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Role s téhotenstvim asociovanych proteint a dalSich biochemickych

markert v diagnostice a sledovani nadorii ledvin

Abstrakt

Prace se zabyva roli vybranych s téhotenstvim asociovanych proteintli, s té¢hotenstvim
asociovan¢ho plazmatického proteinu A (PAPP-A) a placentalniho riistového faktoru
(PIGF), ve vztahu k renalnimu karcinomu (RCC) a moznosti jejich pouziti jako biomarkerti
tohoto onemocnéni. Teoreticka ¢ast prace shrnuje zasadni poznatky o RCC se zaméfenim na
prognostické faktory této malignity a poskytuje uceleny piehled znamych potencidlnich
biomarkertl. V experimentalni ¢asti prace byly hodnoceny sérové koncentrace PAPP-A a
PIGF u pacienti operovanych pro svétlobunéény RCC a jejich potencidlni piinos
v diagnostice a hodnoceni progndézy nemocnych s timto nejcastéjSim histologickym
subtypem RCC. Dale byl zkouman vztah jednonukleotidovych polymorfismt 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 zakladé
naSich vysledki se PAPP-A nezda byt vhodnym markerem pro diagnostiku ani hodnoceni
prognozy nemocnych s ccRCC, ovSem PIGF se jevi jako potencidlni diagnosticky a
prognosticky marker tohoto onemocnéni. Genetickou analyzou jsme zjistili u nemocnych
s papilarnim RCC typ II v porovnani s kontrolami vyssi 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, placentalni rustovy faktor, PIGF, polymorfismus PAPP-A, progndza,
renalni karcinom, s t€hotenstvim asociovany plazmaticky protein A, svétlobunéény rendlni

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



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Akt proteinkindza B (protein kinase B)

AUC plocha pod ROC kiivkou (area under the ROC curve)

CalX karboanhydraza IX (carbonic anhydrase 1X)

ccRCC svétlobunécny rendlni karcinom (clear cell renal cell carcinoma)
CEA karcinoembryonalni antigen (carcinoembryonic antigen)

CI interval spolehlivosti (confidence interval)

CRP C-reaktivni protein

CSS nadorové specifické preziti (cancer specific survival)

DFS pteziti bez recidivy (disease free survival)

EAU Evropska urologicka spolecnost (European Association of Urology)
ECOG Eastern Cooperative Oncology Group

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

GRANT Grade, Age, Nodes and Tumour

HIF hypoxii indukovany faktor (hypoxia inducible factor)

HIF-1a hypoxii indukovany faktor 1 a (hypoxia inducible factor 1 o)

HR pomeér rizik (hazard ratio)

HRE hypoxia responsive element

chRCC chromofobni renalni karcinom (chromophobe renal cell carcinoma)
IGF-1 inzulinu podobny rlstovy faktor 1 (insuline like growth factor 1)
IGF-1R receptor IGF-1 (insuline like growth factor 1 receptor)

IGFBP(s) vazebné proteiny na IGF [insuline like growth factor binding protein(s)]

IMDC International Metastatic Renal Cell Carcinoma Database Consortium
ISUP International Society od Urological Pathology

KIM-1 kidney-injury molecule-1

LDH laktat dehydrogenaza

lccRCC lokalizovany svétlobunéény rendlni karcinom bez relapsu

mccRCC metastaticky svétlobunéény rendlni karcinom

mRNA messengerova ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)
MSKCC Memorian Sloan Kettering Cancer Centre

mTOR mammalian target of rapamycin
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NLR
NSE

oS
PI3K
PAPP-A

PCR
PDGF
PFS
PIGF
pRCC
pIRCC
plIRCC
PS
PTEN
RCC
rccRCC
RFS
RNA
ROC
SD
SNP
TPA/S

TGF
TRACE
UISS
VEGF
VEGFR
VHL

pomér neutrofilti a lymfocyti (neutrophil-to-lymphocyte ratio)
neuron specifickd enolaza (neuron-specific enolase)

celkové preziti (over-all survival)

fosfatidylinositol-3kinaza (phosphatidylinositol 3-kinase)

s t¢hotenstvim asociovany plazmaticky protein A (pregnancy-associated
plasma protein A)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

rustovy faktor odvozeny z desticek (platelet derived growth factor)
preziti bez progrese (progression free survival)

placentarni ristovy faktor (placental growth factor)

papildrni renalni karcinom (papillary renal cell carcinoma)

papilarni renalni karcinom typ I

papilarni renalni karcinom typ II

performance status

phosphatase and tensin homolog

renalni karcinom (renal cell carcinoma)

lokalizovany svétlobunécny renalni karcinom s ndslednym relapsem
pteziti bez recidivy (recurrence free survival)

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

receiver operating characteristics

standardni odchylka (standard deviation)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)

tkanovy polypeptidovy/specificky antigen (tissue polypeptidic/spefific
antigen)

transformujici ristovy faktor (transforming growth factor)

time resolved amplified cryptate emission

University of California Integrated Staging System

vaskulérni endotelovy rlistovy faktor (vascular endothelial growth factor)
receptor VEGF (vascular endothelial growth factor receptor)

von Hippel-Lindau
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1. UVOD

1.1. Renalni karcinom

Renélni karcinom (RCC) je nejc€astéjsi malignitou hornich cest moCovych a predstavuje
témet 3 % vSech solidnich nadorovych onemocnéni v dospélosti (Capitanio U. et al., 2018;
Siegel RL. et al.,, 2020). Incidence RCC v Ceské republice se dlouhodob& z dosud

neobjasnénych piicin fadi k nejvyssim ve svété (Dusek L. et al., data aktuélni k roku 2018).

RCC je jednim z nejmalignéjSich naddorti urogenitalniho traktu a jeho pribeh je obtizné
predikovatelny. Toto onemocnéni probihd ve vétsSing ptipadt az do pozdnich stadii zcela
asymptomaticky, coz znesnadiuje jeho odhaleni. V soucasné dob¢ je RCC asi v 65 % vsech
ptipadd zachycen jako ndhodny nalez na zobrazovacich vySettenich provedenych pro jiné
obtize pacienta (Siegel RL. et al., 2020). OvSem 1 pfes nartstajici podil drobnych,
incidentalnich tumort,, byvd RCC az u jedné tietiny nemocnych diagnostikovan jako
pokrocilé onemocnéni (Ljungberg B. et al., 2022). Metastazy byvaji pfitomny v dobé
diagnodzy u vice nez 15 % nemocnych (Siegel RL. et al., 2020).

V 1écbe lokalizovaného RCC je zcela zasadni Casné stanoveni diagnoézy a kompletni
chirurgické odstranéni tumoru. Uplné chirurgické odstranéni (piipadné radiofrekvenéni
ablace) je jedinou kurativni 1é€bu této malignity. U stadia T1 upfednostiiujeme resekéni
vykon, ktery poskytuje excelentni funk¢ni i onkologické vysledky. Nefrektomie pfedstavuje
vhodny opera¢ni vykon u vyssich stadii RCC (Ljungberg B. et al., 2022). S recidivou se ale
setkavame u 20-40 % nemocnych po kurativni chirurgické 1é¢bé piivodné lokalizovaného

onemocnéni (Speed JM. et al., 2017).

V lécbé metastatického onemocnéni je vzdy ke zvazeni metastazektomie, ktera muze
predstavovat kurativni 1écbu. Chemoterapie, radioterapie ani hormonalni lécba nejsou u
RCC ucinné. Zakladem systémové [é€by nemocnych s metastatickym svétlobunéénym RCC
(ccRCC) je vsoucasné dobé¢ imunoterapie. Cilena lécba kindzovymi inhibitory nebo
monoklondlnimi protilatkami prodluzuje pteziti, zlepSuje symptomy nemoci, presto vSak
neni kurativni. Pokroky v systémoveé 1é¢be ptispély ke zlepSeni progndzy nemocnych, u ¢asti
nemocnych k vyznamné dlouhodobé remisi onemocnéni, bohuzel ale i nadale nejsou u non-

respondért dostacujici (Ljungberg B. et al., 2022).
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Vcasné stanoveni diagnézy a piesnéjsi predikce individudlniho pribéhu onemocnéni s
identifikaci nemocnych s vysokych rizikem recidivy mohou pomoct ke snizeni mortality
RCC. Postupné byla popsana celd fada prognostickych faktorti tohoto onemocnéni.
grade. V soucasnosti je k dispozici fada multivariantnich prognostickych modelid a
nomogramil, které poskytuji lepsi predikci pribéhu onemocnéni nez samotné anatomické a
histologické prognostické faktory. Zakladem téchto modelid je staging onemocnéni a
histologické charakteristiky tumoru (pfedevSim hodnoceni jaderného gradu, piipadné
pfitomnosti intratumoralni nekr6ézy) v kombinaci s bézn¢ dostupnymi laboratornimi a
klinickymi parametry. Soubézn¢ v poslednich desetiletich probihd snaha o identifikaci
dalSich potencialnich biomarkerti, které by mohly vést k dalSimu zpfesnéni téchto
prognostickych modelti. OvSem i pies intenzivni vyzkumné snahy v této oblasti doposud
nebyl identifikovan zadny vhodny biomarker pouzitelny pro ¢asnou diagnostiku RCC ¢i
predikci prubéhu tohoto onemocnéni. Studium moznych biomarkeri, at’ jiz tkanovych ¢i
cirkulujicich, ma tedy zasadni vyznam. Soucasné miize pfispét k porozuméni procesu

kancerogeneze RCC a identifikovat molekuly ¢i struktury vhodné pro cilenou 1é€bu.

1.2. Epidemiologie a etiologie

Nejvyssi vyskyt RCC dlouhodobé pozorujeme v zapadnich zemich s meziro€nim naristem
0 2 % v poslednich dvou dekadach (Capitanio U. et al., 2018; Ljungberg B. et al., 2022;). V
Ceské republice RCC piedstavuje pomérné &asté nadorové onemocnéni. V roce 2018
incidence RCC v Ceské republice dosahovala 29/100 000 obyvatel, kdy bylo v tomto roce
nove¢ diagnostikovano vice nez 3 000 ptipadd (Dusek L. et al., data aktualni k roku 2018).
RCC postihuje ¢astéji muze (v poméru 1,5:1) s vyssi vyskytem ve starsi populaci (Capitanio

U. etal., 2018).

Za hlavni rizikové faktory vzniku RCC je povaZovano koufeni, obezita a hypertenze.
Zvysené riziko RCC rovnéZ ptedstavuje tato diagndza u piibuzného prvniho stupné. Dale
byla popsana fada dalSich faktori s moZnym pfiznivym ¢i negativnim vlivem na vznik RCC,
zejména pak dietnich vlivil €1 expozice specifickym kancerogeniim, ov§em vysledky nejsou
zcela prikazné. Vyvarovat se kouieni a redukce obezity je povaZzovano za ti€¢innou profylaxi

vzniku RCC (Tahbaz R. et al., 2018).
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1.3. Histologické varianty

RCC vychazi z kliry ledvin a pfedstavuje piiblizné 90 % primérnich rendlnich tumord.
Histologicky se jedna o znac¢né heterogenni skupinu tumort, které popisuje klasifikace
World Health Organization (WHO) 2016 (Moch H. et al., 2016). Kazdym rokem jsou nad
ramec stavajici klasifikace WHO definovany nové histopatologické jednotky RCC nejen na
zaklad¢ jejich morfologie a imunohistochemickych vlastnosti, ale stale ¢astéji na podkladu

molekularné genetickych zmén (Hes O. et al., 2020).

Ptevladajicim histologickym typem je svétlobunéény RCC (ccRCC), ktery prokazujeme az
v 80 % ptipadi. Mén¢ cCasté histologické varianty predstavuji papilarni karcinom (pRCC)
(12 % ptipadil), chromofobni karcinom (chRCC) (5 % ptipadt) a dal$i vzacngjsi subtypy
(Moch H. et al., 2016; Ljungberg B. et al., 2022).

1.3.1. Svétlobunéény renalni karcinom

Nejcastéjsi histologickou variantu RCC je svétlobunéény RCC, ktery vychdzi z bunék
proximalniho tubulu. Vétsinou se jedna o dobfe ohraniceny tumor, ktery miva na fezu barvu
od $edé az po rizné odstiny okrové a zlaté podle obsahu lipidt v buikach. Casto byva
prokrvaceny s pritomnosti nekrdzy. Typické cytogenetické zmény zahrnuji ztratu kratkého
raménka chromozomu 3 (3p), nebo mutaci ¢i inaktivaci von Hippel-Lindauova (VHL) tumor
supresorového genu na chromozomu 3p25 (Maher ER., 2018). Ztrata tumor supresorového
proteinu VHL pfispiva k iniciaci karcinogeneze, progresi tumoru a metastazovani. VétSinou
ccRCC predstavuje sporadicky tumor, bilateradlni vyskyt byva spojeny s VHL chorobou.
Nemoc VHL je vzacny autozomalné¢ dominantné dédi€ny multisystémovy neoplasticky
syndrom, kdy dochézi k tvorbé tumorti v mnoha organech téla, véetné ledvin. Karcinom
ledviny se vyvine az u 35-50 % postizenych touto chorobou, ¢asto v niz§im véku, nez je pro

ccRCC typické, mnohdy bilateralné ¢i multifokaln€é (Maher ER., 2018).

1.3.2. Papilarni renalni karcinom

Druhym nej€astéjSim typem je papilarni RCC, ktery vychazi z bunék distalniho tubulu.
Klasifikace WHO rozliSuje dva podtypy — pRCC typ I a II — s odlisSnymi klinickymi 1

biologickymi vlastnostmi.
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Typ I pRCC je spojen s aktivatni mutaci v protoonkogenu MET. Pro tento typ je
charakteristicka pfitomnost pevného pseudopouzdra, kterd zajist'uje jeho pravidelny kulaty
vzhled (Pascalovo pravidlo). Pii zobrazovacich vySetfenich proto muze imitovat
komplikovanou cystu. Makroskopicky je tumor na fezu okrovy s vzhledem mletého masa a
je velmi fragilni. Mezi typické znaky pRCC typu I se fadi exofyticky, extrarendlni, rust,
nizky jaderny grade i maligni potencidl. Cytogeneticky jsou pro typ I charakteristické zmény
na chromozomech 7, 17 a ztrata chromozomu Y. VétSina nadort tohoto typu se vyskytuje
sporadicky, ale existuji i hereditarni bilateralni a multifokalni nadory spojené s autozomalné
dominantni mutaci protoonkogenu MET na 7q31.3. Typ I je cCastéjsi a vykazuje lepsi
prognézu v porovnani s typem II (Warren AY., Harrison D., 2018; Ljungberg B. et al.,
2022).

v

Morfologicky maji buitky pRCC typu II hojnéjsi eosinofilni cytoplazmu a vykazuji vyssi
jaderny grade. Na molekularni urovni je tento subtyp spojeny s aktivaci NRF-2ARE
signaliza¢ni drahy. Jednd se o heterogenni skupinu tumorli, s minimalné tfemi subtypy

s rozdilnou prognozou (Moch H. et al., 2016; Ljungberg B. et al., 2022).

1.3.3. Chromofdbni renalni karcinom

Tento typ RCC se v naprosté vétsiné ptipadl vyskytuje sporadicky. Makroskopicky se jedna
o tuhy, dobfe ohrani¢eny tumor, bez pseudopouzdra, bézové az hnéd¢ barvy. Pro velkou
jadernou atypii nelze k hodnoceni jaderného gradu uzit klasifikaci dle Fuhrmanové, ani
aktudlné doporucovanou klasifikact WHO/ISUP (viz dale). Recentné¢ byl k hodnoceni
navrzen novy gradingovy systém vychazejici z hodnoceni pfitomnosti nekrozy a/nebo
sarkomatoidnich zmén, ktery rozdé€luje chRCC na low- a high-grade varianty (Ljungberg B.
et al., 2022). Typické cytogenetické zmény zahrnuji ztratu chromozomu Y, 1, 2, 6, 10, 13,
17 a21 (Moch H. et al., 2016; Ljungberg B. et al., 2022).

Tumor ma nizky metastaticky potencidl, ovS§em vyjime¢né mlZe metastazovat i fadu let po
chirurgickém vykonu. Progn6za chRCC je relativné dobra, s vysokym Sletym pieZitim bez
recidivy (recurrence free survival, RFS) i 10letym nadorové specifickym ptezitim (cancer

specific survival, CSS) - 89 %, respektive 93 % (Volpe A. et al., 2012).
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1.3.4. DalSi histologické varianty

Dalsi, mén¢ casté, histologické varianty RCC ptedstavuji Sirokou heterogenni skupinu
vzacnych tumord, sporadickych ¢i s familiarnim vyskytem a neklasifikované varianty RCC.

V nasledujicim textu jsou zminény pouze vybrané histologické typy tumorti.

Renalni medularni karcinom. Tento velmi vzacny typ RCC, postihuje pfedevSim mladé
muZe se srpkovitou anemii, v Ceské republice se snim tedy prakticky nesetkame.
Celosvétove predstavuje méne nez 0,5 % vsech piipadi RCC. Tento typ nadoru je vysoce
agresivni a ve vétSiné pripadi byva zjistén az jako metastatické onemocnéni. Prognoza
nemocnych je extrémné Spatnd, pacienti vétSinou umiraji v pribéhu nékolika mésicti od

stanoveni diagnézy (Ljungberg B. et al., 2022).

Karcinom ze sbéracich kanalki. S touto vzacnou histologickou variantou se setkavame
v méné nez 1 % vSech ptipadit RCC, vétsSinou u muzl stiedniho a vySsiho véku. Jedna se o
velmi agresivni tumor se Spatnou prognézou. V dob¢ diagnézy byva uzlinové postizeni
zjisténo az u 40 % nemocnych a metastdzy byvaji pfitomny u vice nez tfetiny pacientti

(Ljungberg B. et al., 2022).

Karcinom spojeny s translokaci Xp11.2. S karcinom spojenym s translokaci Xpl1.2. a
fuzi TFE3 genu (transkripéni faktor E3) se setkavame zejména u mladych dospélych a déti.
Jednd se o heterogenni skupinu tumortt s odlisSnymi klinickymi, patologickymi a
molekularnimi charakteristikami. Prognoza tohoto typu nadoru ziistdva vzhledem k nizkému
vyskytu nejasna, v dosp€losti se vSak jednd o agresivni nador se Spatnou progndzu

(Ljungberg B. et al., 2022).

