et al., 2014; Heitzeneder S. et al., 2019).

O roli PAPP-A ve vztahu k RCC neni znamo mnoho informaci, role IGF-1 1
nadmérnd exprese IGF-1R byla nicméné v procesu kancerogeneze RCC opakované

potvrzena (Parker A. et al., 2003; Ahmad N. et al., 2004; Tracz AF. et al., 2016).

1.2.1.1. Polymorfismus genu PAPP-A

Gen kodujici PAPP-A je lokalizovdn na 9q33.1 (Silahtaroglu AN et al., 1993).
Doposud bylo identifikovano nékolik tisic polymorfismi v rliznych oblastech tohoto

genu (NCBI, 2022).

Geneticky polymorfismus je definovan jako existence vice nez jedné alely v tomtéz
lokusu alespon u 1 % sledované populace. Nejjednodussim je jednonukleotidovy
polymorfismus (single nucleotid polymorphism, SNP). Synonymni polymorfismy
nemaji vliv na kddovanou aminokyselinu, v ptipad¢ zdmény aminokyseliny se jedna
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o nesynonymni polymorfismus. Polymorfismus v nekédujici oblasti genu muize
ovliviiovat naptiklad mRNA splicing ¢i vazbu transkripénich faktorii. SNP je
podkladem téméi 90 % vSech genetickych mutaci u lidi (Brookes AlJ., 1999).

Doposud bylo publikovano malo praci, které se polymorfismem genu PAPP-A
zabyvaji. V roce 2006 vysla studie popisujici korelaci polymorfismu Ser1224Tyr
(rs7020782) s opakovanymi potraty (Suzuki K. et al., 2006). O rok pozdé&ji byla alela
C SNP C/G (rs13290387) definovana jako nezavisly rizikovy faktor akutniho
infarktu myokardu (Park S. et al., 2007). Spojitost TT genotypu SNP Cys327Cys
(rs12375498) s rizikem preeklampsie byla prokazana ceskymi védci (Muravska A.
et al., 2011). Shodny SNP Cys327Cys (rs12375498) byl identifikovan 1 jako faktor
ovliviiujici OS u dlouhodobé¢ dialyzovanych (Kalousova M. et al., 2014).

Genovym polymorfismem PAPP-A ve vztahu k RCC se dosud nezabyvala zadna

studie.

1.2.2. Placentarni rustovy faktor (PIGF)

PIGF ptedstavuje protein z rodiny ristovych faktori VEGF, které se uplatiiuji ve
vyvoji a rastu vaskularniho a lymfatického endotelu, a to predev§im bchem
prenatalniho vyvoje (Melincovici CS. et al., 2018). Pivodné byl PIGF popsan
v lidskeé placenté, kde je produkovan buiikami trofoblastu (Maglione D. et al., 1991).
V dospélosti se PIGF uplatituje pii reparacnich a regenerac¢nich procesech. U
zdravych jedincii jsou koncentrace PIGF nizké, k jejich nartstu dochazi za
patologickych stavil, jakymi jsou hypoxie, zanét nebo kancerogeneze (Autiero M. et
al., 2003; Fischer C. et al., 2008). ZvySena exprese PIGF byla prokazana u fady
tumorti. Soucasné byl PIGF identifikovan jako biomarker nadorové progrese, kdy
vyssi exprese koreluje s pokrocilejSim stadiem tumoru, jeho zvySenou vaskularizaci,
pritomnosti metastdz a horsi progn6zou nemocnych (Chen CN. et al., 2004; Parr C.

et al., 2005; Wei SC. et al., 2005; Ho MC. et al., 2007; Song N. et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15831913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26824454

Role PIGF u RCC nebyla zatim zcela objasnéna. Dosavadni vyzkum ukazuje, ze
v hypervaskularizované tkani RCC je zjistitelnd zvySend exprese PIGF, kterad
koreluje s vyssi agresivitou tumoru (Takahashi A. et al., 1994; Matsumoto K. et al.,

2003).

2. HYPOTEZY A CILE DISERTACNI PRACE

2.1. Vyznam sérovych koncentraci PAPP-A v diagnostice a stanoveni prognozy

u pacientu s ccRCC

Hypotéza:

PAPP-A je proteolyticky enzym, ktery degradaci inhibi¢nich vazebnych proteinti
zvysSuje biologickou dostupnost IGF-1 a aktivaci jim spousténé signalni drahy se
podili na regulaci buné¢ného metabolismu, riistu, diferenciace a prezivani. Vyznam
PAPP-A v procesu kancerogeneze byl popsan u fady malignit, pficemz vysledky
dosavadniho vyzkumu ukazuji na korelaci zvySené¢ tkanové exprese a sérove
koncentrace PAPP-A s vyS$si agresivitou tumoru a horSi prognézou nemocnych.
Vyznam PAPP-A u RCC nebyl doposud objasnén. Rovnéz se Zadna studie
nezabyvala hodnocenim jeho sérovych hladin u nemocnych s touto malignitou. Role
IGF-1 a nadmémé exprese IGF-IR byla nicméné potvrzena v procesu

kancerogeneze u RCC opakovang.

Na zaklad¢ téchto poznatkil predpokladame zvyseni sérovych koncentraci PAPP-A
u nemocnych s ccRCC a korelaci vysSich sérovych hladin s hor§im stadiem
onemocnéni a jadernym gradem nadoru. V pribéhu sledovani pak ptedpokladame

vys§i koncentrace PAPP-A u nemocnych s rizikem relapsu po chirurgické 1€cbé.

Cile prace:

e Zhodnotit sérové koncentrace PAPP-A u nemocnych s ccRCC a jejich

korelaci se stagingem onemocnéni a jadernym gradem néadoru.
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¢ Posoudit potencialni pfinos sérové koncentrace PAPP-A v diagnostice ccRCC

a vliv na progn6ézu nemocnych s touto malignitou.

2.2. Genetickda analyza polymorfismi genu PAPP-A u nemocnych s RCC

a onkocyvtomem

Hypotéza:

PAPP-A hraje zésadni roli v regulaci bunécného rlistu a proliferace a jeho role v
procesu kancerogeneze byla potvrzena u fady tumort. Vyznam polymorfisma genu
PAPP-A byl zjistén u tady onemocnéni a patologickych stavi. Genovym

polymorfismem PAPP-A ve vztahu k RCC se dosud nezabyvala zadna studie.