Familiarni renalni karcinom. Ledvina byva postizena karcinomy u fady geneticky
podminénych syndromt. S tumory se Casto setkavame v niz§im veéku nez piti sporadickém
vyskytu, Castéji byvaji multifokéalni a bilateralni. Vyskyt ccRCC pfi VHL syndromu byl
zminén jiz vySe. Z dalSich neopléazii se u tohoto syndromu setkdvame s angiofibromy a
hemangioblastomy v sitnici a CNS, fechromocytomem a neuroendokrinnimi nadory.
V pfipadé autozomalné dominantné¢ dédi¢ného syndromu Brit-Hogg-Dublé vznikaji
v ledvinach nejraznéjsi varianty RCC, nejcastéji chRCC, ptipadné pRCC. Soucasné je pro
tento syndrom charakteristicky vznik plicnich cyst s rizikem spontdnniho pneumothoraxu.
Hereditalni leiomyomatéza predstavuje vzacné autozomalné dominantné dédi¢né
onemocnéni, které predisponuje ke vzniku mnohocetnych koznich a déloznich leiomyomt a

RCC, zejména pak pRCC typu II (Kolat J. et al., 2020).
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1.4. Staging nadoru

K popisu rozsahu nadoru a urceni stadia onemocnéni se v klinické praxi i pro védecké ucely
rutinné pouziva klasifikace TNM (TNM Classification of Malignant Tumours). Aktualn¢ je
pouzivana verze TNMS z roku 2017 (Brierley JD. et al., 2017). Klasifikace TNM zohlednuje
v kategorii T (Tumor) velikost a lokalni rozsah primarniho naddoru vcetné jeho Sifeni do
zilniho systému, v kategorii N (Nodes) uzlinové postizeni a v kategorii M (Metastasis)

pritomnost metastaz (Tab. 1.)
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Tab. 1. TNM Kklasifikace renalniho karcinomu z roku 2017

T — Primarni nador

TX

Primarni nador nelze hodnotit

TO

Bez znamek primarniho naddoru

T1

Nador do 7 cm v nejvétsim rozméru, omezen na ledvinu

Tla

Nador do 4 cm

T1b

Nador vétsi nez 4 cm, ne vSak vice nez 7 cm

T2

Nador vétsi néz 7 cm v nejveét§im rozméru, omezen na ledvinu

T2a

Nador vétsi nez 7 cm, ne vSak vice nez 10 cm

T2b

Nador vétsi néz 10 cm, omezen na ledvinu

T3

Nador se §ifi do velkych zil nebo do perirenalnich tkani, ne vSak do
stejnostranné nadledviny, ne ptes Gerotovu fascii

T3a

Nédor se §ifi do v. renalis véetné jejich subsegmentélnich vétvi, nebo nador
postihuje kalichopanvi¢kovy systém, perirenalni tuk a/nebo tuk renalniho
sinu (peripelvicky), neptesahuje vSak Gerotovu fascii

T3b

Nédor se $iti do duté zily pod bréanici

T3¢

Nédor se §ifi do duté Zily nad bréanici nebo postihuje sténu duté zily

T4

wrwr

nadledviny)

N — Regionalni mizni uzliny

NX Regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO Regiondlni mizni uzliny jsou bez metastaz
N1 Metastaza v jedné regionalni mizni uzling (uzlinach)

M - Vzdalené metastazy

MX Vzdalené metastazy nelze hodnotit
Mo Bez vzdalenych metastaz
M1 Vzdalené metastazy
pTNM Kklinicka stadia
I T1 NO MO
II T2 NO MO
11 T3 NO MO
T1, T2, T3 N1 MO
v T4 jakékoli N MO
jakékoli T jakékoli N M1

Upraveno dle Brierley JD. et al., 2017; Cesky pieklad TNM klasifikace dostupny na:

https://www.uzis.cz/index.php?pg=record&id=4577.
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1.5. Diagnostika

Mnoho renalnich tumort ztistava asymptomatickych az do pozdnich stadii, coz znesnadnuje
diagnostiku toho onemocnéni. V soucasné dobé¢ byva RCC ve vice nez poloviné piipada
zachycen jako ndhodny nalez pii neinvazivnich zobrazovacich vySetfenich provedenych pro
nespecifické ptiznaky ¢i jina bfiSni onemocnéni (Ljungberg B. et al., 2022). S klasickou
diagnostickou triaddou — bolesti v bedru, hematurie, hmatna renalni masa — se dnes setkavame
jen pomémné ziidka (piiblizn€ v 6-10 % vSech piipadl). Tato tridda byva spojena s lokalné
pokrocilym onemocnéni, agresivnim chovanim tumoru a hor$i prognézou. VétSina
pokrocilych tumort se vSak projevuje spise nespecifickymi celkovymi pfiznaky pfitomnosti
nadoru (jako jsou nechutenstvi, hubnuti, anemie a dal$i) a symptomy z metastatického
rozsevu (dusnost, kasel, kostni bolesti, patologické zlomeniny a dal$i). Vzhledem k produkeci
nejriznéjsich ptsobki jsou u RCC casté paraneoplastické priznaky, které byvaji vyjadieny
u 10-40 % nemocnych. Horecka, anemie, nechutenstvi a ztrata hmotnosti byvaji prvotnimi
ptiznaky ptitomnosti RCC azZ u jedné tfetiny pacientl. Mezi dal$i mozné paraneoplastické
pfiznaky se fadi naptiklad hyperkalcémie, hypertenze, leukocytéza ¢i Stauffertiv syndrom

(paraneoplasticka hepatopatie) (Sacco E. et al., 2009; Ljungberg B. et al., 2022).

1.6. Prognostické faktory

I ptes pokroky v diagnostice a 1é¢bé se RCC fadi mezi nejmalignéj$i urologickd onemocnéni,
navic s obtizn¢ predikovatelnym pribéhem. Do soucasnosti byla identifikovana tada
faktord, které napomahaji zptesnit odhad individualniho pribéhu onemocnéni. Prognostické
faktory lze rozdélit na anatomické, histologické, klinické a molekularni. Nejvyssi

prognosticky vyznam vykazuji faktory anatomické a histologické.

Prognostickymi faktory RCC jsem se zabyvala v piehledovém &lanku (Cechova et al., in
press). Tuto problematiku nemohu opomenout ani zde, v nasledujicim textu se detailnéji

zamé&fim na laboratorni parametry a molekularni markery.

1.6.1. Anatomické prognostické faktory — staging onemocnéni

Staging onemocnéni mé zcela zasadni prognosticky vyznam. K urceni stagingu slouzi
klasifikace TNM, ktera zohlediiuje anatomické faktory, a to v kategorii T velikost a rozsah
primarniho tumoru (Sifeni do zilniho systému, do kalichopanvickového systému, do
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perirenalniho a/nebo peripelvického tuku ¢i nadledviny), dale v kategorii N uzlinové
postizeni a v kategorii M pfitomnost vzdalenych metastaz. Klasifikace TNM je pravidelné
revidovana, tak aby jeji prognosticky pifinos byl co nejvyssi. Aktudln€ se pouziva verze

TNMS z roku 2017 (Brierley JD. et al., 2017) (viz Tab. 1).

1.6.2. Histologické prognostické faktory

Mezi histologické prognostické faktory fadime jaderny grade (grading malignity), subtyp
RCC, ptitomnost sarkomatoidnich ¢i rhabdoidnich morfologickych zmén, lymfovaskularni
invazi, vyskyt intratumordlni nekrézy a prikaz invaze do sbéracich kandlkd. Mezi
histologické prognostické faktory lze uvést i stav chirurgickych okrajt, ktery ma zasadni

vyznam zejména u resekcnich vykoni a ukazuje na kompletnost opera¢niho vykonu.

1.6.2.1. Jaderny grade

je jaderny grade (grading malignity).

V roce 1982 byla predstavena Ctyfstupniova klasifikace jaderného gradu dle Fuhrmanové
zohlediiujici soucasné charakteristiky jadra a jadérka (velikost a tvar jadra, prominence
jadérka). Klasifikace jaderného gradu dle Fuhrmanové byla mezinarodné akceptovéana a po
desetileti uzivana. OvSem jeji pouZitelnost v praxi neni optimalni pro vyraznou proménlivost
vysledki mezi jednotlivymi hodnotiteli pti disledném uzivani vSech Ctyt stupiti této
klasifikace. Z tohoto divodu byl v navaznosti na zaveéry mezinarodniho kongresu
International Society of Urological Pathology (ISUP) ve Vancouveru vroce 2012
pfedstaven novy systém hodnoceni jaderné¢ho gradingu. Tento systém nasledné WHO
doporucila k uziti v klinické praxi. Opét se jednd o Ctyt stupiiovy model. Jaderné zmény jsou
hodnoceny gradem 1-3, nalez vysoce atypickych pleomorfnich bun¢k a/nebo
sarkomatoidnich ¢i rhabdoidnich bunéénych zmén je klasifikovan jako grade 4. Jaderny
grade je urCen piitomnosti bun€k s nejvyssi jadernou atypii, nikoli pfevladajici morfologii.
V praxi je tak tato nova klasifikace WHO/ISUP snaze aplikovatelna a reprodukovatelna
(Delahunt B. et al., 2013). V porovnani s klasifikaci dle Fuhrmanové navic poskytuje vyssi

prognostickou hodnotu zejména u tumort grade 2 a 3 (Dagher J. et al., 2017).
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Klasifikaci WHO/ISUP Ize aplikovat na ccRCC a pRCC. Jeji pouziti u chRCC neni aktuélné
doporuceno (Ljungberg B. et al., 2022). Ptesto, ze k hodnoceni jaderného gradu u chRCC
byla piedstavena fada systému, dosud zadny nebyl mezinarodné pfijat k uziti v klinické
praxi. Recentni multicentricka studie navrhuje k hodnoceni gradingu u chRCC uziti

dvoustupnové klasifikace (low- a high-grade) podle prikazu pfitomnosti sarkomatoidnich

zmén a/nebo nekrdzy (Ohashi R. et al., 2020).

Je tieba pfipomenout skuteCnost, ze prognostické systémy a modely pracuji s hodnocenim
jaderného gradu dle Fuhrmanové. Uziti klasifikace WHO/ISUP nebylo doposud pro tyto

systémy validovéno.

1.6.2.2. Histologicky subtyp RCC

Histologicky typ RCC je povazovan za dilezity prognosticky faktor. Prognosticky vyznam
tii nejcastejSich histologickych variant RCC (ccRCC, chRCC a pRCC) zkoumala rozsahla
retrospektivni multicentricka studie autorti Patard et al. Zhodnoceni histologickych nélezii u
vice nez 4 000 pacientl prokdzalo lepsi prognoézu u nemocnych s chRCC v univariantni
analyze. Ovsem pii rozdéleni dle stddia onemocnéni a jaderného gradu jiz prognosticky
vyznam histologického typu RCC nebyl patrny (Patard JJ. et al., 2005). Recentni
retrospektivni multicentrickd studie autort Wagener et al. hodnotici pteZziti u vice nez 7 000
pacientt operovanych pro lokalizovany pRCC a ccRCC potvrdila lepsi pieZiti u nemocnych
s pRCC typu I vporovnani s ccRCC (Wagener N. et al.,, 2017). Jak je jiz zminéno
v piedchozim textu, klasifikace WHO rozliduje dva podtypy pRCC — typ I a typ II. Castgjsi
typ I vykazuje lepsi prognozu v porovnani s typem II (Moch H. et al., 2016; Ljungberg B. et
al., 2022). Nejhorsi prognézu typicky mivaji nddory vychazejici ze sbéracich kanalkid a
dediferencované neklasifikovatelné typy. Raritni varianta RCC s Xpl11.2 translokaci je

rovnéz spojena s velmi Spatnou progndzou (Ljungberg B. et al., 2022).

Rozdily ve stagingu, gradingu a CSS u tii nejcastéjSich histologickych typl shrnuje tabulka
2. (Tab. 2.) (Leibovich BC. et al., 2010; Ljungberg B. et al., 2022). U ccRCC se v porovnani
s chRCC a pRCC castéji jedna jiz v dobé diagnozy o pokrocilé onemocnéni, coz koreluje

s horsi prognézou (Ljungberg B. et al., 2022).
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Tab. 2. Zakladni charakteristiky tfi nejcastéjSich histologickych subtypi RCC a CSS

Subtyp RCC % RCC Pokrodilé Grade 3-4 10leté CSS
onemocnéni (dle
v dobé diagnézy | Fuhrmanové)
(T3-4, N+, M+)
Svétlobunéény RCC | 80-90 % 28 % 28,5 % 62 %
Papilarni RCC 6—15 % 17,6 % 28,8 % 86 %
Chromofobni RCC 2-5% 16,9 % 32,7 % 86 %

Ptevzato a upraveno dle EAU Guidelines (Ljungberg B. et al., 2022)

RCC: renalni karcinom; CSS: nadorové specifické preziti.

Prognoéza se u vSech histologickych typtit RCC zhorSuje s narGstajicim stagem a jadernym

gradem, coz ilustruje tabulka 3. (Tab. 3.) (Keegan KA. et al., 2012; Ljungberg B. et al.,

2022). Zda se, ze pocet postizenych lymfatickych uzlin je dulezitym prediktorem preziti u

nemocnych bez prikazu vzdalenych metastaz, avsak toto neni v aktualné pouzivané

klasifikaci TNM zohlednéno (Golijanin B. et al., 2019).

Tab. 3. Nadorové specifické preziti (CSS) dle stadia onemocnéni

Grade HR (95 % CI)
TINOMO Referen¢ni hodnota
T2NOMO 2,71 (2,17-3,39)
T3NOMO 5,20 (4,36-6,21)
T4NOMO 16,88 (12,40-22,98)
N+MO 16,33 (12,89-20,73)
M+ 33,23 (28,18-39,18)

Prevzato z EAU Guidelines (Ljungberg B. et al., 2022)

HR: pomér rizik (hazard ratio); CI: interval spolehlivosti.
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U RCC ¢ini celkové Sleté preziti (over-all survival, OS) 49 %. Po roce 2006 doslo k mirnému
zlepseni OS, coz je pravdépodobné déno vyssim zachytem drobnych ndhodné zjisténych

tumort a efektivnimi moznostmi systémové 1écby (Ljungberg B. et al., 2022).

1.6.2.3. Sarkomatoidni a rhabdoidni zmény

Ptitomnost bunék rhaboidniho a sarkomatoidniho vzhledu je typickym znakem high-grade
nadort a byva spojena se Spatnou progndzou. Klasifikace WHO/ISUP tyto zmény hodnoti
jako grade 4. Se Spatnou progndzou je spojen zejména prukaz sarkomatoidni morfologie —
Sleté preziti u tumort vykazujici tyto rysy je uddvano v rozmezi 15-22 % a v 55-75 %
pfipadl jsou jiz v dobé diagnézy pritomny vzdalené metastazy. Sarkomatoidni zmény
mohou vykazovat vSechny histologické typy RCC a setkdvame se s nimi pfiblizn€ v 5 %
vSech ptipadd. Prognosticky vyznam ma i podil zastoupeni této morfologie, ovSem chybi
jednozna¢ny koncensus ohledné hodnoceni a interpretace téchto zmén (Warren AY.,

Harrison D., 2018).

1.6.2.4. Intratumoralni nekroza

Nekréza je u RCC Casta a setkavame se s ni az ve tfetin€ vSech ptipada. Publikované védecké
prace naznacuji, Ze ptitomnost nekroézy odrazi biologické chovani tumoru a jeho agresivitu.
Prognosticky vyznamnd se zda byt pouze pfitomnost intratumoralni koagulaéni nekrézy,
nikoli nekrdzy viditelné makroskopicky, tedy pouhym okem. Patogeneze vzniku koagulaéni
nekrdzy neni zcela objasnéna. NejCastéjsi hypotézy predpokladaji vznik koagulacni nekrozy
v disledku vaskularni remodelace pfi proliferaci tumoru a prertistdni tumoru nad moznosti
svého cévniho zasobeni (Leibovich BC. et al., 2003; Delahunt B. et al., 2013; Warren AY..,
Harrison D., 2018).

U ccRCC se s koagulacni nekrozou setkavame v 27-32 % piipadt (Delahunt B. et al., 2013).
Priikaz koagulaéni nekrozy u tohoto histologického typu RCC byl identifikovana jako
nezavisly rizikovy faktor progrese onemocnéni a imrti vlivem nadoru (Frank 1. et al., 2002;
Leibovich BC. et al., 2003; Sengupta S. et al., 2005; Zhang L. et al., 2018). U chRCC byva
koagula¢ni nekrdza ptitomna spiSe ojedinéle, pouze v 3-14 % vSech ptipadi (Delahunt B. et
al., 2013). OvSem i u tohoto typu RCC byl prokazan jeji prognosticky vyznam (Sengupta S.

et al., 2005). Nejcastéji byva koagulacni nekroza zjisténa u pRCC a to az v 42 % vSech
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pfipadli, ovSem na rozdil od pfedchozich variant zde neni prognosticky vyznamna (Delahunt

B. etal., 2013).

Rozsah nekrézy se zda byt prognosticky vyznamnéjsi nez jeji ptitomnost, respektive absence
(Klatte T. et al., 2009; Katz MD. et al., 2010). Pfi histopatologickém vySetfeni by méla byt
hodnocena nejen ptitomnost nekrézy, ale i jeji zastoupenti, které je doporuceno uvadét v 5 %
prirastcich. OvSem na popisu podilu nekrézy v preparatu nepanuje jednoznacény koncensus,
ani nebyla stanovena jasna prognosticky vyznamna hranice (Warren AY., Harrison D.,

2018).

Ptitomnosti nekrdzy jakozto prognostického faktoru je soucasti vybranych prognostickych
modelt. Je zohlednéna naptiklad v modelu SSIGN (Stage, Size, Grade, Necrosis) a v
Leibovichovych modelech (Frank I. et al., 2002; Leibovich BC. et al., 2003; Leibovich BC.
etal., 2018).

Prognosticky vliv pfitomnosti a podilu zastoupeni intratumoralni koagulacni nekrézy jsme
hodnotili i na souboru pacienti operovanych pro ccRCC na Urologické klinice 2. 1ékaiské
fakulty UK a FN Motol. Ve shod¢ s velkymi studiemi jsme potvrdili koagulaéni nekrézu
jako rizikovy faktor relapsu onemocnéni, soucasné pii vyssim podilu nekrézy bylo riziko
relapsu signifikantné vyssi (Cechova M. et al., 2022). V tomto textu je o problematice

nekrdzy a zejména jejim prognostickém vyznamu u ccRCC pojednéno blize.

1.6.2.5. Lymfovaskularni invaze

Oznacenim lymfovaskularni invaze rozumime Sifeni naddoru do cévniho a lymfatického
systému, tedy cesty jeho progrese. Makroskopicky patrnd invaze je soucdsti stagingu
onemocnéni a je ukotvena v klasifikaci TNM. Prognosticky vyznam mikrovaskularni invaze
neni jednoznacné doloZeny. Multicentricka studie autorti Kroeger et al. ukazuje na horsi
prognozu nemocnych s prokdzanou mikrovaskularni invazi, nezavisle na velikosti, jaderném
gradingu a histologickém typu tumoru (Kroeger N. et al., 2012). Horsi progndézu onemocnéni
pfi prikazu mikrovaskularni invaze potvrdila 1 metaanalyza ¢inskych autortt Huang et al.

(Huang H. et al., 2015).
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1.6.2.6. Chirurgické okraje

Pozitivni chirurgické okraje po resekénim vykonu pro RCC byvaji pii histopatologickém
vySetfeni preparatu popsany piiblizné v 2-8 % vSech ptipadii bez rozdilu dle zvoleného
operacniho pfistupu (otevieny vykon, laparoskopie ¢i roboticky asistovany vykon) (Choi JE.
etal., 2015; Porpiglia F. et al., 2016; Ljungberg B. et al., 2022). Nepiekvapive jsou pozitivni
chirurgické okraje Castéjsi v ptipad¢ imperativniho zachovného vykonu (solitarni ledvina,
bilateralni tumor) a tumorti vyssiho stagingu a gradingu (Ljungberg B. et al., 2022).
Hodnoceni stavu chirurgickych okraji by mélo byt rutinni soucasti histopatologické

vySetfeni resekatu.

Pritomnost pozitivnich okrajii predstavuje mozné riziko pro vznik lokalni recidivy.
Onkologicky dopad pozitivnich chirurgickych okraji vSak zistava sporny (Bensalah K. et
al., 2010; Porpiglia F. et al., 2016). Retrospektivni multicentrickéd prace autori Bensalah et
al. neprokazala vliv pozitivnich okrajii na zkraceni CSS ani vyssi riziko vzniku vzdalenych
metastdz (Bensalah K. et al., 2010). Vyssi riziko vzniku lokélni recidivy, ovSem bez
negativniho vlivu na CSS shodné potvrdili také irdnsti autofi v aktualni praci (Radfar MH.
et al., 2021). Vysledky dalSich publikovanych studii v§ak nejsou v souladu s témito zavéry.
Naptiklad italsti autofi Tellini et al. v recentni unicentrické studii identifikovali pfitomnost
pozitivnich chirurgickych okraji jako nezévisly faktor zkrdceni pfeziti bez progrese
(progression free survival, PFS) pfi vy$S§im vyskytu vzdalenych metastaz 1 lokalni recidivy
(Tellini R. et al., 2019). V rozsahlé praci americkych autort Wood et al. pak byla lokalni
recidiva po resekci tumoru ledviny popsana pii pozitivnich okrajich v 16 % ptipad

v porovnani s pouze 3 % u negativnich chirurgickych okrajii (Wood EL. et al., 2018).

Dle aktudlniho doporuceni Evropské urologické spolecnosti (European Association of
Urology, EAU) je nésledna radikalni nefrektomie ¢i opakovana resekce pozitivnich okraji
u vétSiny nemocnych nadbytecnym vykonem (over-treatment) a jako alternativu navrhuje

intenzivnéj$i pooperacéni sledovani (Ljungberg B. et al., 2022).

1.6.3. Klinické prognostické faktory a bézné laboratorni parametry

Mezi klinické faktory s prognostickym vlivem fadime zejména celkovy stav pacienta
(performance status), vyskyt paraneoplastickych a lokalnich symptom a kachexii. Z rutinné
dostupnych laboratornich parametrii s prognostickym vyznamem u RCC jsou v literatufe

nejcasteji uvadeény anemie, pocet krevnich desticek, lymfocytl, neutrofili, CRP (C-reaktivni
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protein), albumin a dal§i odvozené parametry jako napiiklad pomér poctu neutrofilii a
lymfocytii (neutrophil-to-lymphocyte ratio, NLR) ¢i dalsi bézné¢ dostupné laboratorni

hodnoty. Vybrané parametry jsou blize diskutovany v nasledujicim textu.

Performance status. Performance status (PS) pfedstavuje zhodnoceni celkového stavu
pacienta, jeho télesné vykonnosti. Je voditkem k volbé optimdlni terapie u nemocného
s nadorovym onemocnénim. K hodnoceni PS se pouzivaji standardizované skaly. V praxi
nejpouzivanéjsi jsou Karnofského skore (Karnofsky Performance Status) a ECOG skore
(Eastern Cooperative Oncology Group, ECOG). Hodnoceni PS dle Karnofského je soucasti
nejpouzivanéjsich prognostickych mutivariantnich modelt pro metastaticky RCC — modely
Memorian Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC) a International Metastatic Renal Cell
Carcinoma Database Consortium (IMDC). Snizeni Karnofského PS < 80 % zde predstavuje
jeden z neptiznivych prognostickych faktori (Motzer RJ. et al., 2002; Heng DY. et al.,
2013). Hodnoceni PS dle ECOG je naptiklad jednim z faktorti v systému UISS (University
of California Integrated Staging System, UISS), ktery se uzivd k hodnoceni progndzy

lokalizovan¢ho RCC (Zisman A. et al., 2002).

Piitomnost symptomii. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi ¢asti prace, tak RCC ve vétSing
pfipadi zlstdva asymptomaticky az do pozdnich stadii. Typickd diagnostickd trias —
hematurie, lumbalgie a hmatnd masa — je vzacna a byva spojena s lokdlné pokrocilym a
agresivnim onemocnénim. VétSina pokrocilych tumort se projevuje spiSe nespecifickymi
ptiznaky ptitomnosti nddorového ristu ¢i metastatického rozsevu. Dalsi kategorii moznych
symptomil  pfedstavuji  paraneoplastické piiznaky. Pfitomnost symptomatického
onemocnéni byla autory Leibovich et al. identifikovana jako jeden z negativnich
prognostickych faktor pro CSS a DFS (disease free survival, pfeziti bez recidivy) u
nemocnych s ccRCC. Vyskyt ptfiznakl je jednou z proménnych ovliviiujicich prognézu
onemocnéni v upravené verzi Leibovichova nomogramu z roku 2018 (Leibovich BC. et al.,

2018).

Anemie. Anemie je prokazatelnda aZz u 20 % nemocnych s RCC a byva jednim
z nespecifickych ptiznakli maligniho onemocnéni. Nejcastéji byva disledkem Spatného
stavu nutrice pii chronickém onemocnéni, ale u RCC miize byt zplisobena i produkci feritinu
a lactoferrinu v tumoru (Sacco E. et al., 2009). Na korelaci nizké hladiny hemoglobinu s CSS
poukazal ve své praci rovnéz autorsky kolektiv Karakiewicz et al. OvSem pfidani anemie
nepfineslo dal$i zpfesnéni nomogramu navrZzenému autory zalozeném na stagingu, gradingu,
histologickém typu RCC a hodnoceni PS dle ECOG (Karakiewicz PI. et al., 2007). Pii
25



hodnoceni dat vychdzejicich z velkych multicentrickych sad nemocnych s metastatickym
RCC byla anémie identifikovana jako negativni prognosticky faktor pfeziti. Koncentrace
hemoglobinu pod dolni hranici normy je jednou zproménnych nejpouzivanéjSich
prognostickych modeld pro metastaticky RCC — modelu MSKCC i IMDC (Moetzer JR. et
al., 2002; Heng DY et al., 2013). Fyziologicka hladina hemoglobinu a hematokritu

ptfedstavuje, na druhou stranu, pfiznivy faktor pro preziti (Seda CJ. et al., 2011).

Trombocytoza. Predpoklada se, ze ke zvySeni poctu trombocytl dochazi v disledku
nadorové produkce cytokinl, pfedevsim interleukinu 6, spolecné se zvySenou produkci
trombopoetinu, jakozto proteinu akutni faze, v jaternich buiikach. Potencialnim
prognostickym piinosem trombocytozy se zabyvala fada védeckych praci, vysledky vSak
nejsou jednoznacné (Sun M. et al., 2011). Trombocytdza byla identifikovana v praci autorti
Bensalah et al. jako nezavisly prognosticky faktor pro preziti. Soucasné autofi postuluji, ze
vzhledem k biologické povaze vzniku koreluje trombocytdza s agresivitou tumoru
(Bensalah K. et al., 2006). Vysledky autorského kolektivu Karakiewicz et al. rovnéz
prokazaly korelaci trombocytdzy se zkracenim CSS, ovSem jeji pfidani do prognostického
modelu nevedlo k jeho dal§imu zptesnéni (Karakiewicz PI. et al., 2007). Multicentricka
retrospektivni analyza némeckych autorii provedena na velkém poctu nemocnych s RCC
dospéla k obdobnym vysledktiim — studie potvrdila korelaci trombocytdzy se zkracenim CSS
u lokalizovaného RCC, ov§em neprokazala jeji prognosticky vyznam u metastatického RCC.
Ptidéni trombocytdzy do multivariantniho prognostického modelu vSak také nevedlo k jeho

vyznamnému zpiesnéni (Brookman-May S. et al., 2013).

NLR. Pomér neutrofilll a lymfocytl je parametrem systémové zanétlivé odpovédi.
Prognostickym vyznamem NLR u RCC se zabyvala fada studii, zavéry vSak také nejsou
zcela piesveédcive (Sun M. et al., 2011). Rozséhla recentni metaanalyza autorského kolektivu
Shao et al. prokdzala korelaci vysokého piedoperaéniho NLR s horS§i prognézou
onemocnéni. Pfesnd hodnota NLR s pfedpoklddanou prognostickou hodnotou vSak

stanovena nebyla (Shao Y. et al., 2020).

CRP. CRP je proteinem akutni faze a pfedstavuje dalSi z markerti systémové zanétlivé
odpovédi. OvSem muize byt produkovan i vlastnimi nddorovymi buiitkami (Jabs WI. et al.,
2005). Vztahem sérové koncentrace CRP k prognéze nemocnych s RCC se zabyvala fada
védeckych praci. Vysledky ukazuji, ze zvySeni hladiny CRP je spojeno s velkym objemem
nadorové masy a pfitomnosti metastdz (Sun M. et al., 2011). Vyznamem CRP se ve své praci
zabyval 1 autorsky kolektiv Karakiewicz et al., ktery identifikoval vysokou pfedoperacni
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hladinu CRP v multivariantni analyze jako nezavisly faktor CSS. Navic pfidani hodnoty
CRP do stavajicich prognostickych nomogramt vedlo ke zlepSeni jejich prediktivni hodnoty
0 3,7 % (Karakiewicz PI. et al., 2007). Vysledky rozsahlé¢ multicentrické studie némeckych
autorti prokazaly spojitost vysSich pfedoperacnich koncentraci CRP s horSim stagingem
onemocnéni, ptitomnosti uzlinového postizeni a vyskytem vzdalenych metastdz. Hodnota
CRP byla rovnéz identifikovana jako nezavisly prediktor CSS 1 OS (Steffens S. et al., 2012).
Z Ceskych autorti, kteti zkoumali prognosticky vyznam klinickych faktorti véetné sérové
hladiny CRP ve vztahu k RCC, jmenujme napiiklad praci kolegi z VSeobecné fakultni
nemocnice, ktefi ve svych vysledcich potvrdili korelaci vyssich koncentraci CRP s
metastatickym postizenim (pfi hodnot¢ CRP vyssi nez 15 ng/ml bylo riziko generalizace

22krét vyssi) (Sobotka R. et al., 2014).

Obezita. Obezita je povazovana za jeden z rizikovych faktorti pro vznik RCC (Tahbaz R. et
al., 2018). Ukazuje se vSak, ze ma i1 prognosticky vyznam. Rozsédhld metaanalyza autorti
Choi et al. hodnotici ptfeziti u nemocnych po nefrektomii piekvapiveé identifikovala obezitu
jako nezévisly prognosticky indikator lepsiho pteziti. Vyssi pfedoperaéni BMI sledovanych
pacientil korelovalo v této studii s lepsim OS, CSS i RFS (Choi Y. et al., 2013). Dalsi autofi
pak prokazali spojitost obezity s lepSim pfeZitim a prodlouZzenim PFS 1 u metastatického
RCC (Albiges L. et al., 2016). Paradoxni je, ze nartstajici BMI pozitivné koreluje s CSS,
ovSem u obéznich nemocnych s RCC je vyssi riziko imrti z jiné pfiCiny (snizeni OS)

(Bagheri M. et al., 2016).

1.6.4. Molekularni faktory — potencialni biomarkery

V poslednich desetiletich probiha intenzivni studium potencialnich biomarkert, které by
byly pfinosné pro diagnostiku ¢i hodnoceni progndézy nemocnych s RCC. Do sou€asnosti
vSak nebyl identifikovan zadny biomarker, ktery by byl spolehlivé schopen prokazat
pfitomnost lokalizovaného ¢i metastatického onemocnéni RCC. Sou€asné neni k dispozici
ani vhodny biomarker k hodnoceni prognézy tohoto onemocnéni — at’ jiz k ureni rizika
relapsu po kurativni chirurgické 1€¢bé lokalizovaného tumoru ¢i odpovédi na cilenou 1écbu

u metastatického onemocnéni.

Biomarkery mliZzeme rozdé&lit na cirkulujici a tkanové. Ziskani biomarkeru by mélo byt co
nejsnazsi, zatizené co nejmensi invazivitou odbéru. Proto se jako idealni jevi biomarkery

detekovatelné v moci €1 krvi (tzv. cirkulujici biomarkery). V pfipad¢ stanoveni biomarkeru
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zkrve je vySetfovanym vzorkem krevni sérum nebo plazma. Pro stanoveni tkanového
biomarkeru je jiz nutny vzorek tumorézni tkané. Dostate¢né mnozstvi tkdn¢ muze byt
zejména u vzorkl ziskanych biopsii ledviny limitni, zvlast¢ vezmeme-li v potaz velkou

histologickou heterogenitu RCC.

V literatute jsou jako potencidlni biomarkery RCC nejcastéji zminovany karboanhydraza IX
(carbonic anhydrase IX, CalX), VEGF (vaskularni endotelovy rustovy faktor, vascular
endothelial growth factor), HIF (hypoxii indukovany faktor, hypoxia inducible factor),
PTEN (phosphatase and tensin homolog), Ki67, p53, p21, E-kadherin, osteopontin a dalsi
cytokiny, rastové faktory a proteiny regulujici bunéény cyklus. Nekddujici RNA
(ribonukleova kyselina, ribonucleic acid) - miRNA, IncRNA a dalsi — pfedstavuji dalsi
novou, potencidlné zajimavou skupinu moznych biomarkert. Soubézn¢ probihé intenzivni

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

Dosavadni studium potencialnich biomarkerii pfineslo zlepSeni porozuméni procesu
kancerogeneze, a to nejen u RCC, a soucasné¢ pomohlo identifikovat cilova mista pro
systémovou 1é¢bu. Doposud ale nevedlo k identifikaci spolehlivého biomarkeru vhodného
pro ¢asnou diagnostiku RCC. VétSinu zkoumanych biomarkert 1ze pouzit spiSe k predikci
prognodzy tohoto onemocnéni. Ptidani nékterych potencialni biomarkerii vedlo ke zlepSeni
pfesnosti prognostickych modelt, ale validaéni studie potvrzujici opravdovou piinosnost
zkoumanych biomarkeri chybi. RovnéZ uziti Zadného biomarkeru doposud nebylo

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

EAU aktualné nedoporucuje rutinni pouziti zddné¢ho biomarkeru u RCC v klinické praxi
(Ljungberg B. et al., 2022). Ceska spolecnost klinické biochemie navrhuje ve svych
doporucenych postupech vzhledem k absenci specifickych biomarkerit RCC moznost uziti
alespoit  nespecifickych  nadorovych  markerii, konkrétné  TPA/S  (tkanovy
polypeptidovy/specificky  antigen, tissue  polypeptidic/specific  antigen), CEA
(karcinoembryonalni antigen, carcinoembyonic antigen) a NSE (neuron specifickd enolaza,

neuron-specific enolase) (Springer D. et al., 2021).

1.6.4.1. Von Hippel-Lindau

Ztratu funkce tumor supresorového genu VHL, lokalizovaného na kratkém raménku

chromozomu 3 (3p25), Ize zjistit u vSech familiarnich forem RCC, u sporadickych tumorii

pak asi v 70 % vSech piipadi (Sun M. et al., 2011). Jak jiz bylo zminéno v piedchozi ¢asti
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préace, tak VHL syndrom piedstavuje autozomalné¢ dominantné dédicné onemocnéni, které
je spojeno s vysokym riziko vzniku benignich i malignich nadort, zejména angiofibromu a
hemangioblastom v sitnici a mozecku, dale nador pankreatu, fibromi kize,
feochromocytomii a RCC. Zarode¢nd mutace genu VHL vede u nosi¢l mutace tohoto tumor
supresorového genu k vyskytu RCC v niz§im véku (typicky pied 40. rokem veku), tumory
byvaji Casto bilateralni a multifokalni (Maher ER., 2018).

Za normalnich podminek (pii normoxémii, tedy pii dostatecném zasobeni tkani kyslikem)
se VHL protein vaze na HIF-1a (hypoxii indukovany faktor la, hypoxia inducible factor
la), ¢imz dochazi ke spusténi procesu ubiquitinace vedouci k degradaci proteinu HIF-1a.
Porucha funkce VHL proteinu (nejcastéji v diisledku mutace ¢i delece genu VHL) je spojena
s kumulaci HIF-1a 1 za normdalnich podminek (tedy nikoli pouze pfi hypoxii) coz vede k
iniciace transkripce fady genti ovliviiyjicich angiogenezi, metabolismus a regulujicich

preziti.

Vyznam mutace genu VHL na prognoézu nemocnych s RCC byl intenzivné zkouman,
vysledky dosavadniho vyzkumu vSak nejsou zcela jednoznaéné. Japonsti autofi Yao et al.
ve své praci prokazali spojitost alterace genu VHL s lepsim DFS a CSS u nemocnych po
nefrektomii pro sporadicky ccRCC ve stadiu I-III (Yao M. et al., 2002). Vysledky studie
Svycarskych autort vSak signifikantni rozdil v pfeziti nemocnych s prokédzanou mutaci genu
VHL v porovnani se skupinou bez této mutace nepotvrdily. Autofi tak postulovali, Ze
regulace angiogeneze a proliferace neni pifimo ovlivnéna mutaci genu VHL, ale mutace
spojena se ztratou funkce genu piimo ovliviiuje progresi ccRCC (Schraml P. et al., 2002).
Pfedmétem vyzkumu byla i moznost uziti genu VHL jako tkanového biomarkeru k predikci
odpovédi na cilenou 1écbu. Zda se, ze pritomnost mutace genu VHL je spojena s lepsi
odpovédi na 1é¢bu (Rini BI. et al., 2006; Choueiri TK et al., 2008). S vyvojem novych typi
cilené a systémové 1écby vsSak nedoSlo k SirSimu vyuziti genu VHL jako moZného

prognostického markeru.