Vyslovujeme hypotézu, Ze existuje souvislost mezi polymorfismy genu PAPP-A a

rizikem vzniku RCC.

Cile prace:

e Zhodnotit vztah dvou vybranych SNP genu PAPP-A [C/G SNP (rs13290387)
a Cys327Cys SNP (rs12375498)] k riziku vzniku nejcastéjSich histologickych
subtypiit RCC — ccRCC, pRCC (typ I a IT), chRCC a déle onkocytomu.

e V podskupiné nemocnych s ccRCC zhodnotit vztah vybranych polymorfismil
genu PAPP-A ke stadiu onemocnéni a jadernému gradu nddoru a soucasné

vyhodnotit jejich vliv na prognézu nemocnych.

2.3. Vyznam sérovych koncentraci PIGF v diagnostice a stanoveni prognozy

nemocnych s ccRCC

Hypotéza:

PIGF je protein z rodiny ristovych faktorit VEGF. PIGF hraje zésadni roli v regulaci
angiogeneze zejména v prubéhu prenatdlniho vyvoje. Uplatiuje se vSak 1
v patologickych situacich, jakymi jsou hypoxie, ateroskler6za ¢i kancerogeneze.
Vyznam PIGF v procesu kancerogene byl opakované potvrzen u fady tumort.
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Soucasné byla sérova koncentrace i1 tkanova exprese PIGF identifikovana jako
mozny biomarker nddorové progrese, kdy vyssi exprese je spojena s pokrocilejSim
stadiem nadoru, jeho zvySenou vaskularizaci a horsi prognozou. Role PIGF u RCC
nebyla doposud zcela objasnéna. Dosud publikovand data ukazuji, ze zvySena
exprese PIGF je zjistitelnd v hypervaskularizované tkani tumoru a je spojena s jeho

hor$im biologickym chovéanim.

Na zéklad¢ téchto poznatkil pfedpokladame zvyseni sérovych koncentraci PIGF u
nemocnych s ccRCC a jejich korelaci s hor§im stadiem onemocnéni a jadernym
gradem nadoru. V pribéhu sledovani pak predpokladame vyssi koncentrace PIGF u

nemocnych s rizikem relapsu onemocnéni po chirurgické 1écbé.

Cile prace:

e Zhodnotit sérové koncentrace PIGF u nemocnych s ccRCC a jejich korelaci
se stagingem onemocnéni a jadernym gradem nadoru.
e Posoudit potencidlni ptfinos sérové koncentrace PIGF v diagnostice ccRCC a

vliv na progndzu nemocnych s touto malignitou.

3. METODIKA

Sledovanou skupinu tvofili nemocni s RCC, ktefi podstoupili opera¢ni vykon
(resekce ledviny ¢i nefrektomie) na Urologické klinice 2. Iékaiské fakulty
Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole. Laboratorni analyzy byly
provedeny na Ustavu lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky Vieobecné

fakultni nemocnice a 1. Iekatske fakulty Univerzity Karlovy.

3.1. Metodika — experimentalni prace I: Sérové koncentrace PAPP-A u ccRCC

Do studie bylo zatazeno 121 pacientli (78 muztl, 43 Zen, primérny vék 63,4+10,5

let) operovanych pro ccRCC v obdobi od ¢ervence 2011 do srpna 2015.
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Nemocné jsme rozdélili do tii skupin: pacienti s lokalizovanym ccRCC bez relapsu
(IccRCC, n = 80), pacienti s lokalizovanym ccRCC s naslednym relapsem (rccRCC,

n = 26) a pacienti s primarn¢ metastatickym onemocnénim (mccRCC, n = 15).

Staging byl proveden dle aktualni klasifikace TNM, jaderny grade hodnocen dle
Fuhrmanové. VSichni nemocni byli po operaci sledovani dle platnych doporuceni

Evropskeé urologické spole¢nosti (EAU), primérna doba sledovani €inila 4,6 let.

U vSech jsme ptfedoperacné stanovili sérovou koncentraci PAPP-A, ve skupiné

pacientl s IccRCC (n=23) arccRCC (n = 14) jesté 3 tydny a 3 mésice po operaci.

Kontrolni supinu tvofilo 69 zdravych dobrovolnikt (35 muzt, 34 Zen, primérny vék
58,1+4,7 let), bez pfedchoziho onkologického onemocnéni, u kterych jsme provedli
zékladni  uro-onkologicky  screening, vcetné¢ ultrazvukového  vySetfeni

urogenitalniho traktu, cytologického vySetteni moci a stanoveni PSA u muzi.

Sérova koncentrace PAPP-A byla stanovena metodou TRACE pfi uziti standardnich
kiti KRYPTOR-PAPP-A (Brahms GmbH, Thermo Fisher Scientific, Henningsdorf,
Némecko). Vysledky jsou vyjadieny v mIU/I (1 TU/1 je ekvivalentem 4500 ng/ml).

3.2. Metodika — experimentalni prace II: Polymorfismus genu PAPP-A

Do studie bylo zatazeno 454 pacientli (302 muzd, 152 Zen, pramérny vek 63+11 let),
operovanych pro RCC v obdobi od 4/2007 do 8/2015. VysSetfeni preparatu prokdzalo
u 374 nemocnych ccRCC (82,4 %), u 19 pRCC typ I (pIRCC) (4,2 %), u 14 pRCC
typ II (pIIRCC) (3,1 %), u 12 chRCC (2,6 %) a u 35 onkocytom (7,7 %).

Staging onemocnéni byl proveden podle aktualni klasifikace TNM, jaderny grade
hodnocen dle Fuhrmanové. VSichni nemocni byli po chirurgickém vykonu sledovani
dle doporuc¢eni EAU, priimérna doba sledovani byla 7,1 roku. Béhem sledovani

doslo k relapsu u 58 (15,5 %) pacientti s ccRCC a 86 (22,9 %) pacientii zemielo.
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Kontrolni skupinu tvoftilo 145 zdravych dobrovolnikl (65 muzi, 80 zen, primérny
veék 49414 let) vSichni bez ptedchoziho onkologického onemocnéni. Shodna
kontrolni skupina byla pouzita v pfedchozi studii analyzy polymorfismii genu
PAPP-A na Ustavu 1ékatské biochemie a laboratorni diagnostiky Vieobecné fakultni

nemocnice a 1. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy (Kalousova M. et al., 2014).