1.6.4.2. HIF

HIF-1 je heterodimericky protein, skladajici se ze dvou podjednotek HIF-1a 1 HIF-1p, ktery

funguje jako transkrip¢ni faktor fady gent regulujicich angiogenezi, metabolismus glukozy,

bunécnou proliferaci, schopnost preziti a metastazovani. Pii hypoxii, shodné 1 pfi poruseni

funkce genu VHL, dochazi k nadmérné kumulaci proteinu HIF-1 a jeho nasledné translokaci

do jadra. Zde spousti transkripci hypoxii indukovanych genti, kam fadime naptiklad VEGF,
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PDGF (rtstovy faktor odvozeny z desticek, platelet derived growth factor), TGF-a a TGF-f
(transformujici ristovy faktor, transforming growth factor) ¢i mTOR kindzy. Nadmérna
exprese HIF-1a byla zjisténa u mnoha typt nadora. Se zvySenou expresi HIF-1a se mizeme
setkat az u 75 % vSech ccRCC, u dalSich histologickych subtypiit RCC byva nadmérna
exprese prokazatelnd pouze asi ve tretiné pripadi (Wiesener MS. et al., 2001). Vyssi
koncentrace HIF-lo koreluje s pfitomnosti mutace VHL genu. Prognosticky vyznam

zvysené exprese HIF-1a byl prokdzan pouze u ccRCC (Lidgren A. et al., 2005).

Stejné¢ jako tumorsupresorovy gen VHL tak i HIF-lo byl intenzivné zkoumén jako
potenciadlni biomarker RCC. Dosavadni vyzkum vSak nepfinesl jednoznaéné vysledky a
prognosticky vyznam HIF-1a u RCC nebyl zcela objasnén a zlistava sporny (Sun M. et al.,
2011). Autofti Klatte et al. prokazali vyssi expresi HIF-1a u ¢ccRCC v porovnani s dal§imi
histologickymi variantami RCC. Piedevsim ale zjistili hor$i progndézu nemocnych
s metastatickym ccRCC s vyssi expresi HIF-1a (Klatte T. et al., 2007). K obdobnym
zavérum dospéli 1 autofi Fan et al., ktefi ve své metaanalyze demonstrovali spojitost vysoké
jaderné exprese HIF-la se zkracenim OS a vysoké cytoplazmatické exprese HIF-2a se

zkracenim CSS (Fan Y. et al., 2015).

1.6.4.3. VEGF

Tento cytokin z rodiny destickovych ristovych faktorti (PDGF) hraje kli¢ovou roli v procesu
novotvorby cév. Za normdlnich podminek k angiogenezi dochazi v pribéhu embryonélniho
vyvoje, v dospé€losti pak pii procesu reparace a regenerace tkani. Sou¢asné¢ ma novotvorba
cév zasadni vyznam v procesu kancerogeneze, kdy zvySuje vaskularizaci naddorové tkané a
podporuje tak progresi onemocnéni véetné vzniku metastdz. U nckterych tumort byla
zjisténa korelace zvySené produkce VEGF se Spatnou progn6zou onemocnéni (Sun M. et al.,

2011).

U RCC je zvysend exprese VEGF vyjma hypoxie spojend s i poruSenim funkce genu VHL.
Jak jiZz bylo uvedeno, tak HIF-la plsobi jako transkripéni faktor pro fadu hypoxii
indukovanych genti, a to vcetné¢ proangiogennich cytokini VEGF a PDGF. Zavedeni
monoklonélnich protilatek proti VEGF (bevacizumab) a blokdda VEGF signalni kaskady
(tyrosinkindzové inhibitory — sunitinib, sorafenib, pazopanib a dalSi) ptedstavovaly
vyznamny pokrok v 1€¢bé metastatického RCC. Nepiekvapivé byl proto VEGF zkouman 1
jako mozny diagnosticky a prognosticky biomarker RCC. Rada studii potvrdila u ccRCC
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korelaci vysoké tkanové exprese VEGF s velikosti tumoru, jadernym gradem, stagingem
onemocnéni, pritomnosti intratumoralni nekrézy i mikrovaskularni invaze (Sun M. et al.,
2011). Soucasn¢ byla zjisténa spojitost vysoké hladiny VEGF s hor§i prognézou
onemocnéni (Jacobsen J. et al., 2004; Rioux-Leclercq N. et al., 2007). I ptes slibné

charakteristiky VEGF nebyl jeho pfinos jako prognostického markeru externé validovan.

V dalsi casti prace je vztah VEGF a kancerogeneze rozpracovan blize. PIGF, jeden
ze zkoumanych s téhotenstvim asociovanych proteind, pfedstavuje homolog tohoto silného

aktivatoru angiogeneze.

1.6.4.4. Karboanhydraza IX

V disledku intratumoralni hypoxie dochdzi ke zvySené expresi genil, které usnadnuji
anaerobni metabolismus a podporuji neovaskularizaci nadorové tkané. CalX je
transmembranovy glykoprotein, ktery se podili na regulaci metabolismu glukdzy i intra- a
extra-celularniho pH pfi hypoxii. Tento protein je kddovan stejnojmennym genem a jeho
exprese je regulovana predevS§im na Urovni genové transkripce. Promotor CalX obsahuje
HRE (hypoxia responsive element), kam se vaze HIF-1a, ktery iniciaci transkripce CalX
zasadné ovliviiuje. Stejné jako HIF-1a a dalsi hypoxii indukované rustové faktory, tak i
CalX hraje vyznamnou roli v procesu kancerogenze. Jeho zvySena exprese byla zjisténa u
fady tumort, a navic byla prokazéana jeji korelace s agresivnim fenotypem tumoru a Spatnou
prognézou nemocnych (Maseide K. et al., 2004; Driessen A. et al., 2006; Hussain SA. et al.,
2007).

U RCC byvéa zvySena exprese CalX detekovatelnd ve vice nez 80 % vSech piipada.
Nejcastéji u ccRCC, kde byva prokazatelna az v 90 % vsech ptipadi (Sun M. et al., 2011).
Oproti tomu ve zdravé tkani ledviny (stejn€ jako v dalSich tkdnich a organech) je tento
protein exprimovan pouze v minimalni mife. Vyhodou CalX jako potencialniho biomarkeru
je skutecnost, Ze jeho expresi 1ze detektovat v nadorové tkani (je pouZzitelny jako tkanovy
biomarker) a soucasné je zjistitelny 1 v séru (cirkulujici biomarker). Neni tedy piekvapive,
ze fada védeckych praci zkoumala mozny piinos CalX jako potencialniho biomarkeru RCC.
Dosavadni vyzkum vSak nepfinesl jednoznacné vysledky (Sun M. et al., 2011). U
lokalizovaného, shodn¢ i metastatického RCC byla zjiSténa korelace vysoké hladiny CalX
s lepSi prognoézou onemocnéni. Pfi hodnoceni tkanové exprese CalX a Ki67 u ccRCC

prokazali ameri¢ti autofi spojitost nizké hladiny CalX s hor$i progndézou onemocnéni (Bui
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MH. et al., 2004). Ke shodnym zavérim dospél i autorsky kolektiv Leibovich et al. z Mayo
Clinic. Ve velké retrospektivni analyze pacientli operovanych pro ccRCC zjistili expresi
CalX v 97 % nadorovych vzorkil. Prokazali rovnéz spojitost nizké exprese CalX s vysSim
rizikem umrti na RCC, ovS§em pouze v univariantni analyze. Vyznam CalX jako nezavislého
prognostického faktoru vSak nepotvrdili (Leibovich BC. et al., 2007). Dalsi ze studii, ktera
dokladéa pouzitelnost CalX jako mozného biomarkeru k hodnoceni prognozy pacientli s
ccRCC v kombinaci s VEGF je prace japonskych autorti Phuoc et al. Autoii popsali horsi
progndzu u nemocnych s nizkou expresi CalX a vysokou expresi VEGF. V multivariantni
analyze prokazali kombinaci expresi CalX-VEGF jako nezavisly prognosticky faktor CSS
(Phuoc NB. et al., 2008).

Autofi Sim et al. ve své praci hodnotili prognosticky vyznam sérovych hladin CalX,
osteopontinu a CRP. U vSech tii zkoumanych markerti demonstrovali prognosticky vyznam
ve vztahu k CSS i1 OS v univariantni analyze. Navic, pfidani téchto parametri do
Karakiewiczova a SSIGN modelu vedlo ke zlepSeni jejich prediktivni hodnoty. Sou€asné
ukazali, Ze CalX v kombinaci s osteopontinem muiZe byt pfinosny v identifikaci nemocnych
s vysokym rizikem recidivy a progrese, u kterych by mohl byt benefit z adjuvantni 1écby

a/nebo intenzivnéjsiho sledovani (Sim SH. et al., 2012).

V novéjsi praci pouzili autofi Liu et al. CalX ligand k detekei cirkulujicich nadorovych
bunék ccRCC. Ukézali na spojitost mezi pritomnosti cirkulujicich nadorovych bunék a
rizikem progrese onemocnéni. Vysledky této studie tak poukazuji na korelaci mezi hladinou
CalX, ptitomnosti cirkulujicich nddorovych bunék, agresivitou tumoru a rizikem recidivy

(Liu S. et al., 2016).

1.6.4.5. mTOR signalni draha

Serin/threoninova kindza mTOR (mammalian target of rapamycin) je proteinkinidza ze
skupiny fosfatydilinositol-3kinaz (PI3K), ktera hraje vyznamnou roli v regulaci bunécného
rustu, proliferace, piezivani builky a angiogenezi. Nazev mTOR je odvozen od jejiho
inhibitoru — rapamycinu. Toto makrolidové antibiotikum, plivodné izolované z pudy
Velikono¢niho ostrova (Rapa Nui, odtud ndzev rapamycin), vykazuje imunospuresivni
ucinky a protinadorovou aktivitu. Studiem mechanismu U¢inku rapamycinu byla mTOR

signalni draha objevena.
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PI3K/Akt/mTOR reaguje na aktudlni podminky prostiedi, jeji aktivace je vyvolana fadou
signall zejména pak rustovych faktori (naptiklad VEGF), nutrientd, regulatorti bunééného
cyklu a proliferace. Stimulace této drahy spousti expresi gent kodujicich rastové faktory,
regulatory bunécéného cyklu, proteiny dulezité pro preziti buiikky a angiogenezi (napiiklad
VEGF, PDGF ¢i TGF). Nadmérna stimulace signalni drahy PI3K/Akt/mTOR pak hraje
dalezitou roli v procesu kancerogeneze u fady nadorti véetné RCC. Moznosti inhibice této
drahy byly pfedmétem intenzivniho vyzkumu a piredstavuji dilezity cil protinddorové 1éCby.
V lécbé metastatického RCC jsou mTOR inhibitory druhym nej¢astéjSim typem uzivané

cilené 1éCby.

Je znamo vice mechanismu, které mohou vyvolavat nadmérnou aktivaci této signalni drahy
a spoustét tak proliferaci a nddorovou transformaci — jedna se o amplifikace, mutace ¢i ztratu

funkce klicovych regulatort této drahy, zejména tumor supresorového proteinu PTEN.

Prognostickou roli mTOR jakoZto potencidlniho biomarkeru se zabyvalo pouze malo
védeckych praci a vysledky nejsou presvédivé. Oproti tomu fada studii zkoumala jeho

upstream a downstream molekuly, a to 1 v souvislosti s cilenou 1é¢bou (Sun M. et al., 2011).

PTEN. Tumorsupresorovy gen PTEN koduje stejnojmenny protein, ktery ma inhibi¢ni
ucinek na PI3K/Akt/mTOR signalni drahu. PTEN defosforyluje inositoltrifosfat ¢imz dojte
k zastaveni Akt (proteinkinaza B, protein kinase B) signalni drahy. Mutace tohoto tumor
supresorového genu jsou u RCC raritni, byvaji vSak spojené se Spatnou progndzou
nemocnych (Brenner W. et al., 2002). Oproti tomu vyssi exprese PTEN koresponduje
s lepSim pteZitim. Z 1éby mTOR inhibitory tak profituji zeyména nemocni s nizkou expresi

PTEN (Pantuck AlJ. et al., 2007).

Ribozomalni protein S6. Tento protein s kinazovou aktivitou je cilovou molekulou mTOR.
Fosforylovany protein S6 dale ovliviiuje translaci mRNA (messengerova RNA). U
metastatického ccRCC je nadmérné exprimovan, coz poukazuje na aktivaci této signalni
drahy. Soucasné byl ribozomalni protein S6 identifikovan jako nezavisly prediktor pieZiti
(CSS) jak u metastatického, tak lokalizovaného ccRCC (Pantuck AJ. et al., 2007).
Prediktivni vyznam proteinu S6 byl zkouméan i v kontextu cilené 1écby mTOR inhibitory,
kdy vysoka exprese tohoto proteinu byla identifikovana jako prediktivni faktor pfiznivé

odpovédi na 1é¢bu temsirolimem (Cho D. et al., 2007).

Proteinkinaza B (Akt). Tato serin/threoninova kindza hraje dalezitou roli v regulaci mnoha

bunéénych procest véetné bunééného ristu, preziti a nddorove transformace. Akt fosforyluje
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fadu substratu v cytoplazmé i jadru, v€etné mTOR. U metastatického RCC byla prokazana
korelace vysoké exprese Akt v cytoplazmé s hor$i prognézu onemocnéni, oproti tomu
vysokéa produkce nuklearni Akt byla u lokalizovaného RCC ukazatelem lepsiho pfeziti.
K uréeni prognostického vyznamu a vysledného vlivu na chovani nadoru se tedy zda byt
relevantni lokalizace této proteinkindzy (Pantuck AJ. et al., 2007). Studie také naznacuji, ze
vysoka tkanova exprese Akt je prediktorem piiznivé odpovédi na cilenou 1é¢bu mTOR

inhibitory (Cho D. et al., 2007).

1.6.4.6. Dalsi potencialni biomarkery

Jako potencialni biomarkery, at’ jiz tkanové ¢i cirkulujici, bylo zkoumano velké mnozstvi
nejriznéjsich molekul. V nésledujicim textu je uveden piehled dalSich, v literatuie nejcastéji

zminovanych.

Survivin. Jedna se o protein zabraiujici aktivaci kaspaz, ¢imz inhibuje proces programované
bunééné smrti, apoptoézy. K jeho zvySené expresi dochazi v prib&hu embryondalniho a
fetalniho vyvoje, oproti tomu v normalnich diferencovanych tkanich dospélych jedincii je
prakticky nedetekovatelny. Zda se, ze zvySend exprese survivinu hraje zdsadni roli v procesu
kancerogeneze a byla zjisténa u fady nadort véetné RCC (Mahotka C. et al., 2002).
Detekovatelny byva u vSech subtypit RCC. Vysledky dosavadniho vyzkumu ukazuji, Ze
vysoka exprese survivinu koreluje s nizsi diferenciaci a agresivnéjSim chovanim tumoru
(Parker AS. et al., 2006; Zamparese R. et al., 2008). U lokalizované¢ho ccRCC byla vysoka
exprese survivinu navic identifikovana jako nezavisly prediktor progrese onemocnéni

(Parker AS. et al., 2006).

P53. Tento transkripéni faktor je produktem tumor supresorového genu p353, ma rozhodujici
roli v regulaci bunééného cyklu a proliferace. Pii rozpoznani poSkozeni DNA zastavuje
bunéény cyklus ve fazi GI a bunka tak ziskd Cas k opravé genomu. Pokud oprava
neprobéhne Uspésné je indukovana apoptdza. Koncentrace p53 v buiice je udrzovana trvale
velmi nizka, coz zajistuje MDM2 ligaza, kterd spousti proces odbouravani p53. Ztrata funkce
p53 je spojena se zvySenym rizikem kancerogeneze. Mutace p53 byva detekovatelna témet
u poloviny vSech nadorti (Hollstein M. et al., 1994). O prognostickém vyznamu p53 u RCC
je znamo pouze velmi malo. U RCC neni pozitivita p53 Castd, detekovatelnd byva spiSe u
metastaz neZ u primarniho nadoru (Zigeuner R. et al., 2004). Zda se, Ze exprese pS3 je

zejména u ccRCC spojena s progresi onemocnéni a horsi prognézou. OvSem pozitivita pS3
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a korelace s progn6zou neni podlozena studiemi sledujici typ mutace genu p53 (Noon AP.

etal., 2010).

Ki-67. Rovnéz u tohoto markeru bunécné proliferace byl zjistén vztah s RCC. Vysoka
exprese Ki-67 koreluje s agresivnim fenotypem ccRCC, horsi prognézou a vyssim rizikem

rekurence onemocnéni (Bui MH. et al., 2004; Klatte T. et al., 2009).

Osteopontin, stanniocalcin-1. Dle dostupnych zjisténi lze predpokladat, ze se na procesu
kancerogeneze u RCC podili i dysregulace kalcium fosfatového metabolismu. Osteopontin
je proteinem extracelularni matrix a jeho zvysena exprese byla prokazana u fady malignit.
Prace britskych autori Sim et al., kterd poukazuje na korelaci osteopontinu s horsi
prognézou ccRCC jiz byla vtextu zminéna (Sim SH. et al., 2012). Prognostickym
vyznamem osteopontinu spolecné se stanniocalcinem-1 se zabyvali 1 kolegoveé z VSeobecné
fakultni nemocnice. Zjistili vyssi koncentrace téchto markerd u nemocnych s RCC
v porovnani s kontrolami, soucasn¢ pozorovali vyssi koncentraci stanniocalcinu-1 u
nemocnych s metastatickym onemocnénim v porovnani s nemocnymi s lokalizovanym
RCC. Dale prokazali negativni prognosticky vyznam vysokych hladin osteopontinu a
stanniocalcinu-1 ve vztahu k OS a CSS a konecné zjistili vyssi riziko relapsu u nemocnych

s vysokymi predoperacnimi koncentracemi stanniocalcinu-1 (Sobotka R. et al., 2018).

Kidney-Injury Molecule-1 (KIM-1). KIM-1 je membranovy glykoprotein, ktery je za
normdlnich podminek v ledving€ a dalSich tkanich produkovdn pouze v minimalnim
mnozstvi. Hojné je v8ak exprimovan pii poruseni proximalnich rendlnich tubuld, kdy je
detekovatelny v krvi a moci. Imunohistochemicky lze prokazat zvySenou expresi KIM-1
v naprosté vétsiné piipadi ccRCC (v 74-91 %) a pRCC (az v 93 %), které vychazi
k proximalnich tubuld, oproti tomu u chRCC a onkocytom1 je exprimovan pouze raritné
(Han WK. et al., 2005, Lin F. et al., 2007; Zhang KJ. et al., 2019). KIM-1 se jevi jako slibny
potencidlni biomarker pro ¢asnou diagnostiku RCC. Ve své praci autofi Scelo et al. popsali
zvyseni koncentrace KIM-1 v séru zjistitelnou az 5 let pfed stanovenim diagnézy RCC.
Soucasné prokézali korelaci vysokych sérovych koncentraci KIM-1 s krat§im piezitim
(Scelo G. et al., 2018). Presto, Ze tyto vysledky vypadaji velmi slibné, k ozfejméni role KIM-
1 jako mozného biomarkeru u RCC jsou nezbytné dalsi studie a externi validace vysledki

na velkém souboru nemocnych.

BAPI1, PBRM1. BAPI a PBRMI se tadi mezi tumor supresorové geny. Tyto geny jsou

lokalizovany na kratkém raménku chromozomu 3 (3p). V tomto misté je delece zjistitelna
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az u 90 % vSech ccRCC. Vysledky dosavadniho vyzkumu ukazuji, Ze ztrata téchto tumor
supresorovych gend koreluje s vys$sim rizikem recidivy a hor$i prognézou onemocnéni
(Kapur P. et al., 2013; Minardi D. et al., 2016; Joseph RW. et al., 2016). Zda se, Ze pacienti
s tumory s mutaci genu BAPI maji horsi progndzu nez ti s mutaci genu PBRM1 (Kapur P.

etal., 2013).

DalSi genové a chromozomalni zmény u RCC. U nemocnych s RCC s prokazatelnou
deleci ramének chromozomt 9p a 14q bylo opakované potvrzeno horsi preziti (Ljungberg
B. et al., 2022). Do poptedi védeckého zajmu se recentné dostdvd multigenova analyza
tumorti. Konsorcium TRACERXx (Tracking Cancer Evolution Reveals Constrained Routes
to Metastases) zabyvajici se vyzkumem ccRCC navrhlo genetickou klasifikaci RCC na
podkladé genovych mutaci, kterd koreluje s agresivitou tumoru a prognézou onemocnéni
(Turajlic S. et al., 2018). Dalsi zajimavou praci zkoumajici prognosticky vliv genetickych
zmén v nadorové tkani publikovali Rini et al. Ti vytvofili prognosticky model zahrnujici 16
specifickych gent, ktery umoziiuje predikovat DFS u nemocnych s lokalizovanym ccRCC

(Rini B. et al., 2015). Tento model vSak nebyl doposud extern¢ validovan.

1.6.5. Prognostické modely RCC

K hodnoceni ptedpokladaného pribéhu onemocnéni RCC byla na podklad¢ dat z velkych
studii vytvotena fada prognostickych modeld. Proménnymi téchto multivariantnich modelt
jsou rizikové/prognostické faktory v riznych kombinacich — modely typicky vychazeji ze
stagingu onemocnéni (dle klasifikace TNM), histologickych faktorli (nejcastéji jaderny
grade, pak napfiklad pfitomnost intratumoralni nekrozy), doplnénych o klinické

(performance status, ptitomnost symptomti) ¢i bézn¢ dostupné laboratorni parametry (CRP,

LDH, pocet trombocytl, neutrofilii, sérova hodnota kalcia a dalsi).

Vyhodou téchto multivariantnich modelti je skutecnost, ze umoziuji presnéjsi odhad
progndzy nez samotny stage ¢i grade tumoru. Dalsi vyhodou je moZnost pfidani nového,
potencidlné pfinosného parametru a vyhodnoceni jeho prediktivni hodnoty. Pfed zavedenim
nového modelu do praxe je nezbytna jeho externi validace a soucasné prikaz superiority

oproti stavajicim modelim (Ljungberg B. et al., 2022).

V nésledujicim textu se blize vénuji zvlast modelim vhodnym pro lokalizovany a

metastaticky RCC. Existuji vSak i modely pouzitelné pro vSechna stadia RCC, ptikladem
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muze byt model SSIGN. Model autort z Mayo Clinic SSIGN (Stage, Size, Grade, Necrosis)
hodnoti CSS u nemocnych po chirurgické 16cbé ccRCC (nefrektomii), proménnymi modelu
jsou v nazvu popsané anatomické a histologické faktory (Frank I. et al., 2002). V klinické

praxi se tyto modely vétSinou neuzivaji, vhodné jsou spise pro védecké ucely.

1.6.5.1. Prognostické modely lokalizovaného onemocnéni

K hodnoceni piedpokladaného prubéhu lokalizovaného RCC byla vyvinuta fada modelq,
které stratifikuji nemocné do rizikovych skupin a jsou tak uziteCnym nastrojem pii volbe
optimalniho sledovani po chirurgickém vykonu. Nejpouzivanéjsimi jsou model UISS a
Leibovichovy modely. Piiklady nejcastéji uzivanych modelti k predikci pribéhu
lokalizovan¢ho RCC ukazuje tabulka 4 (Tab. 4.). Nepanuje vSak jednozna¢na shoda, ktery
ztéchto modelt by mél byt pouzivan v klinické praxi. U Zadného z modeld nebyla

prokazana superiorita vici ostatnim (Ljungberg B. et al., 2022).

Prognosticky model UISS vychézi ze zékladnich anatomickych a histologickych faktort,
které dopliiuje o performance status (hodnoceno dle ECOG). Model UISS lze pouzit pro
vSechny nejcastéjsi histologické subtypy RCC a hodnoti Sleté preziti bez recidivy (DFS) po
1é¢bée lokalizovaného RCC (Zisman A. et al., 2002).

V roce 2003 predstavili autofi Leibovich et al. prognosticky model k hodnoceni rizika
progrese a CSS u nemocnych po nefrektomii pro lokalizovany ccRCC. Tento model také
vychazi zrutinn€¢ dostupnych anatomickych a histologickych prognostickych faktori
(Leibovich BC. et al., 2003). Upravenou verzi z roku 2018 Ize aplikovat nejenom na ccRCC,
ale 1 pRCC a chRCC, kdy pro jednotlivé histologické varianty byly identifikovany specifické
rizikove faktory (Leibovich BC. et al., 2018).

Dal3i model pouzitelny pro vSechny nejcastéjsi histologické subtypy RCC je model GRANT
(Grade, Age, Nodes and Tumour). Tento model vychazi ze snadno dostupnych
anatomickych a histologickych parametri (které jsou obsazeny v nazvu modelu) a jeho

aplikace je tak velmi snadna (Buti S. et al., 2017).

37



Tab. 4. Vybrané prognostické modely k predikci pribéhu lokalizovaného RCC

Model Rizikové/prognostické faktory Hodnoceni
UISS 1. ECOG performance status Nizké riziko
2. T kategorie - TINOMOG1-2, ECOG PS 0
3. N kategorie Stredni riziko
4. Grade - jiné NOMO
Vysoké riziko
- T3ANOMO0G3-4, ECOG PS > 1
nebo T4ANOMO
Leibovich 1. T kategorie (pTla: 0, pT1b: 1, | Nizké riziko: 0-2 body
2003 pT2: 3, pT3-4: 4 body) Sti‘edni riziko: 3-5 bodi
2. N kategorie Vysoké riziko: > 6 bodu

(pPNx/NO: 0, pN+: 2 body)
3. Velikost tumoru

(<10 cm: 0,> 10 cm: 1 bod)
4. Grade

(G1-2: 0, G3: 1, G4: 3 body)
5. Pfitomnost nekrdzy

(neptitomnd: 0, pfitomna: 1

bod)
GRANT 1. V&> 60 let Piizniva prognoza
2. T kategorie = T3b, pT3c nebo | — 0-1 faktor
pT4 Nepftizniva prognoza
3. N kategorie = pN1 — > 2 faktori
4. Grade (dle Fuhrmanové) = G3
nebo G4

Ptevzato z EAU Guidelines (Ljungberg B. et al., 2022)
RCC: renélni karcinom; UISS: University of California Integrated Staging System; ECOG:
Eastern Cooperative Oncology Group; PS: performace status; GRANT: Grade, Age, Nodes

and Tumour.
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1.6.5.1. Prognostické modely metastatického onemocnéni

Prognostické modely jsou u metastatického RCC rutinné uzivany k predikci onkologickych
vysledki systémové 1éCby. V bézné klinické praxi je v rozhodovacim procesu o optimalni
l1écebné strategii ptinosné rozdéleni nemocnych do rizikovych skupin podle prognostickych
faktord vytvorenich v MSKCC a IMDC (Motzer RJ. et al., 2002; Heng DY. et al., 2013).
Tyto prognostické modely shrnuje tabulka (Tab. 5.). Oba modely hodnoti u pacienta miru
rizika (nizké, stfedni a vysoké riziko) a jsou zalozeny na celkovém vykonnostnim stavu
pacienta (hodnoceno dle Karnofského indexu), koncentraci hemoglobinu, sérové hladiné
kalcia a odstupu od stanoveni diagnézy do zahajeni 1éCby. V modelu MSKCC je dale
zohlednéna sérova koncentrace LDH, v IMDC modelu pak pocet neutrofili a trombocytu.
Pfitom je nutné poznamenat, ze az ve 23 % ptipadii nepanujeme mezi t€émito modely shoda,
coz je spojeno s negativnim dopadem na prognézu nemocnych s metastatickym

onemocnénim (Okita K. et al., 2019).

Dle doporuceni EAU by mél byt v klinické praxi preferenéné uzivdm model IMDC. Tento
model byl recentné pouzit ve vét§iné aktualnich randomizovanych studii (Ljungberg B. et
al., 2022). Zptesnéni toto modelu mize dle publikovanych vysledkt pfinést zahrnuti dalsi
proménné a sice mista primarniho vyskytu metastaz (mozek, kosti a/nebo jatra) (Massari F.
et al., 2020). Zda se, Ze u stfedné rizikovych nemocnych lze dosahnout zvyseni prediktivni
hodnoty pfidanim poctu desti¢ek a pritomnosti kostnich metastaz (Guida A. et al., 2020;

Kang M. et al., 2020).
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Tab. 5. Prognostické modely metastatického RCC

Model Rizikové/prognostické faktory Hodnoceni
MSKCC 1. Karnofského index < 80 % Dobra prognéza
2. Odstup od stanoveni diagndzy | —zadny rizikovy faktor
<12 mésica Stredni prognéza
3. Hemoglobin < dolni hranice normy | — 1-2 rizikové faktory
4. Sérové kalcium > 2,5 mmol/l Spatna prognéza
5. LDH > 1,5nasobek horni hranice | — > 3 rizikovych faktora
normy
IMDC 1. Karnofského index < 80 % Dobra prognodza
2. Odstup od stanoveni diagndzy | —zadny rizikovy faktor
< 12 mésict Stifedni prognoéza
3. Hemoglobin < dolni hranice normy | — 1-2 rizikové faktory
4. Sérové kalcium > 2,5 mmol/l Spatna prognéza
5. Neutrofily > horni hranice normy | —> 3 rizikovych faktort
6. Trombocyty > horni hranice normy

Pievzato z EAU Guidelines (Ljungberg B. et al., 2022)

RCC: renalni karcinom; MSKCC: Memorian Sloan Kettering Cancer Centre; IMDC:

International Metastatic Renal Cell Carcinoma Database Consortium; LDH: laktat

dehydrogenaza.
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1.7. S téhotenstvim asociované proteiny ve vztahu k RCC

Pro fyziologicky riist a vyvoj plodu je zasadni vytvofeni dobie fungujici fetoplacentarni
jednotky, kde komunikuje krevni obeéh matky a plodu. Jiz v ¢asné fazi embryonalniho vyvoje
placenta produkuje celou fadu proteind, které jsou detekovatelné v krevnim ob&hu matky.
Vyznamné proteiny, které se v soucasné dobé vyuzivaji pii vySetieni v gravidité jsou
s téhotenstvim asociovany plazmaticky protein A (pregnancy-associated plasma protein A,
PAPP-A) a placentarni ristovy faktor (placental growth factor, PIGF). Oba tyto proteiny
byly ptivodné popsany u gravidnich Zen a pfestavuji vyznamné regulétory riistu a proliferace,
uplatiiujici se zejména v procesu angiogeneze v embryonalnim vyvoji (Maglione D. et al.,
1991; Boldt HB. et Conover CA., 2007). Stanoveni hladiny PAPP-A se bézné pouziva
v ramci primotrimestralniho screeningu chromozomalnich vad plodu, PIGF se vyuziva

k ¢asnému stanoveni rizika rozvoje preeklampsie.

K expresi téchto proteinti vSak dochédzi i mimo graviditu, kdy se podili na reparaci a
regeneraci tkani. OvSem hraji roli i v patologickych stavech, jakym je naptiklad proces
kancerogeneze (Autiero M. et al., 2003; Parr C. et al., 2005; Alexiadis M. et al, 2006; Fischer
C.etal., 2008; Bulut I. et al., 2009; Mansfield AS. et al., 2014). Studium téchto vybranych
s t¢hotenstvim asociovanych proteinii ve vztahu k RCC bylo pfedmétem experimentalni

Casti disertacni prace.

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

S téhotenstvim asociovany plazmaticky protein A ¢i téz pappalysin-1 je proteolyticky enzym
fadici se do skupiny zinkovych metaloprotedz. PAPP-A aktivuje signalni drdhu IGF-1
(inzulinu podobny rtstovy faktor 1, insuline like growth factor, IGF-1), ktera se fyziologicky
podili na regulaci ristu, metabolismu, pfezivani a diferenciaci bun¢k. Hlavnim substratem
PAPP-A jsou vazebné proteiny na IGF (insulin like growth factor binding proteins, IGFBPs),
zejména pak IGFBP-2, -4 a -5. Proteolyzou téchto inhibi¢nich IGFBPs PAPP-A zvySuje
biologickou dostupnost IGF-1, ktery se nasledné miize vazat na svlij receptor (IGF-1
receptor, IGF-1R), ¢imZ dochazi k aktivaci jeho signalni drahy (IGF-1/PI3K/Akt signdlni
dréha) (Boldt HB. et Conover CA., 2007).

PAPP-A byl poprvé popsan v roce 1974 jako placentarni antigen s vysokou koncentraci
v plazmé tehotnych zen (Lin TM. et al., 1974). Jak ndzev toho proteinu napovida, je

exprimovan predev§im v pribéhu gravidity v placentarnim syncitiotrofoblastu. Je nezbytny
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pro normalni fetdlni rist a vyvoj (Boldt HB. et Conover CA., 2007). V devadesatych letech
20. stoleti bylo zjisténo, ze nizké sérova koncentrace PAPP-A v prvnim trimestru gravidity
je spojena s vysokym rizikem Downova syndromu u plodu (Wald NIJ. et al., 1995).
Stanoveni hladiny PAPP-A se tak stalo rutinni soucasti primotrimestralniho screeningu

chromozomalnich aberaci plodu.

PAPP-A je exprimovan v mnoha tkénich 1 mimo téhotenstvi, kdy se podili predev§im na
procesu hojeni, revaskularizace ¢i kostni remodelace. Soucasn¢ vSak PAPP-A hraje roli v
fadé¢ patologickych procest, jakymi jsou proces vzniku aterosklerdzy ¢i ruptura ateromového
platu. Sérova koncentrace PAPP-A byla identifikovdna jako mozny biomarker akutnich
koronarnich syndromt (Bayes-Genis A. et Conover CA., 2001; von Haehling S. et al., 2013).
Rovnéz rendlni insuficience je spojena s elevaci sérovych hladin PAPP-A a soucasné sérova
koncentrace PAPP-A piedstavuje nezavisly prediktor mortality u dlouhodobé¢ dialyzovanych
nemocnych (Etter C. et al., 2010; Kalousova M. et al., 2012).

Vyznam PAPP-A v procesu kancerogeneze byl v poslednich desetiletich intenzivné
byla popsana zvysena sérova koncentrace PAPP-A. Navic bylo zjisténo, ze nadmérna
exprese PAPP-A v nddorové tkani podporuje rist nadoru a koreluje tak sjeho vyssi
agresivitou a hor$i prognézou nemocnych (Alexiadis M. et al, 2006; 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 i nadmérna
exprese IGF-1R byla nicméné v procesu kancerogeneze RCC opakované potvrzena (Parker
AS. et al., 2002; Parker AS. et al., 2003; Ahmad N. et al., 2004; Tao Y. et al., 2007; Tracz
AF. et al., 2016).

1.7.1.1. Polymorfismus genu PAPP-A

V roce 1993 byl gen kodujici PAPP-A u lidi lokalizovéan na lokusu 9933.1 (Silahtaroglu AN
et al., 1993). Tento gen ma rozsah 200.000 bazi a obsahuje 22 exont s velikosti od 72 do
1063 nukleotidli (Overgaard MT. et al., 2002).

Geneticky polymorfismus je definovan jako existence vice nez jedné alely (varianty genu)
v tomtéz lokusu alespoit u 1 % sledované populace. Nejjednodussi formou genového

polymorfismu je jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotid polymorphism, SNP),

42



kdy dochazi k zdméné jediného nukleotidu v sekvenci DNA. SNP miize byt pfitomen
v kodujici oblasti genu (exonu), nekddujici oblasti genu (intronu) nebo v oblastech mezi
geny (intergenic regions). Ani zména v kodujici oblasti genu nemusi byt spojena se zaménou
aminokyselinové sekvence proteinu, ktery koduje, nebot’ stejnd aminokyselina mize byt
kédovana vice kodony. Polymorfismy, které nemaji vliv na kddovanou aminokyselinu,
oznacujeme jako synonymni (tzv. tichd mutace). V ptipad¢ zdmény aminokyseliny se jedna
o nesynonymni polymorfismus. Polymorfismus v nekodujici oblasti genu miize ovliviiovat
napiiklad mRNA splicing ¢i vazbu transkripénich faktort. SNP je podkladem téméf 90 %
vSech genetickych mutaci u lidi (Brookes AJ., 1999).

U genu PAPP-A bylo doposud dle udaji Narodniho centra biotechnologickych informaci
(National Center for Biotechnology Information, NCBI) identifikovdno nékolik tisic
polymorfismu v riznych oblastech tohoto genu (NCBI, 2022).