K analyze DNA byla krev odebrdana do zkumavek s kyselinou
ethylendiamintetraoctovou (EDTA). I1zolace DNA byla provedena pomoci AutoGen
FLEX STAR dle pokynli vyrobce. Vybran¢ polymorfismy PAPP-A byly
analyzovany pomoci sekvenace DNA (Sangerovo sekvenovani) postupem
popsanym dle Muravska et al. (Muravska A. et al, 2011). Nejprve byly cilové tseky
DNA obsahujici polymorfni mista amplifikovdny pomoci polymerdzové tfetézové
reakce (PCR). Tyto fragmenty byly nasledné procistény (NucleoSpin Extract II,
Macherey-Nagel, Germany) a podrobeny dal$i PCR s pfidanim fluorescencné
znacenych dideoxynukleotid trifosfati. Tyto fragmenty byly nasledné sekvenovany

dle pokynt vyrobce v sekvenatoru CEQ™ 8000 (Beckman Coulter, USA).

3.3. Metodika — experimentalni prace IIl: Sérové koncentrace PIGF u ¢ccRCC

Do studie bylo zatazeno 49 pacientii (30 muzd, 19 Zen, primérny vek 62,9+£10,6 let)

operovanych pro ccRCC v obdobi od ¢erva 2011 do Cervna 2013.

Nemocni byli rozdéleni do tfi podskupin: pacienti s lokalizovanym ccRCC bez
dal$iho relapsu (IccRCC, n = 31), pacienti s lokalizovanym ccRCC s relapsem 6 az
18 meésiclh po chirurgickém vykonu (rccRCC, n = 8) a pacienti s primarné

metastatickym onemocnénim (mccRCC, n = 10).

Staging onemocnéni byl proveden podle aktudlni klasifikace TNM, jaderny grade
byl hodnocen dle Fuhrmanové. VSichni nemocni byli po chirurgickém vykonu
sledovani dle doporuc¢eni EAU, primérnd doba sledovani ¢inila 4,4 let. Béhem

sledovani doslo k relapsu u 8 (podskupina rccRCC) a 17 subjektli zemfelo.
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U vSech pacient byla stanovena sérova koncentrace PIGF pied operaci, u
nemocnych s plivodné lokalizovanym onemocnénim jeSt¢ 3 meésice po operaci

(podskupiny lccRCC, n = 31; rccRCC, n = 8).

Kontrolni supinu tvofilo 38 zdravych dobrovolnikii odpovidajiciho véku i
zastoupeni pohlavi, vSichni bez pifedchoziho onkologického onemocnéni po

negativnim uro-onkologickém screeningu (viz metodika experimentalni prace I).

Sérova koncentrace PIGF byla stanovena metodou ELISA za pouziti standardnich
souprav urcenych k provadéni této analyzy (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA). Vysledky jsou uvedeny v pikogramech na mililitr (pg/ml).

3.4. Statisticka analvza

Vysledky jsou vyjadieny jako priimérna hodnota = smérodatna odchylka (SD) pro
spojité proménné a v procentech pro kategorické proménné. Pro spojité proménne
jsme rozdily mezi dvéma skupinami hodnotili prostiednictvim neparového
Mannova-Whitneyova U testu nebo jednofaktoroveé analyzy rozptylu (oneway
ANOVA test). Pro analyzu spojitych proménnych v ¢ase jsme pouZili test ANOVA

s opakovanymi méfenimi.

V experimentalni praci Il jsme ke zhodnoceni rozdilu sérovych hladin PIGF mezi
jednotlivymi skupinami pouzili ROC analyzu. Cut-off hodnota pro riziko detekce
ccRCC ¢i riziko relapsu byla urcena jako hodnota s nejvy$$im souctem senzitivity a

specifity. Kvalita testu byla specifikovana plochou pod kiivkou (AUC).

K hodnoceni pieziti jsme pouzili Kaplanovu-Meierovu metodu a pro porovnani
mezi podskupinami nasledné log-rank test. Univariaéni Coxova regresni analyza
byla pouzita k hodnoceni sérové hladiny studované¢ho potencidlniho biomarkeru

jako prediktoru nadorové specifického pieziti (cancer-specific survival, CSS) a OS.

Hladina vyznamnosti byla stanovena na p < 0,05.
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4. VYSLEDKY

4.1. Vysledky — experimentalni prace I: Sérova koncentrace PAPP-A u ccRCC

Neprokéazali jsme statisticky vyznamny rozdil sérovych koncentraci PAPP-A mezi
pacienty s ccRCC a kontrolami (8,74+3,5 mIU/I vs. 8,24+2.3 mIU/I; p = 0,24).
Statisticky vyznamny rozdil v sérovych koncentracich PAPP-A jsme nezjistili ani
pii rozdéleni pacienti do jednotlivych podskupin — lccRCC (8,76+3,7 mIU/),
rccRCC (8,7243,1 mlIU/l) a mccRCC (8,7+3,4 mlIU/l); p = 0,99. Rovnéz jsme
neprokdzali vliv stadia onemocnéni ani jaderného gradu na hodnoty PAPP-A (p =

0,76, resp. p=0,61).

Ve skupin€ nemocnych s plivodné lokalizovanym onemocnénim nebyla statisticky
vyznamna ani dynamika sérovych hladin PAPP-A ve vzorcich odebranych 3 tydny
a 3 mésice po operacnim vykonu — u podskupiny lccRCC (9,0843,5 mIU/l vs.
9,39+£3,8 mlIU/I; p = 1,00) a podskupiny rccRCC (8,27+3,2 mIU/I vs. 9,33+3,1
mlU/l; p =0,43). Koncentrace PAPP-A zndzoriuje tabulka (Tab. 1.).

Tab. 1. Sérové koncentrace PAPP-A

PAPP-A ccRCC Kontrolni skupina
(mIUN)
8.74+3.5 8.24+2.3
IccRCC | rccRCC mccRCC
Ptredoperacné 8,76+3,7 | 8,72+3,1 8,7+3,4
3 tydny po operaci | 9,08+£3,5 | 8,27+£3,2
3 mésice po operaci | 9,39+£3,8 | 9,33+3,1

Vysledky nejsou statisticky vyznamné.

Neprokazali jsme zadny vliv pfedoperacni ani pooperacni (3 mésice po vykonu)

koncentrace PAPP-A na CSS ¢i OS. Vysledky znazoriuji tabulky (Tab. 2. a 3.).
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Tab. 2. Nadorové specifické preziti (CSS) u pacientu s lokalizovanym ccRCC

PAPP-A | Pocet Relaps HR (CI) p hodnota
(mIU/) pacienta
Ptedoperacné | < 8,2 53 14 (26,4 %) | 1,08 0,84
> 8,2 53 12 (22,2 %) | (0,5-2,35)
3 meésice po|<9,2 18 6 (33,3 %) 0,47 0,14
operaci >9.2 19 8 (42,1 %) (0,16-1,37)
Vysledky nejsou statisticky vyznamné.
Tab. 3. Celkové preziti (OS) u pacientii s lokalizovanym ccRCC
PAPP-A | Pocet Exitus HR (CI) p hodnota
(mIUN) pacientii
Pfedoperacné | < 8,2 53 14 (26,4 %) | 1,85 0,15
>8,2 53 8 (14,81 %) |(0,8-4,29)
3 meésice po |<9,2 18 5(26,3 %) 0,59 0,38
operaci >9,2 19 7 (38,9 %) (0,19-1,87)

Vysledky nejsou statisticky vyznamné.

4.2. Vysledky — experimentalni prace II: Polymorfismus genu PAPP-A

C/G SNP (rs13290387) genu PAPP-A

Geneticka analyza ukazala statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci alel a genotypti
C/G SNP (rs13290387) PAPP-A mezi pacienty s pIlIRCC v porovnani s kontrolami.
Mutantni alelu G jsme detekovali u pIIRCC v 60,7 % ptipadi, u kontrol ve 38,3 %
(OR 2,49; 1,13-5,52; p =0,024). Podobn¢ jsme zjistili vys$si frekvenci genotypu GG
(28,6 % u pIIRCC vs. 15,9 % u kontrol; GG vs. CC: OR 9,91; 1,05-93,5; p = 0,045)
a GG+ CG (92,3 % vs. 61,7 %; CG + GG vs. CC: OR 8,23; 1,05-64,65; p = 0,045).

U dalSich histologickymi subtypt RCC a onkocytomu jsme neprokazali vyznamny
rozdil ve frekvenci alel a genotypu C/G SNP (rs13290387) (p > 0,05). U nemocnych
s ccRCC jsme nezjistili Zadny signifikantni rozdil ve frekvenci alel nebo genotypt

C/G SNP (rs13290387) PAPP-A v zavislosti na stadiu onemocnéni ani jaderném
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gradu (p > 0,05). Rovnéz jsme neprokazali vliv zkoumaného polymorfismu na

preziti nemocnych (p > 0,05).

Cys327Cys SNP (rs12375498) PAPP-A

Geneticka analyza neprokazala signifikantni rozdil ve frekvenci alel a genotypi
tohoto polymorfismu mezi zkoumanymi subtypy RCC ani onkocytomem
v porovnani s kontrolami (p > 0,05). U nemocnych s ccRCC jsme nezjistili Zadny
vyznamny rozdil ve frekvenci alel nebo genotypt Cys327Cys SNP (rs12375498)
v zavislosti na stadiu onemocnéni ani jaderném gradu (p > 0,05). Rovnéz jsme

neprokazali vliv zkoumaného polymorfismu na preziti nemocnych (p > 0,05).

4.3. Vvsledky — experimentalni prace I1I: Sérova koncentrace PIGF u ccRCC

Prokazali jsme vyznamné vyssi sérovou koncentraci PIGF u nemocnych s ccRCC
v porovnani s kontrolami (16,1+10,5 pg/ml vs. 10,5+2,4 pg/ml; p = 0,002). Cut-off
hodnotu koncentrace PIGF pro riziko ccRCC jsme stanovili na 12,71 pg/ml s AUC
0,729, vykazujici specificitu 84,21 % a senzitivitu 61,22 % (p = 0,0001) (Obr. 1.).

100 |
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0 20 40 60 80 100
Specificity

Obr. 1. Cut-off hodnota koncentrace PIGF v séru pro riziko ccRCC

Cut-off hodnota koncentrace PIGF v séru pro riziko ccRCC >12,71 pg/mL (AUC

0,729, specificita 84,21 %, sensitivita 61,22 %; p =0,0001).
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Ptedoperacné jsme popsali statisticky vyznamny rozdil v sérové koncentraci PIGF
mezi podskupinami nemocnych s IccRCC a mccRCC (13,1+5,1 pg/ml vs. 25,8+18,1
pg/ml; p = 0,002). Negzjistili jsme zadny statisticky vyznamny rozdil hodnot mezi
nemocnymi s rccRCC a lccRCC nebo mccRCC. Rovnéz jsme neprokézali korelaci
séroveé koncentrace PIGF se stadiem onemocnéni (T1-T2 vs. T3-T4; p = 0,76) ¢i

jadernym gradem (G1-G2 vs. G3-G4; p = 0,07).

V odbérech provedenych tii mésice po operaci jsme popsali vyssi sérovou
koncentrace PIGF v podskupiné nemocnych s naslednou recidivu (rccRCC)
v porovnani s nemocnymi bez recidivy (IccRCC) (14,8742,96 pg/ml vs. 12,1£5,4
pg/ml), rozdil nebyl statisticky vyznamny (p = 0,17). VSechny vysledky s€rovych
koncentraci PIGF ukazuje tabulka (Tab. 4.).