Do soucasnosti bylo ovSem publikovano pouze omezené mnozstvi praci, které se
polymorfismem genu PAPP-A zabyvaji. V roce 2006 zvefejnili japons$ti védci préci
popisujici korelaci polymorfismu Ser1224Tyr (rs7020782) genu PAPP-A s opakovanymi
potraty (Suzuki K. et al., 2006). O rok pozd¢ji vysla prace jihokorejskych védct, kteti
hodnotili vztah vybranych polymorfisma genu PAPP-A k akutnim koronarnim syndromim.
Alela C SNP C/G (rs13290387) genu PAPP-A byla definovana jako nezavisly rizikovy
faktor pro akutni infarkt myokardu (Park S. et al., 2007). Spojitost TT genotypu SNP
Cys327Cys (rs12375498) PAPP-A s rizikem preeklampsie byla prokézéana ¢eskymi védci
(Muravska A. et al., 2011). Shodny SNP Cys327Cys (rs12375498) byl identifikovan i jako
faktor ovliviwjici preziti (OS) u nemocnych s rendlni insuficienci vyzadujici dlouhodobou

dialyzac¢ni terapii (Kalousova M. et al., 2014).

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

1.7.1.1. Placentarni ristovy faktor (PIGF)

PIGF piedstavuje protein z rodiny rastovych faktort VEGF, které se uplatiuji ve vyvoji a
ristu vaskularniho a lymfatického endotelu, a to predevS§im b&hem prenatalniho vyvoje.

PIGF vykazuje s VEGF zna¢nou homologii (Melincovici CS. et al., 2018).

U zdravého jedince dochédzi k angiogenezi a vaskulogenezi piedev§im v prib¢hu

embryonalniho vyvoje, v dospélosti pak pii reparacnich a regeneracnich procesech.
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Angiogeneze vSak hraje vyznamnou roli i v patologickych procesech, zejména v procesu
karcinogeneze. Zvysena produkce proangiogennich cytokintl je pro novotvorbu cév klicova.
Takto miize byt zajisténa dostatecnad oxygenace nadorovych bunék a jejich zasobovani

zivinami, coz umoznuje dal$i progresi nddoru (Carmeliet P. et al, 2005).

Pivodné byl PIGF popsan v lidské placenté. PIGF je produkovan buiikami trofoblastu a
v prub¢hu gravidity se jeho exprese zvysuje (Maglione D. et al., 1991). V téhotenstvi hraje
zasadni roli v regulaci ristu a diferenciaci bunék trofoblastu. Angiogeneze, tedy tvorba
novych cév z jiz existujicich endotelovych bunék, je kli¢ova pro utvareni zdravé a funkéni
placenty. Buiiky trofoblastu musi byt schopné invadovat sténou délohy do spiralnich arterii

a zajistit tak dostatecné cévni zasobeni vyvijejiciho se plodu.

V dusledku alternativniho sestfihu mRNA (mRNA splicing) existuje PIGF ve ctyfech
izoformach: PIGF-1 az PIGF-4, které se 1i$i svou velikosti, mistem sekrece a afinitou vazby
(Melincovici CS. et al., 2018). VSechny izoformy vykazuji afinitu k receptoru pro VEGF
(vascular endothelial growth factor receptor, VEGFR-1), ktery, jak ndzev naznacuje, je
exprimovan na povrchu endotelovych bunc¢k a fadi se do skupiny tyrosinkindzovych
receptort. PIGF-2 se navic vdZze na koreceptor neuropilin 1 a 2 a heparin. Za normalnich
podminek nema pifimy mitogenni uUCinek, ani neovliviiuje cévni permeabilitu. Za
patologickych stavli ale amplifikuje signalizaci pfes VEGFR-2 a zesiluje VEGF fizenou
odpovéd’ (Melincovici CS. et al., 2018).

U zdravych jedinci jsou koncentrace PIGF nizké, ale k jejich narGstu dochazi za
patologickych stavi, jakymi jsou naptiklad hypoxie, zanét nebo kancerogeneze (Autiero M.
et al., 2003; Fischer C. et al., 2008). ZvysSena exprese PIGF byla prokdzana u fady tumort.
Soucasné byl PIGF identifikovan jako mozZny biomarker nadorové progrese, kdy vyssi
exprese koreluje s pokrocilejSim stddiem tumoru, jeho zvySenou vaskularizaci, pfitomnosti
metastdz a hor$i progndzou 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; Soukup V. et al., 2018).

Role PIGF u RCC nebyla doposud zcela objasnéna. Do soucasnosti bylo publikovano pouze
velmi mélo védeckych praci zabyvajici se touto tématikou. Vysledky dosavadniho vyzkumu
vSak naznacuji, ze v hypervaskularizované tkani RCC je detekovatelnd zvySena exprese
PIGF, ktera koreluje s hor§im biologickym chovanim tumoru (Takahashi A. et al., 1994;
Matsumoto K. et al., 2003).
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2. HYPOTEZY A CIiLE PRACE

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

u pacientii s ccRCC

Hypotéza:

PAPP-A je proteolyticky enzym, ktery degradaci inhibi¢nich vazebnych proteinli zvySuje
biologickou dostupnost IGF-1 a aktivaci jim spousténé signalni dréhy se podili na regulaci
bunécného metabolismu, ristu, diferenciace a ptezivani. Vyznam PAPP-A v procesu
kancerogeneze byl popsén u fady malignit, pficemz vysledky dosavadniho vyzkumu ukazuji
na korelaci zvysené tkanové exprese a sérové 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 nadmérna exprese IGF-1R byla nicméné potvrzena v procesu

kancerogeneze u RCC opakované.

Na zéklad€ téchto poznatki ptedpokladdme zvySeni sérovych koncentraci PAPP-A u
nemocnych s ccRCC a korelaci jeho vys$sich sérovych hladin s horS§im stadiem onemocnéni
a jadernym gradem nadoru. V pribéhu sledovani pak predpokladame vyssi koncentrace

PAPP-A u nemocnych s rizikem relapsu onemocnéni po chirurgické 1€cbe.

Cile prace:

e Zhodnotit sérové koncentrace PAPP-A u nemocnych s ccRCC a jejich korelaci se
stagingem onemocnéni a jadernym gradem nadoru.
e Posoudit potencialni pfinos sérové koncentrace PAPP-A v diagnostice ccRCC a vliv

na progndzu nemocnych s touto malignitou.
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2.2. Geneticka analyza polymorfismu genu PAPP-A u nemocnych sRCC

a onkocytomem

Hypotéza:

PAPP-A hraje zdsadni roli v regulaci bunécného ristu a proliferace a jeho role v procesu
kancerogeneze byla potvrzena u fady tumort. Vyznam polymorfismti genu PAPP-A byl
zjistén u fady onemocnéni a patologickych stavli. 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 subtypt
RCC — ccRCC, pRCC (typ I a IT), chRCC a dale onkocytomu.

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

jejich vliv na prognézu nemocnych.
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2.3. Vyznam sérovych koncentraci PIGF v diagnostice a stanoveni prognozy u pacientii

s ccRCC

Hypotéza:

PIGF je protein z rodiny ristovych faktort VEGF, s nimiz vykazuje znacnou homologii.
PIGF hraje zédsadni roli v regulaci angiogeneze zejména v prubehu prenatilniho vyvoje.
Uplatituje se vSak i1 v patologickych situacich, jakymi jsou hypoxie, ateroskleréza c¢i
kancerogeneze. Vyznam PIGF v procesu kancerogene byl opakované potvrzen u tfady
tumorti. Soucasné byla sérova koncentrace i tkanova exprese PIGF identifikovana jako
mozny biomarker nadorové progrese, kdy vyssi exprese je spojena s pokrocilej§im stadiem
nadoru, jeho zvySenou vaskularizaci a hor$i prognézou. Role PIGF u RCC nebyla doposud
zcela objasnéna. Dosud publikované data ukazuji, Ze zvySena exprese PIGF je zjistitelna

v hypervaskularizované tkani tumoru a je spojena s jeho hor§im biologickym chovanim.

Na zaklad¢ téchto poznatkid predpoklddame zvySeni sérovych koncentraci PIGF u
nemocnych s ccRCC a jejich korelaci s hor§im stadiem onemocnéni a jadernym gradem
nadoru. V prib¢hu sledovani pak predpokladame vyssi koncentrace PIGF u nemocnych

s rizikem relapsu onemocnéni po chirurgické 16¢bé.

Cile prace:

e Zhodnotit sérové koncentrace PIGF u nemocnych s ccRCC a jejich korelaci se
stagingem onemocnéni a jadernym gradem nadoru.
e Posoudit potencialni pfinos sérové koncentrace PIGF v diagnostice ccRCC a vliv na

prognodzu nemocnych s touto malignitou.
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3. METODIKA

Sledovanou skupinu tvofili nemocni s RCC, ktefi podstoupili opera¢ni vykon (resekce
ledviny ¢i nefrektomie) na Urologické klinice 2. Iékatské fakulty Univerzity Karlovy a
Fakultni nemocnice v Motole. Po operacnim vykonu byli nemocni dale sledovani v souladu

s aktualnimi doporuc¢enimi EAU.

Kontrolni skupina byla tvofena zdravymi dobrovolniky (odpovidajiciho véku i zastoupeni

pohlavi) s negativni anamnézou stran ptfedchoziho onkologického onemocnéni.

Vsechny studie byly provadény v souladu s principy Helsinské deklarace a byly schvaleny
Etickou komisi Fakultni nemocnice v Motole a 2. Iékatfské fakulty Univerzity Karlovy.

VSichni tcastnici zapojeni do studie podepsali pfed zafazenim informovany souhlas.

Laboratorni analyzy byly provedeny na Ustavu lékatské biochemie a laboratorni diagnostiky
Vseobecné fakultni nemocnice a 1. I€kaiské fakulty Univerzity Karlovy pod vedenim prof.

MUDr. Marty Kalousové, Ph.D.

Pro vétsi piehlednost je metodika rozpracovana zvlast’ pro jednotlivé experimenty. Uzité

statistické metody byly shodné, proto jsou souhrnné uvedeny v zavéru tohoto oddilu textu.

3.1. Metodika — experimentalni prace I: Vyznam sérovych koncentraci PAPP-A

u nemocnych s ccRCC
Charakteristika studijni skupiny

Do studie bylo zatfazeno celkem 121 pacientti (78 muzi, 43 zen, primérny vék 63,4+10,5
let), kteti podstoupili nefrektomii ¢i resekei ledviny pro ccRCC v obdobi od ¢ervence 2011
do srpna 2015. Pii histopatologickém vySetfeni preparatii u vSech operovanych patolog

popsal negativni chirurgické okraje.

Pro statistickou analyzu jsme nemocné rozdélili do tii skupin: pacienti s lokalizovanym
ccRCC bez relapsu onemocnéni (lccRCC, n = 80), pacienti s lokalizovanym ccRCC
s naslednym relapsem onemocnéni v pribéhu sledovani (rccRCC, n = 26) a pacienti

s primarn¢ metastatickym onemocnénim (mccRCC, n = 15).
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Staging onemocnéni byl proveden podle aktualni klasifikace TNM, jaderny grade byl
hodnocen dle Fuhrmanové. VSichni nemocni byli po chirurgickém vykonu sledovéni

v souladu s aktualnimi doporu¢enimi EAU. Primérna doba sledovani Cinila 4,6 let.

Zakladni charakteristiky nemocnych s ccRCC, u kterych jsme hodnotili sérové koncentrace

PAPP-A, shrnuje nésledujici tabulka (Tab. 6.).

Tab. 6. Zakladni parametry pacienti s ccRCC

Pocet pacientil (muzi/Zeny) 121 (78/43)
Primérny vék (roky) 63,4+10,5
Stage

I 78 (64,4 %)
I 4 (3,3 %)
11 24 (19,8 %)
v 15 (12,4 %)
Grade (dle Fuhrmanove¢)

Gl 36 (29,8 %)
G2 59 (48,8 %)
G3 18 (14,9 %)
G4 8 (6,6 %)

ccRR: svétlobunécny rendlni karcinom.

U vSech nemocnych s ccRCC jsme piedoperacné stanovili sérovou koncentraci PAPP-A. Ve
skupiné pacientl s IccRCC (n=23) arccRCC (n = 14) jsme odbér krve ke stanoveni PAPP-

A opakovali jesté 3 tydny a 3 mésice po operacnim vykonu.

Kontrolni supinu tvofilo 69 zdravych dobrovolnikd (35 muzid, 34 zen, primérny vék
58,1+4,7 let), vSichni bez ptedchoziho onkologického onemocnéni, u kterych jsme vstupné
provedli na Urologické klinice 2. Iékatské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice
v Motole zékladni wuro-onkologicky screening, vcetné¢ ultrazvukového vySetieni

urogenitalniho traktu, cytologického vySetieni moci a stanoveni hodnoty PSA u muzd.
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Krevni vzorky

Vzorek krve byl pacientli odebran rano nalacno punkci kubitalni Zily soucasné s odbéry pro
rutinni kontrolni vysetieni. Pro analyzu PAPP-A byla krev v centrifuze odstfedéna (rychlost
3000 otacek za minutu) a ziskané sérum jsme uchovali pfi teploté -80 °C az do doby

provedeni analyzy.

Laboratorni analyza

Ke stanoveni sérové hodnoty PAPP-A byla pouzita metoda TRACE (time resolved amplified
cryptate emission) pii uziti standardnich kit KRYPTOR-PAPP-A (Brahms GmbH, Thermo
Fisher Scientific, Henningsdorf, Némecko). Vysledky jsou vyjadifeny v mlIU/I (1 IU/I je
ekvivalentem 4500 ng/ml).

3.2. Metodika — experimentalni prace 1I: Polymorfismus genu PAPP-A u nemocnych

s RCC a onkocytomem
Charakteristika studijni skupiny

Do této studie bylo zarfazeno celkem 454 pacientti (302 muzt, 152 Zen, primérny vék 63+11
let), ktefi podstoupili resekci ledviny ¢i nefrektomii pro RCC v obdobi od dubna 2007 do
srpna 2015. Histopatologické vysSetfenim preparatu prokédzalo nasledujici vysledky — u 374
nemocnych byl zjis§tén ccRCC, u 19 pRCC typ I (pIRCC), u 14 pRCC typ II (pIIRCC), u 12
chRCC au 35 onkocytom. Zékladni charakteristiky souboru nemocnych ukazuji nasledujici

tabulky (Tab. 7., Tab. 8.).

Staging onemocnéni byl proveden podle aktudlni klasifikace TNM, jaderny grade byl
hodnocen dle Fuhrmanové. VSichni nemocni byli po chirurgickém vykonu sledovani
v souladu s aktudlnimi doporu¢enimi EAU. Primérna doba sledovani pacientli v této
kohorté¢ nemocnych byla 7,1 roku. Béhem sledovani doSlo k relapsu u 58 (15,5 %) pacientl
s ccRCC a 86 (22,9 %) pacientl zemielo.
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Tab.7. Zakladni parametry pacientii

Pocet pacientil (muzi/Zeny) 454 (302/152)
Primérny veék (roky) 63+11
Histologie

ccRCC 374 (82,4 %)
pIRCC 19 (4,2 %)
plIRCC 14 (3,1 %)
chRCC 12 (2,6 %)
onkocytom 35 (7,7 %)

ccRR: svétlobunécény rendlni karcinom; pIRCC: papilarni renalni karcinom typ I; pIIRCC:

papilarni renalni karcinom typ II; chRCC: chromofébni rendlni karcinom.

Tab. 8. Zakladni parametry pacientti s ccRCC

Pocet pacientd (muZzi/Zeny) 374 (239/135)
Primérny vék (roky) 63+11,1
Stage

I 240 (64,2 %)
11 39 (10,4 %)
I 52 (13,9 %)
v 43 (11,5 %)
Grade (dle Fuhrmanove¢)

Gl 104 (27,8 %)
G2 193 (51,6 %)
G3 53 (14,2 %)
G4 24 (6,6 %)

ccRCC: svétlobunéény rendlni karcinom.

Kontrolni skupinu v tomto experimentu tvofilo 145 zdravych dobrovolnikii (65 muZza, 80
zen, prumérny v€k 49+14 let) vSichni bez pfedchoziho onkologického onemocnéni. Shodna
kontrolni skupina byla pouZita 1 v predchozi studii provedené v souvislosti s genetickou

analyzou polymorfismii genu PAPP-A na Ustavu lékaiské biochemie a laboratorni
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diagnostiky VSeobecné fakultni nemocnice a 1. lékatské fakulty Univerzity Karlovy

(Kalousova M. et al., 2014).

Krevni vzorky, laboratorni analyza

Vzorek krve byl pacientim odebran rano nala¢no pied operacnim vykonem punkci kubitélni
zily soucasné s odbéry pro rutinni kontrolni vySetieni. K analyze DNA byla krev odebrana
do zkumavek s kyselinou ethylendiamintetraoctovou (EDTA). Izolace DNA byla provedena
pomoci AutoGen FLEX STAR dle pokynt vyrobce. DNA byla nasledn¢ uchovan pfi teploté
-80 °C.

Geneticka analyza

Sledovali jsme dva vybrané polymorfismy genu PAPP-A — C/G SNP (rs13290387) a
Cys327Cys SNP (rs12375498). Polymorfismus C/G SNP (rs13290387) je lokalizovan na
intronu 6 a Cys327Cys SNP (rs12375498) na exonu 2 genu PAPP-A. Vybrané polymorfismy
PAPP-A byly analyzovany pomoci sekvenace DNA (Sangerovo sekvenovani) postupem
popsanym dle Muravska et al. (Muravskd A. et al, 2011). V prvni fazi byly cilové useky
DNA obsahujici polymorfni mista amplifikovany pomoci polymerazové fetézové reakce
(PCR). Tyto fragmenty byly nasledné procistény (NucleoSpin Extract II, Macherey-Nagel,
Germany) a podrobeny dal§i PCR s pfiddnim fluorescen¢né znacenych dideoxynukleotid
trifosfati (ddNTP). Tyto fragmenty byly nésledné sekvenovany dle pokynl vyrobce
v sekvenatoru CEQ™ 8000 (Beckman Coulter, USA).

3.3. Metodika — experimentalni prace III: Vyznam sérovych koncentraci PIGF

u nemocnych s ccRCC
Charakteristika studijni skupiny

Do této studie bylo zarazeno 49 pacientll (30 muzi, 19 Zen, pramérny veék 62,9+10,6 let),
kteti podstoupili resekei ledviny €1 nefrektomii pro ccRCC v obdobi od ¢erva 2011 do ¢ervna
2013. Pii histopatologickém vySetfeni preparati popsal patolog u vSech operovanych

negativni chirurgické okraje.
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K dal$imu srovnani byly pacienti rozdéleni do tfi podskupin a to nasledovné: pacienti s
lokalizovanym c¢cRCC bez dalsiho relapsu (IccRCC, n = 31), pacienti s lokalizovanym
ccRCC s relapsem 6 az 18 mésict 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 operacnim vykonu déle sledovani
v souladu s aktualnimi doporuc¢enimi EAU. Primérna doba sledovéni byla 4,4 let. Béhem

sledovani doslo k relapsu u 8 nemocnych (podskupina rccRCC) a 17 subjektd zemielo.