Tab. 4. Séroveé koncentrace PIGF

PIGF ccRCC Kontrolni | p hodnota
(pg/mL) skupina
Ptedoperacné 16,1+10,5 10,5£2,4 | p=0,002
Podskupiny ¢ccRCC
leccRCC rccRCC | mecRCC
Ptedoperacné 13,14£5,1 15946,9 | 25,8+18,1 | ----------- lccRCC vs.
mccRCC
p=0,002
3 mésice po 12,1£5,4 | 14,87£2,96 | ----mmmmmmmm | mommmmmeeee p=0,17
operaci

“Predoperacné, koncentrace PIGF statisticky vyznamné vy3$§i u mccRCC v
porovnani s lccRCC (p = 0,002). Statisticky vyznamny rozdil mezi IccRCC vs.
rccRCC, ani rccRCC vs. mccRCC jsme nezaznamenali.

Cut-off hodnotu sérové koncentrace PIGF pro riziko relapsu jsme stanovilina 11,41
pg/ml s AUC 0,792, vykazujici specificitu 62,96 % a senzitivitu 87,5 % (p = 0,0003)
(Obr. 2).
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Obr. 2. Cut-off hodnota sérové koncentrace PIGF pro riziko relapsu ccRCC

Cut-off hodnota PIGF pro riziko relpasu > 11,41 pg/mL (AUC 0,792, specificita
62,96 %, sensitivita 87,5 %, p = 0,0003).

Trilete CSS u pacientl s lokalizovanym ccRCC (podskupiny lccRCC a rccRCC) s
koncentraci PIGF v séru pod hodnotou cut-off pro riziko relapsu (< 11,41 pg/ml)
bylo 93 % vs. 61 % u nemocnych se sérovou koncentraci PIGF nad hodnotou cut-

off (> 11,41 pg/ml) (HR 7,997, CI 1,994-32,073; p = 0,018) (Obr. 3).
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Obr. 3. Kaplan-Meierovy krivky 3letého nadorové specifického preziti (CSS)

Horni kfivka — nemocni s koncentraci PIGF < 11.41 pg/ml, 3leté CSS 93 %; spodni
kfivka — nemocni s koncentraci PIGF > 11,41 pg/ml, 3leté CSS 61 %.

20



5. DISKUSE

5.1. Diskuse — experimentalni prace I: Sérové koncentrace PAPP-A u ¢ccRCC

PAPP-A je metaloprotedza, ktera degraduje inhibi¢ni vazebné proteiny IGF-1, ¢imz
zvySuje jeho biologickou dostupnost. Stimulace IGF-1R vede ke zvySeni proliferace,
iniciaci maligni transformace, dediferenciaci bunék a inhibici apoptodzy (Seccareccia
E. etal., 2012; Weroha SJ. et al., 2012). Souvislost mezi zvySenymi hladinami IGF-
1, ptipadné nadmérnou expresi IGF-1R, a rizikem rozvoje riznych tumorti véetné
karcinomu prsu, prostaty ¢i ovaria prokéazala fada studii (Roddam AW. et al., 2008;

Belfiore A. and Frasca F., 2008; Key TJ. et al., 2010).

Role IGF-1 a IGF-1R byla potvrzena i u RCC (Tao Y. et al., 2007; Tracz AF. et al.,
2016). Korelace zvysSené exprese IGF-1R s vys$Sim jadernym gradem a horsi

prognozou nemocnych byla opakované potvrzena (Parker AS. et al., 2002; Parker

AS. et al., 2003; Ahmad N. et al., 2004).

Doposud publikované vysledky naznacuji, Ze PAPP-A se uplatiiuje v procesu
kancerogeneze u fady tumorl. ZvySené sérové koncentrace PAPP-A byly popséany
u nemocnych s karcinomem plic (Bulut I. et al., 2009). Proteolyticka aktivita PAPP-
A navic urychluje rst bunék karcinomu plic in vivo na myS$im modelu (Pan H. et
al., 2012). Autofi Mansfield et al. prokazali zvySenou expresi PAPP-A v buiikach
karcinomu prsu, a to predev§im u agresivnéjSich variant (Manstfield AS. et al., 2014).
U ovaridlniho karcinomu nadmérna exprese PAPP-A podporuje nadorovy rist,

zvySuje vaskularizaci a metastaticky potencial (Boldt HB. et Conover CA., 2011).

Ovlivnéni proteolytické aktivity PAPP-A bylo zkoumano 1 jako cil protinadorové
1é¢by. Podani monoklondlni protilatky proti PAPP-A vede na myS$im modelu ke
zpomaleni rastu bunék karcinomu plic a ovaria (Mikkelsen JH. et al., 2014; Becker
MA. et al., 2015). PAPP-A byl rovnéZ identifikovan jako faktor zodpovédny na

migraci bunék pfispivajici k tvorbé vzdalenych metastaz u karcinomu prsu,
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maligniho mesoteliomu pleury a maligniho melanomu (Boldt HB. et Conover CA.,

2011; Huang J. et al., 2013; Prithviraj P. et al., 2015).

I ptes intenzivni vyzkum role PAPP-A u riiznych tumor® nebyl dosud jeho vyznam
u RCC objasnén. Vychazeli jsme z poznatku, ze PAPP-A zvySuje biologickou
dostupnost IGF-1, ¢imz aktivuje jeho signdlni drahu, jejiz vyznam byl v procesu
kancerogeneze RCC opakované potvrzen. Vysledky nenaplnily nase ocekéavani a
hypotézy se nepodatilo potvrdit. V nasi studijni kohort¢ jsme neprokazali vyznamny
rozdil sérovych koncentraci PAPP-A mezi nemocnymi s ccRCC a kontrolami.
Nezjistili jsme korelaci sérovych koncentraci PAPP-A se stadiem onemocnéni ani
jaderny gradem. RovnéZz dynamika pooperacnich hladin PAPP-A nepfinesla zadne
statisticky vyznamné vysledky a neprokézali jsem ani Zadny vliv PAPP-A na preZiti.
Na zakladé naSich vysledkil 1ze usuzovat, Ze sérova koncentrace PAPP-A se nezda

byt vhodnym biomarkerem pro diagnostiku ani hodnoceni prognozy u ccRCC.