Nasledujici tabulka shrnuje zakladni charakteristiky nemocnych s ccRCC, u nichz byla

provedena analyza sérovych koncentraci PIGF (Tab. 9.).

Tab. 9. Zakladni parametry nemocnych s ccRCC

Pocet pacientd (muZzi/Zeny) 49 (30/19)
Primérny vék (roky) 62,9+10,6
Stage

I 23 (46,9 %)
11 1(2%)

I 15 (30,6 %)
v 10 (20,4 %)
Grade (dle Fuhrmanov¢)

Gl 10 (20,4 %)
G2 31 (63,3 %)
G3 5(10,2 %)
G4 3 (6,1 %)

ccRCC: svétlobunécny renélni karcinom.

U vSech nemocnych s ccRCC byla méfena sérova koncentrace PIGF pifed opera¢nim
vykonem. U nemocnych s ptivodné lokalizovanym onemocnénim byl odbér krve ke
stanoveni PIGF opakovéan 3 mésice po operaci (podskupiny lccRCC, n = 31; rccRCC, n =
8).
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Kontrolni supinu tvofilo 38 zdravych dobrovolnikii odpovidajiciho véku i1 zastoupeni
pohlavi, vSichni bez ptedchoziho onkologického onemocnéni po negativnim vstupnim uro-

onkologickém screeningu (viz metodika experimentalni prace I).

Krevni vzorky

Vzorek krve byl pacientim odebran rano nala¢no punkei kubitalni zily soucasné s odbéry
pro rutinni kontrolni vysetieni. Pro analyzu PIGF byla krev v centrifuze odstiedéna (rychlost
3000 otacek za minutu) a ziskané séru bylo néasledné uchovavano pfi teploté -80 °C az do

analyzy.

Laboratorni analyza

K hodnoceni sérové koncentrace PIGF byla pouZzita metoda ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) za pouziti standardnich souprav urcenych k provadéni této analyzy
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) podle pokyni vyrobct. Vysledky jsou vyjadieny
v pikogramech na mililitr (pg/ml).

3.4. Statisticka analyza

Vysledky jsou vyjadieny jako primérnd hodnota + smérodatnd odchylka (standard
deviation, SD) pro spojité proménné a v procentech pro kategorické proménné. Pro spojité
proménné jsme rozdily mezi dvéma skupinami hodnotili prostfednictvim nepéarového
Mannova-Whitneyova U testu nebo jednofaktorové analyzy rozptylu (oneway ANOVA
test). Pro analyzu spojitych proménnych v ¢ase jsme pouzili test ANOVA s opakovanymi

méfenimi.

V experimentalni praci III jsme ke zhodnoceni rozdilu sérovych hladin PIGF mezi
jednotlivymi skupinami pouzili ROC (receiver operating characteristics, ROC) analyzu.
Cut-off hodnota pro identifikaci ccRCC ¢i pro riziko relapsu byla urc¢ena jako hodnota s
nejvysSim souctem senzitivity a specifity. Kvalita testu byla specifikovana plochou pod

kiivkou (area under the ROC curve, AUC).

K hodnoceni pteziti jsme pouzili Kaplanovu-Meierovu metodu a pro porovnani mezi

podskupinami nasledné log-rank test. Univariacni Coxova regresni analyza byla pouZita
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k hodnoceni sérové hladiny studovaného potencidlniho biomarkeru jako prediktoru CSS a
OS.

Hladina vyznamnosti statistickych testi byla stanovena na p < 0,05. Analyzy dat byly

provedeny pomoci statistického software MedCalc pro Windows, verze 13.0 (MedCalc

Software, Ostend, Belgie).
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4. VYSLEDKY

4.1. Vysledky — experimentalni prace I: Vyznam sérovych koncentraci PAPP-A

u nemocnych s ccRCC

V naSem souborti jsme neprokézali statisticky vyznamny rozdil sérovych koncentraci PAPP-
A mezi pacienty s ccRCC a kontrolni skupinou (8,74+3,5 mIU/l vs. 8,24+2,3 mIU/I; p =
0,24). Statisticky vyznamny rozdil v sérovych koncentracich PAPP-A jsme nezjistili ani pii
rozdéleni pacientd do jednotlivych podskupin — lccRCC (8,76+3,7 mlIU/l), rccRCC
(8,72+3,1 mIU/l) a mccRCC (8,7+3,4 mIU/1); p = 0,99. RovnéZ jsme neprokazali vliv stadia
onemocnéni ani jaderného gradu na hodnoty PAPP-A (p = 0,76, resp. p = 0,61).

Ve skupin€ nemocnych s plvodné lokalizovanym onemocnénim nebyla statisticky
vyznamna ani dynamika sérovych hladin PAPP-A ve vzorcich odebranych 3 tydny a 3
meésice po opera¢nim vykonu — u podskupiny lccRCC (9,08+3,5 mIU/1 vs. 9,39+3,8 mIU/I;
p = 1,00) a podskupiny rccRCC (8,27+3,2 mIU/1 vs. 9,33+3,1 mIU/I; p = 0,43). Koncentrace
PAPP-A u jednotlivych podskupin nemocnych znézoriiuje nasledujici tabulka (Tab. 10.).

Tab. 10. Sérové koncentrace PAPP-A

PAPP-A ccRCC Kontrolni

(mIU/) skupina
8.74+3.5 8.24+2.3

IeccRCC rccRCC mccRCC

Ptedoperacné 8,76£3,7 8,72+3,1 8,7+3.,4

3 tydny po 9,08+3,5 8,27+3,2

operaci

3 mésice po 9,39+3.8 9,33+3,1

operaci

Vysledky nejsou statisticky vyznamné.
PAPP-A: s t¢hotenstvim asociovany plazmaticky protein A, ccRCC: svétlobunécny renalni
karcinom; lccRCC: lokalizovany svétlobunéény RCC bez relapsu; rccRCC: lokalizovany

svétlobunécny RCC s naslednym relapsem; mccRCC: metastaticky svétlobunéény RCC.
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Neprokazali jsme Zadny vliv pfedoperacni ani pooperacni (3 mésice po vykonu) koncentrace

PAPP-A na CSS ¢i OS. Vysledky znazoriuji nasledujici tabulky (Tab. 11., Tab. 12.).

Tab. 11. Nadorové specifické pieziti (CSS) u pacienti s lokalizovanym ¢cRCC

PAPP-A Pocet Relaps HR (CI) p hodnota
(mIU/) pacientt
Ptedoperacné | < 8,2 53 14 (26,4 %) | 1,08 0,84
> 8,2 53 12 (22,2 %) | (0,5-2,35)
3 mésice 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.

CSS: nadorové specifické preziti; ccRCC: svétlobunéény rendlni karcinom; PAPP-A:
s t¢hotenstvim asociovany plazmaticky protein A; HR: pomér rizik; CI: interval

spolehlivosti.

Tab. 12. Celkové preziti (OS) u pacientt s lokalizovanym ccRCC

PAPP-A Pocet Exitus HR (CD) p hodnota
(mIU/) pacientu
Ptedoperacné | < 8,2 53 14 (26,4 %) | 1,85 0,15
>822 53 8 (14,81 %) | (0,8-4,29)
3 mésice 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.

CSS: nadorové specifické pieziti; ccRCC: svétlobunéény renalni karcinom; PAPP-A:
s t¢hotenstvim asociovany plazmaticky protein A; HR: pomér rizik; CI: interval

spolehlivosti.
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4.2. Vysledky — experimentalni prace II: Polymorfismus genu PAPP-4 u nemocnych

s RCC a onkocytomem
C/G SNP (rs13290387) genu PAPP-A

Geneticka analyza ukézala statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci alel a genotypt
C/G SNP (rs13290387) PAPP-A mezi pacienty s pIIRCC v porovnani s kontrolni skupinou.
Mutantni alelu G jsme detekovali u nemocnych s pIIRCC v 60,7 % ptipadii, v kontrolni
skupiné pouze v 38,3 % (OR 2,49; 1,13-5,52; p = 0,024). Podobn¢ jsme zjistili vyssi
frekvenci genotypu GG (28,6 % u pIIRCC vs. 15,9 % v kontrolni skupiné; 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).

Mezi dal§imi histologickymi subtypy RCC a onkocytomem jsme v porovnani s kontrolni
skupinou neprokazali statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci alel a genotypu C/G SNP
(rs13290387) (p > 0,05). Vysledky genetické analyzy C/G SNP (rs13290387) jsou

zobrazeny v nasledujici tabulce (Tab. 13.).

V podskupiné nemocnych s ccRCC jsme nezjistili Zadny statisticky vyznamny rozdil ve
frekvenci alel nebo genotypti C/G SNP (rs13290387) PAPP-A v zéavislosti na stadiu
onemocnéni ani jaderném gradu nadoru (p > 0,05). Rovnéz jsme neprokazali zadny vliv

zkoumaného polymorfismu genu PAPP-A na pieZiti nemocnych (p > 0,05).

Tab. 13. Geneticka analyza C/G SNP (rs13290387) genu PAPP-A

Histologie Alela, Pocet | Podil | Kontrolni | Podil | P OR [95% |p
genotyp (%) | skupina (%) CI hodnota
ccRCC C 446 | 59,6 | 179 61,7
(n=1374) G 302 | 404 | 111 38,3 | 0,582
cC 135 | 36,1 |57 39,3
CG 176 | 47,1 | 65 44,8 | 0,605
GG 63 16,8 |23 15,9 | 0,720
CG+GG | 239 | 63,9 |88 61,7 | 0,562
pIRCC C 27 71,1 | 179 61,7
n=19) G 11 28,9 | 111 38,3 | 0,347
cC 9 474 | 57 39,3
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CG 9 474 | 65 448 | 1,0
GG 1 52 |23 15,9 | 0,376
CG+GG | 10 52,6 | 88 61,7 | 0,671
pIIRCC C 11 39,3 | 179 61,7
(n=14) G 17 60,7 | 111 38,3 | 0,021 | 2,49 | 1,13- | 0,024
5,52
CcC 1 7,1 57 39,3
CG 9 64,3 | 65 44,8 | 0,028 | 7,65 | 0,94- | 0,057
62,3
GG 4 28,6 |23 15,9 [ 0,018 | 991 | 1,05- | 0,045
93,5
CG+GG | 13 92,3 | 88 61,7 | 0,019 | 8,23 | 1,05- | 0,045
64,65
chRCC C 15 62,5 | 179 61,7
(n=12) G 9 37,5 | 111 38,3 | 0,884
CcC 5 41,7 | 57 39,3
CG 5 41,7 | 65 44,8 | 0,896
GG 2 16,7 | 23 15,9 | 0,670
CG+GG | 7 58,3 | 88 61,7 | 0,882
Onkocytom | C 47 67,1 | 179 61,7
(n=35) G 23 32,9 | 111 38,3 | 0,481
cC 17 48,6 | 57 39,3
CG 13 37,1 | 65 44,8 | 0,439
GG 5 14,3 | 23 15,9 | 0,770
CG+GG | 18 51,4 | 88 61,7 | 0,419

P — originalni hladina vyznamnosti rozdilu mezi frekvenci alel a genotypl u pacientli

s ccRCC a kontrolni skupinou
p —hladina vyznamnosti po Bonferroniho korekci
Statistiky vyznamné vysledky jsou uvedeny kurzivou.

SNP: jednonukleotidovy polymorfismus; PAPP-A: s t€hotenstvim asociovany plazmaticky
protein A; P: hladina vyznamnosti pfed Bonferroniho korekci; OR: odds ratio; CI: interval
spolehlivosti; ccRR: svétlobunéény rendlni karcinom; pIRCC: papilarni rendlni karcinom

typ I; plIRCC: papilarni renalni karcinom typ II; chRCC: chromofébni renalni karcinom.
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Cys327Cys SNP (rs12375498) PAPP-A
Geneticka analyza Cys327Cys SNP (rs12375498) genu PAPP-A neprokazala signifikantni

rozdil ve frekvenci alel a genotypii tohoto polymorfismu mezi zkoumanymi subtypy RCC

ani onkocytomu v porovnani s kontrolni skupinou (p > 0,05). Vysledky genetické analyzy

Cys327Cys SNP (rs12375498) PAPP-A znazornuje nasledujici tabulka (Tab. 14.).

V podskupiné nemocnych s ccRCC jsme nezjistili zadny statisticky vyznamny rozdil ve
frekvenci alel nebo genotypli Cys327Cys SNP (rs12375498) v zavislosti na stadiu
onemocnéni ani jaderném gradu (p > 0,05). Rovnéz jsme neprokédzali zadny vliv

zkoumaného polymorfismu genu PAPP-A na pieziti nemocnych (p > 0,05).

Tab. 14. Geneticka analyza Cys327Cys SNP (rs12375498) PAPP-A

Histologie Alela, Pocet | Podil | Kontrolni | Podil | P OR [95% |p
genotyp (%) | skupina (%) CI hodnota
ccRCC C 569 | 79,1 | 220 75,9
(n=1374) T 179 23,9 |70 24,1 | 0,943
CcC 216 | 57,8 |79 54,5
CT 137 36,6 |62 42,8 10,339
TT 21 56 |4 2,7 0,345
CT+CC | 158 | 42,2 | 66 45,5 10,564
pIRCC C 29 76,3 | 220 75,9
n=19) T 9 23,7 |70 24,1 | 0,887
cC 11 57,9 |79 54,5
CT 7 36,8 | 62 42,8 | 0,874
TT 1 5,3 4 2,7 0,855
CT+CC | 8 42,1 | 66 45,5 10,974
pIIRCC C 25 89,3 | 220 75,9
(n=14) T 3 10,7 | 70 24,1 | 0,107
cC 11 78,6 | 79 54,5
CT 3 21,4 | 62 42,8 | 0,104
TT 0 0 4 2,7 0,459
CT+CC | 14 100 | 66 45,5 10,362
chRCC C 16 66,7 | 220 75,9
(n=12) T 8 33,3 |70 24,1 | 0,449
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CcC 5 41,7 | 79 54,5
CT 6 50,0 | 62 42,8 10,715
TT 1 83 |4 2,7 10,765
CT+CC |7 58,3 | 66 45,5 10,579
Onkocytom | C 56 80 220 75,9
(n=35) T 14 20 70 24,1 | 0,563
CC 23 65,7 |79 54,5
CT 10 28,6 | 62 42,8 10,215
TT 2 57 |4 2,7 10912
CT+CC | 12 343 | 66 45,5 10,310

P — originalni hladina vyznamnosti rozdilu mezi frekvenci alel a genotypli u pacientii

s ccRCC a kontrolni skupinou
p — hladina vyznamnosti po Bonferroniho korekci
Vysledky nejsou statisticky vyznamné.

SNP: jednonukleotidovy polymorfismus; PAPP-A: s t¢hotenstvim asociovany plazmaticky
protein A; P: hladina vyznamnosti pfed Bonferroniho korekci; OR: odds ratio; CI: interval
spolehlivosti; ccRR: svétlobunéény rendlni karcinom; pIRCC: papilarni renalni karcinom

typ I; pIIRCC: papilarni renélni karcinom typ II; chRCC: chromof6bni renalni karcinom.

4.3. Vysledky — experimentalni prace III: Vyznam sérovych koncentraci PIGF

u nemocnych s ccRCC
PIGF v diagnostice ccRCC

V naSem souboru jsme prokazali vyznamné vyssi sérovou koncentraci PIGF u nemocnych s
ccRCC v porovnani s kontrolni skupinou (16,1£10,5 pg/ml vs. 10,5+2,4 pg/ml; p = 0,002).
Cut-off hodnotu koncentrace PIGF v séru 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.).
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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).

PIGF: placentarni rustovy faktor; ccRCC: svétlobunéény renalni karcinom; AUC: plocha

pod ROC kiivkou.

V ptedoperacnich odbérech jsme popsali statisticky vyznamny rozdil v sérové koncentraci
PIGF mezi podskupinami nemocnych s IccRCC a mccRCC (13,145,1 pg/ml vs. 25,8+18,1
pg/ml; p = 0,002). Nezjistili jsme vSak zadny statisticky vyznamny rozdil hodnot mezi
podskupinami nemocnych s rccRCC a leccRCC nebo mccRCC. Rovnéz jsme neprokazali, ze
by sérova koncentrace PIGF korelovala se stddiem onemocnéni (T1-T2 vs. T3-T4; p=0,76)

¢1 jadernym gradem (G1-G2 vs. G3-G4; p = 0,07).

Prognosticky vyznam PIGF u ¢cRCC

V odbérech provedenych tii mésice po operacnim vykonu jsme popsali vyssi sérovou
koncentrace PIGF v podskupiné nemocnych s ndslednou recidivu (rccRCC) v porovnani
s nemocnymi bez recidivy (IccRCC) (14,87£2,96 pg/ml vs. 12,1£5,4 pg/ml), rozdil ale nebyl
statisticky vyznamny (p = 0,17).

Nasledujici tabulka ukazuje vSechny koncentrace P1GF v séru (Tab. 15.).
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Tab. 15. Sérové koncentrace PIGF

PIGF ccRCC Kontrolni p hodnota
(pg/mL) skupina
Ptedoperacné 16,1+10,5 10,5+2,4 p=0,002
Podskupiny ccRCC
lecRCC rccRCC mccRCC
Ptedoperacné | 13,1£5,1 15,9+£6,9 25,8+18,1 | ----mmmmm- lccRCC vs. mccRCC
p=0,002"
3meésicepo | 12,1£54 | 14,87£2,96 | ---------mmm | =mmmmmmmeee p=0,17
operaci

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

mccRCC jsme nezaznamenali.

PIGF: placentarni rastovy faktor; ccRCC: svétlobunéény rendlni karcinom; lccRCC:
lokalizovany svétlobunéény RCC bez relapsu; rccRCC: lokalizovany svétlobunéény RCC

s naslednym relapsem; mccRCC: metastaticky svétlobunécny RCC.
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Cut-off hodnotu sérové koncentrace PIGF pro riziko relapsu jsme stanovili na 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 sérové koncentrace PIGF pro riziko relpasu > 11,41 pg/mL (AUC 0,792,
specificita 62,96 %, sensitivita 87,5 %, p = 0,0003).

PIGF: placentarni rustovy faktor; ccRCC: svétlobunéény renalni karcinom; AUC: plocha

pod ROC kiivkou.
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Ttilet¢ CSS u pacientd s lokalizovanym ccRCC (podskupiny IccRCC a rccRCC) s
koncentraci PIGF v séru pod hodnotou cut-off pro riziko relapsu (< 11,41 pg/ml) bylo 93 %
ve srovnani s 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)

Kaplan-Meierovy kiivky 3letého CSS. Horni kiivka — nemocni s koncentraci PIGF < 11.41

pg/ml; 3leté¢ CSS 93 %, spodni kiivka — nemocni s koncentraci PIGF > 11,41 pg/ml; 3leté
CSS 61 %.