5.2. Diskuse — experimentalni prace II: Polymorfismus genu PAPP-A

Ptedpoklada se, ze polymorfismy mohou ovliviiovat transkripci, splicing, transport
a translaci mRNA (Goymer P., 2007). Vyznam polymorfismt genu PAPP-A byl
zjistén u fady onemocnéni a patologickych stavii. U specifickych polymorfismil
genu PAPP-A, rs7020782 a rs12375498 byla identifikovan korelace s rizikem
opakovanych potratii, rozvojem gesta¢niho diabetes mellitus, tvorbou ateromovych
plath ¢i rizikem cerebrovaskuldrnich onemocnéni (Suzuki K. et al., 2006; Wang H.
etal.,2012; Zhou S. et al., 2015; Batkjeer JA. et al., 2016). Publikace ¢eskych autorii
Muravska et al. rovnéZ ukazuje na korelaci polymorfismus rs12375498 s rizikem
rozvoje preeklampsie (Muravska A. et al., 2011). Soucasné byl tento polymorfismus
identifikovan 1 jako nezavisly faktor ovliviiyjici OS u nemocnych na dlouhodobé
dialyzacni terapii (Kalousovd M. et al., 2014). V této praci autoti soucasn¢ zkoumali
vztah vybraného polymorfismu k sérovym koncentracim PAPP-A, kdy na velkém

soboru nebyl prokdzan vliv polymorfismus rs12375498 na sérovou koncentraci
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PAPP-A (Kalousova M. et al., 2014). V dalsi studii byla pfi genetické analyze C/G
SNP (rs13290387) PAPP-A ptitomnost mutantni alely C identifikovana jako
rizikovy faktor akutniho infarktu myokardu (Park S. et al., 2007).

Doposud nebyla publikovana zadné prace zabyvajici se polymorfismy genu PAPP-
A u RCC. Hodnotili jsme dva vybrané polymorfismli genu PAPP-A — C/G SNP
(rs13290387) a Cys327Cys SNP (rs12375498) — ve vztahu k nejcastéjSich
histologickym subtypiim RCC a onkocytomu.

Popsali jsme statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci alel a genotypti C/G SNP
(rs13290387) PAPP-A mezi pacienty s pIIRCC a kontrolami. U plIRCC jsme
popsali vyssi vyskyt mutantni alely G a vyssi frekvenci genotypu GG a GG + CG.

U dalsich histologickymi subtypt RCC ani onkocytomu jsme nezjistili v porovnani
s kontrolami zadny vyznamny rozdil ve frekvenci alel a genotypii vybranych
polymorfismi PAPP-A. RovnéZ u nemocnych s ccRCC jsme nezjistili Zadny rozdil
ve frekvenci alel nebo genotypli zkoumanych polymorfismi, ani jsme neprokazali
zadny vliv na preziti. Vysledky ukazuji, ze C/G SNP (rs13290387) ani Cys327Cys
SNP (rs12375498) nesouvisi s rizikem vzniku ccRCC.

Vysledky genetické analyzy naznacuji souvislost mezi C/G SNP (rs13290387) genu
PAPP-A arizikem rozvoje pIIRCC. Limitaci prace je maly pocet nemocnych s timto

histologickym subtypem RCC (n = 14), ovéfeni na vét§im souboru je velmi zddouci.

5.3. Diskuse — experimentalni prace IIl: Sérové koncentrace PIGF u ccRCC

Angiogeneze hraje kliCovou roli v procesu kancerogeneze, nddorové progresi a
schopnosti zakladat vzdalené metastaizy. VEGF je povazovan za nejsilnéjsi ze
znamych pro-angiogennich faktorG. PIGF fadime do rodiny rlstovych faktori
VEGF a jeho zvySena exprese je spojena piedevsim s patologickou angiogenezi.
ZvySené hladiny PIGF byly popsany u mnoha patologickych stavli vcetné
nadorového rastu. Navic, fada publikovanych praci prokazala, ze vyss$i sérova
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koncentrace PIGF koreluje s hor§im biologickym chovanim tumoru a jeho
agresivitou. PIGF tak pfedstavuje potencialni prognosticky biomarker fady nadorti
dale kolorektalniho a nemalobunécného bronchogenniho karcinomu (Chen CN. et
al., 2004; Parr C. et al., 2005; Wei SC. et al., 2005; Zhang L. et al., 2005; Ho MC.
et al., 2007; Escudero-Esparza A. et al., 2009; Pompeo E. et al., 2009; Meng Q. et
al., 2018).

Ptesto, ze byl PIGF intenzivné zkoumén jako moZzny nadorovy biomarker u fady
malignit, jeho vyznam u RCC nebyl doposud objasnén. Autoti Takahashi et al. jako
prvni na malém souboru pacientli prokazali zvySenou expresi VEGF 1 PIGF v
hypervaskularizované nddorové tkéni a postulovali, Ze oba zkoumané rlstoveé
faktory pftispivaji k neovaskularizaci 1 u RCC (Takahashi A. et al., 1994). Dalsi
japonsti autofi popsali korelaci hladin PIGF s T a M stadiem néadoru, jadernym
gradem a vaskularizaci tumoru. Soucasné potvrdili PIGF jako nezavisly

prognosticky faktor (Matsumoto K. et al., 2003).

Ve shod¢ s predchozimi pracemi jsme prokazali vyssi sérovou koncentraci PIGF u
nemocnych s ccRCC v porovnanim s kontrolami. Cut-off hodnotu koncentrace
PIGF pro riziko ccRCC jsme stanovili na 12,71 pg/ml. Dle naSich vysledka lze
sérovou koncentraci PIGF povazovat za potencialni biomarker pro detekci ccRCC.
Ovsem vzhledem k AUC a dosazenym citlivostem testu lze uvazovat o uziti PIGF

spiSe v ramci multi-markerového testu nez jako samostatného biomarkeru.

Neprokazali jsme korelaci sérovych koncentraci PIGF se stadiem nadoru ¢&i
jadernym gradem. Pfesto, Ze jsme pozorovali vyssi hodnoty PIGF u nemocnych
s tumory vykazujici horsi jaderny grade, rozdily nedosédhly statistické vyznamnosti
(G1-G2 vs. G3-G4; p = 0,07). Divodem mohl byt maly pocet nemocnych pfi

souCasném vysSim zastoupeni tumorti nizs$iho stagingu i1 gradingu.

Ve vzorcich odebranych 3 mésice po operaci jsme pozorovali vyssi koncentrace

PIGF u nemocnych s naslednou recidivou (podskupina rccRCC) v porovnani
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s nemocnymi bez recidivy (podskupina IccRCC). Rozdily nedosahly statistické
vyznamnosti. Cut-off hodnotu sérové koncentrace PIGF pro riziko relapsu jsme
stanovili na 11,41 pg/ml. Nemocni s koncentraci PIGF pod touto hodnotou
vykazovali 3leté CSS 93 %, nemocni s koncentraci PIGF nad touto cut-off hodnotou
pouze 61 %. Mizeme tedy postulovat, Ze sérova koncentrace PIGF se jevi jako

potencialni prognosticky biomarker ccRCC.

Hlavni limitaci nasi prace je maly pocet nemocnych v jednotlivych podskupinéch.
Dalsi limitaci je skutecnost, Ze jsme soucasné nezkoumali expresi PIGF v nadorové
tkani. Vezme-li se v potaz, ze RCC nema Zadny vhodny diagnosticky, ani
prognosticky biomarker, PIGF se jevi pomérné slibné. Je vSak ziejmé, Ze potvrzeni

naSich vysledkl je tfeba provést na vétsi skupiné nemocnych.

6. ZAVER

V praci jsme se zabyvali studiem vybranych s té¢hotenstvim asociovanych proteini
a sice PAPP-A a PIGF jako potencidlnich biomarkeri v diagnostice a hodnoceni
progndzy nemocnych s RCC. Dale jsme hodnotili vybrané polymorfismy genu

PAPP-A ve vztahu k nejc¢astéjSim histologickym typtim RCC a onkocytomu.

V prvni ¢asti experimentalni prace jsme hodnotili sérové koncentrace PAPP-A u
nemocnych operovanych pro ccRCC a jejich potencidlni pfinos pro diagnostiku a
predikci prognozy. Vysledky nepotvrdily nami stanovenou hypotézu. Neprokazali
jsme vyznamny rozdil sérovych koncentraci PAPP-A u pacienti s c¢cRCC
v porovnani s kontrolami. RovnéZz jsme nezjistili zavislost PAPP-A na stagingu
onemocnéni ani jaderném gradu. Ani dynamika PAPP-A ve vzorcich odebranych po
opera¢nim vykonu nebyla vyznamna, nezjistili jsme jeji vliv na pieziti. Na zaklad¢
naSich vysledkt miZzeme konstatovat, Ze sérova koncentrace PAPP-A se nejevi jako

potencialni diagnosticky marker, ani jako prediktor progndzy u pacientli s ccRCC.
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Ve druhé ¢asti prace jsme zkoumali souvislost vybranych polymorfismi genu
PAPP-A s nejcastéjSimi histologickymi subtypy RCC (ccRCC, pIRCC, plIRCC a
chRCC) a onkocytomem. Zde jsme zjistili statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci
alel a genotypit C/G SNP (rs13290387) genu PAPP-A mezi pacienty s pIIRCC
v porovnani s kontrolami. U dalSich histologickych subtypti RCC ani onkocytomu
jsme zadné vyznamné rozdily ve frekvenci alel a genotypl v porovnani s kontrolni
skupinou nezjistili. U ccRCC jsme nezjistili zadny statisticky vyznamny rozdil ve
frekvenci alel ¢i genotypi vybranych SNP genu PAPP-A v zavislosti na stadiu
onemocnéni ¢i jaderném gradu a neprokdzali jsme ani vliv zkoumanych
polymorfismi na pteziti. Nase vysledky naznacuji moznou souvislost mezi C/G SNP
(rs13290387) genu PAPP-A arizikem rozvoje pIIRCC. Limitaci prace je maly pocet

nemocnych s timto histologickym subtypem, ovéfeni na vét§im souboru je nezbytné.

V ramci tietiho experimentu jsme zkoumali vyznam sérovych koncentraci PIGF u
nemocnych s ccRCC. U nemocnych s ccRCC jsme zjistili vyznamné vySsi sérové
koncentrace PIGF v porovnani s kontrolami. Vysledky tak potvrdily naSi hypotézu.
Korelaci sérovych hladin PIGF se stagingem onemocnéni a jadernym gradem jsme
ale nepotvrdili. Pfesto, ze jsme pozorovali vy$$i hodnoty PIGF u nemocnych
s tumory vykazujici hor$i jaderny grade, rozdily nedosahly statistické hladiny
vyznamnosti. V pooperacnim sledovani nemocnych s lokalizovanym ccRCC jsme
pozorovali vys$si koncentrace PIGF u nemocnych, u nichZ nasledné doSlo k relapsu
onemocnéni v porovnani s t€émi, u nichz relaps nenastal. Popsané rozdily nicméné
nedosahly statistické vyznamnosti. V experimentu jsme stanovili cut-off hodnotu
sérove koncentrace PIGF pro riziko relapsu ccRCC, ktera korelovala s CSS. Z naSich
vysledkii 1ze tedy usuzovat, ze PIGF se jevi jako potencidlni diagnosticky a
prognosticky biomarker ccRCC, pficemz je ale nutné ovéfeni vysledki na veétsi

experimentalni skuping.
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Zavérem lze uvést, ze PIGF, nikoli v§ak PAPP-A, se jevi jako potencidlné vhodny
marker pro diagnostiku a hodnoceni prognézy nemocnych s ccRCC. Pro verifikaci

tohoto zavéru je vSak nutné realizovat studie na vétSim souboru pacientil.
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7.1. SOUHRN

RCC piedstavuje 2-3 % viech malignit v dospélosti, incidence v CR se navic fadi
k nejvyssim ve svété. Doposud nebyl identifikovan zadny vhodny diagnosticky, ani
prognosticky biomarker tohoto onemocnéni. Disertacni prace nabizi uceleny prehled

prognostickych faktort RCC a dosud zndmych potencidlnich biomarkeri.

V experimentalni ¢asti praci jsme hodnotili dva potencialni biomarkery — PAPP-A
a PIGF — jejich vztah k diagnostice a hodnoceni progn6zy nemocnych s ccRCC.
Déle jsme zkoumali vybrané polymorfismy genu PAPP-A ve vztahu k nejcastéjSim

histologickym typtim RCC a onkocytomu.

PAPP-A je prote4za regulujici bunécény rast. Role PAPP-A v procesu kancerogeneze
byla potvrzena u fady nadord. Hodnotili jsme sérové koncentrace PAPP-A u
nemocnych s ccRCC (lokalizovany ccRCC bez relapsu, lokalizovany ccRCC
s naslednych relapsem, primarné¢ metastatické onemocnéni). Nezjistili jsme
vyznamny rozdil hodnot PAPP-A u nemocnych s ccRCC v porovnani s kontrolami,
ani mezi podskupinami. Neprokazali jsme korelaci se stagingem ani jadernym
gradem. Rovnéz dynamika pooperacnich hladin PAPP-A nebyla signifikantni.
PAPP-A se nezda byt vhodnym markerem pro diagnostiku ani hodnoceni prognézy
nemocnych s ccRCC.

Analyzovali jsme vybrané SNP genu PAPP-A [C/G SNP (rs13290387) a Cys327Cys
SNP (rs12375498)] u osob s ccRCC, pRCC typ I a II, chRCC a onkocytomem. U
pRCC typ II byl v porovnani s kontrolami vyssi vyskyt mutantni alely G C/G SNP
PAPP-A. Vysledky ukazuji na moZnou souvislost mezi timto polymorfismem a
rizikem vzniku pIIRCC. U dalSich histologickych variant nebyl rozdil ve frekvenci
alel a genotypli zkoumanych polymorfismit PAPP-A zjistén.

PIGF, klicovy aktivator angiogeneze, byl identifikovan jako prognosticky biomarker
u fady malignit. Analyzovali jsme sérové koncentrace PIGF u osob s ccRCC
(lokalizovany c¢cRCC bez relapsu, lokalizovany ccRCC s néslednym relapsem,

primarné metastatické onemocnéni). Sérova hladina PIGF byla vyznamné vyssi u
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osob s ccRCC v porovnani s kontrolami (p = 0,002). Cut-off hodnota PIGF pro
riziko detekce ccRCC byla stanovena na 12,71 pg/ml (p = 0,0001). Vyznamny
rozdil predoperacnich hodnot PIGF jsme zjistili mezi podskupinami lccRCC a
mccRCC (p = 0,002). Mezi dal§imi podskupinami jsme vyznamné rozdily nezjistili,
rovnéz jsme nezjistili korelaci se stagingem ¢i gradingem nadoru. Pooperacné jsme
pozorovali vy$§i hladinu PIGF v podskupiné s naslednou recidivu v porovnani
s nemocnymi bez recidivy, ale rozdil nebyl statisticky vyznamny (p = 0,17). Cut-off
hodnota PIGF pro riziko relapsu byla stanovena na 11,41 pg/ml (p = 0,0003). U osob
s lokalizovanym ccRCC (IccRCC a rccRCC) s PIGF < 11,41 pg/ml bylo ttileté CSS
93 % vs. 61 % u nemocnych s PIGF > 11,41 pg/ml (p = 0,018). PIGF se jevi jako
potencialni diagnosticky a prognosticky biomarker ccRCC, ovéteni vysledkli na

vetsim souboru je nicméné nezbytné.

7.2. SUMMARY

RCC represents 2-3% of all adult malignancies with incidence in the Czech Republic
among the highest in the world. No suitable diagnostic or prognostic biomarker of
this tumour has been identified yet. The work presents an overview of prognostic

factors of RCC and potential biomarkers known so far.

In experimental part, we evaluated the diagnostics and prognostic value of two
potential biomarkers — PAPP-A and PIGF — in patients with ccRCC. Furthermore,
we investigated certain polymorphisms of PAPP-A gene in relation to the most

common histological types of RCC and oncocytoma.

PAPP-A is a protease regulating cell growth. Its role in the process of carcinogenesis
has been confirmed in several tumours. We evaluated PAPP-A serum concentrations
in subjects with ccRCC (localized ccRCC without relapse, localized ccRCC with
further relapse, primary metastatic disease). No significant difference in PAPP-A
serum concentration in subjects with ccRCC compared to controls was observed,

nor between the subgroups. We did not find a correlation with staging or grading.
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Also, dynamics of postoperative PAPP-A levels was not significant. PAPP-A
appears not to be a suitable marker for diagnosis or evaluation of prognosis in

patients with ccRCC.

Subsequently we analysed two SNPs of the PAPP-A gene [C/G SNP (rs13290387)
and Cys327Cys SNP (rs12375498)] in subjects with ccRCC, pRCC type I and II,
chRCC and oncocytoma. We observed a higher prevalence of mutant allele G C/G
SNP of PAPP-A gene in pRCC type Il compared to controls. These results indicate
a possible link between the C/G SNP PAPP-A gene polymorphism and the risk of
developing pIIRCC. In other histological subtypes, no difference in the frequency
of allele and PAPP-A genotype was detected.

PIGF, a key activator of angiogenesis, has been identified as a prognostic biomarker
in several malignancies. We analysed serum PIGF concentrations in subjects with
ccRCC (localized ccRCC without relapse, localized ccRCC with further relapse,
primary metastatic disease). PIGF serum level was significantly increased in subjects
with ccRCC compared to controls (p = 0.002). The cut-off level of PIGF serum
concentration for the risk of ccRCC was determined at 12.71 pg/ml (p = 0.0001).
Preoperatively, significantly higher PIGF concentrations were detected in mccRCC
compared to lccRCC group (p = 0.002). No significant difference among other
groups was observed, nor did we detect a correlation with tumour staging or grading.
Postoperatively, higher PIGF concentration was observed in subgroup with further
relapse compared to patients without relapse, not reaching the statistic significancy
(p = 0.17). The cut-off level of PIGF for the risk of relapse was established at 11.41
pg/ml (p = 0.0003). In subjects with localized ccRCC (IccRCC and rccRCC) with
PIGF <11.41 pg/ml, the 3-year CSS was 93% vs. 61% in patients with PIGF > 11.41
pg/ml (p = 0.018). PIGF appears to be a potential diagnostic and prognostic
biomarker of ccRCC, however, validation of our results on a larger cohort is

necessary.
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