CSS: nadorové specifické pteziti; PIGF: placentarni ristovy faktor.
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S. DISKUSE

RCC ptedstavuje 5 % vSech malignit u muzi a 3 % u Zen, rocné je diagnostikovan u vice
nez 400.000 pacientt (Bray F. et al., 2018; Siegel RL. et al., 2020). Incidence této malignity
v Ceské republice se dlouhodobé fadi k nejvyssim ve svéte (Dusek L. et al., data aktualni
k roku 2018). I presto, Ze v soucasnosti vzhledem k ¢astéjSimu uzivani zobrazovacich
vySetieni nartstd pocet ndhodné zachycenych tumort nizkého stadia, je pokrocilé
onemocneéni zjisténo az ve tretin€ vSech ptipadu (Siegel RL. et al., 2020; Ljungberg B. et al.,
2022). Individudlni pribéh RCC byva obtizné predikovatelny. U 20-40 % pacientli se po
kurativni chirurgické 1écbé plivodné lokalizovaného onemocnéni setkdvame s relapsem
(Speed JM. et al., 2017). Proces kancerogeneze u této malignity nebyl zatim zcela objasnén
a vyzkumné snahy o nalezeni vhodného biomarkeru, ktery by pfispél ke zlepSeni diagnostiky

¢i lepSimu odhadu prognozy nemocnych zatim nebyly pfilis uspésné.

Cilem na$i prace bylo hodnoceni vztahu dvou vybranych s t€hotenstvim asociovanych
proteinli — PAPP-A a PIGF — k ccRCC a jejich potencidlniho pifinosu v diagnostice a
hodnoceni prognoézy nemocnych s timto onemocnénim. Oba tyto proteiny ptedstavuji
regulatory bunééného rustu a proliferace, a jejich role byla prokdzana u fady malignit a
patologickych stavll. VySetfeni sérovych koncentraci téchto proteinii se navic rutinné
pouzivd v ne-onkologickém gynekologickém screeningu. Dale jsme zkoumali vztah

vybranych polymorfismil genu PAPP-A k riziku rozvoje RCC a onkocytomu.

5.1. Diskuse — experimentalni prace I: Vyznam sérovych koncentraci PAPP-A

u nemocnych s ccRCC

PAPP-A je metaloproteaza, kterd degraduje inhibi¢ni vazebné proteiny IGF-1, ¢imZ zvySuje
jeho biologickou dostupnost a podili se tak na aktivaci jim spousténé signalni drahy.
Stimulace IGF-1R vede ke zvySeni proliferace, iniciaci maligni transformace, dediferenciaci
bunék a inhibici apoptdzy (Samani AA. et al., 2006; Seccareccia E. et al., 2012; Weroha SJ.
et al., 2012). Souvislost mezi zvySenymi hladinami IGF-1, pfipadné nadmérnou expresi
(overexpression) IGF-1R, a zvySenym rizikem rozvoje riiznych tumort vcetné karcinomu
prsu, prostaty ¢i ovaria prokéazala fada studii (Roddam AW. et al., 2008; Belfiore A. and
Frasca F., 2008; Key TJ. et al., 2010). Z tohoto diivoda byla testovdna i fada molekul
ovliviyjici IGF-1 signélni drahu v protinadorové terapii (Pollak M., 2012).
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Role IGF-1 a IGF-1R byla potvrzena i pti rozvoji RCC (Tao Y. et al., 2007; Tracz AF. et al.,
2016). Prace autorti z Mayo Clinic ukazuje na korelaci zvySené exprese IGF-1R s horsi
prognézou nemocnych s ccRCC (Parker AS. et al., 2002; Parker AS. et al., 2003). Dalsi
ameriCti autofi nasledné prokazali vztah mezi expresi IGF-1R a vy$$im jadernym gradem a
souCasn¢ horsi prognézou nemocnych (Ahmad N. et al., 2004). Zajimavym zjisténi je
skute¢nost, ze exprese IGF-1R je inhibovana VHL tumor supresorovym genem. IGF-1R je
tedy exprimovan ve zvySené mife u tumora s inaktivaci tohoto genu. A soucasn¢ vysoka

exprese IGF-1R piispiva k chemorezistenci nadorovych bun¢k (Yuen JS. et al., 2009).

Doposud publikované vysledky naznacuji, ze PAPP-A se uplatituje v procesu kancerogeneze
u fady tumort. Vztah PAPP-A a karcinomu plic zkoumal turecky autorsky kolektiv, ktery
prokazal zvySené sérové koncentrace PAPP-A u nemocnych s touto malignitou v porovnani
s kontrolni skupinou (Bulut 1. et al., 2009). Dalsi studie navic ukazala, ze proteolyticka
aktivita PAPP-A akceleruje rist bun¢k karcinomu plic a obracené, pokles PAPP-A sekrece
vede ke zpomaleni nadorového rist in vivo na mys$im modelu (Pan H. et al., 2012). Recentni
prace danskych autori se zabyvala roli PAPP-A a jeho homologu PAPP-A2 u
bronchogenniho karcinomu. Prokazali zvySeni sérovych hladin PAPP-A2, nikoli vSak
PAPP-A, u nemocnych s touto malignitou oproti kontrolni skupiné. Navic zjistili korelaci
nariistu sérové koncentrace PAPP-A2 s vys$i mortalitou nemocnych (Hjortebjerg R. et al.,

2020).

Autof1 Mansfield et al. prokazali expresi PAPP-A v nadorovych bunkach karcinomu prsu.
Soucasné zjistili vyssi rozsah a intenzitu exprese PAPP-A ve vzorcich s vice agresivnimi
variantami tumoru (Mansfield AS. et al., 2014). Dalsi studie demonstrovaly, Ze nadmérna
exprese PAPP-A v buiikkach ovaridlniho karcinomu podporuje nadorovy rist, zvySuje

vaskularizaci a metastaticky potencidl nddorovych bun€k (Boldt HB. et Conover CA., 2011).

Ovlivnéni proteolytické aktivity PAPP-A bylo zkoumano i jako moZzny cil protinadorové
1écby. Jako prvni demonstrovali G€innost monoklondlni protilatky proti PAPP-A
v protinadorové terapii védci z Aarhuské univerzity. Na mySich modech prokazali, Ze
intraperitonealni podani jimi vytvofené monoklondlni protilatky proti PAPP-A vede k
inhibici riistu bundk karcinomu plic (Mikkelsen JH. et al., 2014). Uginnost monoklonalni
protilatky proti PAPP-A v protinadorové 1é¢bé na mySich modelech prokézali 1 americti
vedci, ktefi popsali zpomaleni rGstu ovaridlniho karcinomu a soucasné sniZzeni objemu
nadorového ascitu (Becker MA. et al., 2015). Dale védci zjistili, ze u mys$i pfi vyfazeni genu
kédujiciho PAPP-A (PAPP-A knock-out mice) dochazi v disledku snizené signalizace
67



cestou IGF-1R k oddéleni vzniku neoplazii i degenerativnich zmén spojenych s procesem
starnuti organismu (Conover CA. et al., 2010; Keenan KP. et Marler RJ., 2010). V dal§im
vyzkumu byl PAPP-A identifikovan jako faktor zodpovédny na migraci bun€k prispivajici
k tvorb¢ vzdalenych metastaz u karcinomu prsu, maligniho mesoteliomu pleury a maligniho

melanomu (Boldt HB. et Conover CA., 2011; HuangJ. et al., 2013; Prithviraj P. et al., 2015).

I pfes intenzivni vyzkum role PAPP-A u riznych tumora nebyl dosud jeho vyznam u RCC
objasnén. Pro nasi praci jsme vychdzeli z poznatku, ze PAPP-A zvySuje biologickou
dostupnost IGF-1, ¢imz umoznuje aktivaci jeho signalni drahy, jejiz vyznam byl v procesu
kancerogeneze u RCC opakované potvrzen. Proto jsme se rozhodli analyzovat sérové
koncentrace PAPP-A u nemocnych s ccRCC a vyhodnotit jejich pfipadny vyznam
v diagnostice a ndsledné ve stanoveni prognézy nemocnych s timto histologickym subtypem

RCC.

Vysledky vSak nenaplnily naSe ocekavani a nase hypotézy se ndm nepodafilo potvrdit.
V nasi studijni kohorté jsme neprokazali vyznamny rozdil sérovych koncentraci PAPP-A
mezi nemocnymi s ccCRCC a kontrolni skupinou. Nezjistili jsme korelaci sérovych hladin
PAPP-A se stadiem onemocnéni ani jaderny gradem. Rovnéz dynamika pooperacnich hladin
PAPP-A nepfinesla zadné statisticky vyznamné vysledky a neprokdzali jsem ani zadny vliv
hodnot PAPP-A na pteziti. Na zdklad¢ naSich vysledkll Ize tedy usuzovat, Ze sérova
koncentrace PAPP-A se nezd4 byt vhodnym biomarkerem pro diagnostiku, pooperacni

sledovani, ani hodnoceni progn6zy u nemocnych s ccRCC.

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

s RCC a onkocytomem

Jak jiz bylo uvedeno v pfedchozim textu, tak aktivace IGF-1 signalni drahy je spojena se
zvySenim proliferace, iniciaci maligni transformace, dediferenciaci a inhibici apoptdzy
(Samani AA. et al., 2006; Seccareccia E. et al, 2012; Weroha SJ. et al., 2012). Rovnéz byl
popsan vztah mezi zvySenymi koncentracemi IGF-1, ptipadn¢ nadmérnou expresi IGF-1R a
rizikem rozvoje riznych tumort, véetné RCC (Tao Y. et al., 2007; Roddam AW. et al., 2008;
Belfiore A. and Frasca F., 2008; Key TJ. et al., 2010; Tracz AF. et al., 2016). Zasadnim
krokem v regulaci této signalni drahy je ovlivnéni aktivity volného IGF-1. Biologicka
aktivita IGF-1 je antagonizovana Sesti IGF-1BPs, které se na IGF-1 vaZou s riznou afinitou

a zabranuji tak jeho vazbé na receptor a spusténi bunécné signalizace. Proteaz, jejichz
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substratem jsou IGF-1BPs, je vice, a jednou znich je pravé PAPP-A. Mezi inhibitory
proteazové aktivity PAPP-A se fadi napiiklad stanniocalciny. Stanniocalciny tak nepfimo
ovliviuji biologickou dostupnost IGF-1 a ptredstavuji dalsi iroven regulace jim spousténé
signalni drahy. Vztahem stanniocalcinu-1 k ccRCC se zabyvali kolegové Sobotka et al.
z VSeobecné fakultni nemocnice. Ti zjistili vy$$i koncentraci stanniocalcinu-1 u pacientl
s generalizovanym RCC v porovnani snemocnymi s lokalizovanym onemocnénim.
Soucasné prokazali negativni prognosticky vyznam vysoké koncentrace stanniocalcinu-1 na

RFS (Sobotka R. et al., 2018).

Predpoklada se, ze polymorfismy mohou ovliviiovat transkripci, splicing, transport a
translaci mRNA (Goymer P., 2007). Vyznam polymorfisma genu PAPP-A byl zjistén u fady

onemocnéni a patologickych stavi.

Piedchozi studie hodnotily vybrané SNP genu PAPP-A. U specifickych polymorfismii genu
PAPP-A, 157020782 a rs12375498 byla identifikovan korelace s rizikem opakovanych
potratll, rozvojem gestacniho diabetes mellitus, tvorbou ateromovych plat v karotidach ¢i
rizikem cerebrovaskularnich onemocnéni (Suzuki K. et al., 2006; Wang H. et al., 2012; Zhou
S. et al., 2015; Betkjer JA. et al., 2016). Publikace ¢eskych autord Muravska et al. rovnéz
ukazuje na korelaci polymorfismus rs12375498 s rizikem rozvoje preeklampsie (Muravska
A. et al.,, 2011). Soucasné byl tento polymorfismus identifikovan i jako nezavisly faktor
ovliviiyjici OS u dlouhodobé¢ dialyzovanych pacientii (Kalousova M. et al., 2014). V této
praci autofi souCasné zkoumali vztah vybraného genového polymorfismu k sérovym
koncentracim PAPP-A. Na pomémné velkém soboru jedinct (n = 464, 319 dlouhodobé
dialyzovanych pacientil, kontrolni skupina 145 zdravych dobrovolnik) nebyl prokazan vliv
polymorfismus rs12375498 na sérovou koncentraci PAPP-A (Kalousova M. et al., 2014).
V dalsi studii byla pii 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 publikovdna Zadné prace zabyvajici se polymorfismy genu PAPP-A u RCC.
Cilem nasi experimentalni prace bylo hodnoceni dvou vybranych polymorfismti genu
PAPP-A — C/G SNP (rs13290387) a Cys327Cys SNP (rs12375498) — ve vztahu
k nejcastéjSich histologickym subtyptim RCC a onkocytomu.

Popsali jsme statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci alel a genotypli C/G SNP
(rs13290387) genu PAPP-A mezi pacienty s pIIRCC v porovnani s kontrolni skupinou. U
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nemocnych s pIIRCC jsme popsali vyssi vyskyt mutantni alely G. Déle jsme zjistili vys$si
frekvenci genotypu GG a GG + CG. U dalsich histologickymi subtypti RCC a onkocytomu
jsme nezjistili v porovnani s kontrolni skupinou zadny statisticky vyznamny rozdil ve

frekvenci alel a vybranych genotypt PAPP-A.

U nemocnych s ccRCC, ktery predstavuje nejcastéjsi histologicky typ RCC a shodné byl 1
v na$i studijni kohorté patology popsan nejcastéji (n = 374, 82,4 %), jsme nezjistili Zadny
statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci alel nebo genotypii vybranych polymorfismt genu
PAPP-A. Rovnéz jsme neprokdzali zadny vliv vybranych polymorfismt na preziti. Vysledky
tak naznacuji, ze C/G SNP (rs13290387) ani Cys327Cys SNP (rs12375498) genu PAPP-A

nesouvisi s rizikem vzniku ccRCC.

Nase vysledky genetické analyzy naznacuji moznou souvislost mezi C/G SNP (rs13290387)
genu PAPP-A arizikem rozvoje pIIRCC. Limitaci nasi prace je vSak maly pocet nemocnych
s timto histologickym subtypem RCC (n = 14), kdy navic genotyp CC byl prokazan pouze

u jedné osoby. Ovéfeni na vét§sim souboru je proto velmi zadouci.

5.3. Diskuse — experimentalni prace III: Vyznam sérovych koncentraci PIGF

u nemocnych s ccRCC

Schopnost novotvorby cév, angiogeneze, hraje kliCovou roli v procesu kancerogeneze,
nadorové progresi a schopnosti zakladat vzdalené metastazy. VEGF je povazovan za
nejsiln€j$i ze znamych proangiogennich faktorti, proto byl v minulych desetiletich
intenzivné studovan. PIGF fadime do rodiny ristovych faktori VEGF a jeho zvySena
exprese je spojena piedevSim s patologickou angiogenezi. ZvySené hladiny PIGF byly
popsany u mnoha patologickych stavii, a to vcetné nadorového rastu. Navic, fada
publikovanych védeckych praci prokazala, ze vysSi sérova koncentrace PIGF koreluje
s hor§im biologickym chovanim tumoru a jeho agresivitou. PIGF tak pfedstavuje potencialni
prognosticky biomarker fady nadori — vetné karcinomu prsu, vajecniki, zaludku, jater,
maligniho mesoteliomu pleury, dale kolorektdlniho a nemalobunééného 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; Song
N. etal., 2015; Meng Q. et al., 2018).

Ptesto, ze role PIGF jako potencialniho biomarkeru v diagnostice a hodnoceni progndzy byla

intenzivné zkoumaéna u fady malignit, jeho vyznam u RCC nebyl doposud zcela objasnén.
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Jako prvni se roli PIGF u RCC zabyvali ve své praci autofi Takahashi et al. z Tokijské
univerzity. Na malém souboru pacientli prokazali zvySenou expresi VEGF i PIGF v
hypervaskularizované nadorové tkani. Soucasné¢ zjistili, ze exprese téchto proangiogennich
faktorti v normalni tkani ledviny neni pfitomna. Autoii tak postulovali, Ze oba zkoumané
rustové faktory prispivaji k neovaskularizaci i u RCC (Takahashi A. et al., 1994). Dalsim
védeckym kolektivem zabyvajicim se vyznamem PIGF u RCC byli japonsti autofi
Matsumoto et al., ktefi hodnotili sérové koncentraci PIGF ve wvztahu k zakladnim
anatomickym a histologickym parametrim RCC. Tito autofi ve své praci popsali korelaci
hladin PIGF s T a M stadiem nadoru, jadernym gradem a vaskularizaci tumoru. Soucasné
v multivariantni analyze potvrdili PIGF jako nezavisly prognosticky faktor (Matsumoto K.

et al., 2003).

Cilem nasi prace bylo zhodnoceni sérovych koncentraci PIGF u nemocnych operovanych
pro ccRCC. Nejprve jsme hodnotili potencialni ptinos PIGF v diagnostice ccRCC. Ve shod¢
s pfedchozimi pracemi jsme prokdzali vyznamné vys$$i sérovou koncentraci PIGF u
nemocnych s ccRCC v porovnanim se skupinou zdravych, veékov€ odpovidajicich
dobrovolniki. Jako cut-off hodnotu sérové koncentrace PIGF pro riziko detekce ccRCC jsme
stanovili koncentraci 12,71 pg/ml, ktera dosahovala specificity 84,21 % a senzitivity 61,22
% (p=0,0001). Na podklad¢ nasich vysledki Ize tedy sérovou koncentraci PIGF povazovat
za potencialni biomarker pro detekci ccRCC. OvSsem vzhledem k AUC a dosazenym
citlivostem testu 1ze uvazovat o uziti PIGF spiSe pouze v ramci multi-markerového testu nez

jako samostatného biomarkeru.

V ndmi sledovaném souboru nemocnych s ccRCC jsme neprokézali korelaci sérovych
koncentraci PIGF se stadiem nadoru ¢i jadernym gradem. Presto, Ze jsme pozorovali vyS$si
hodnoty PIGF u nemocnych s tumory vykazujici horsi jaderny grade, rozdily nedosahly
hladiny statistické vyznamnosti (G1-G2 vs. G3-G4; p = 0,07). Divodem mohl byt maly
pocet nemocnych v nasi studii pfi sou€asném vys$im zastoupeni tumort niz§iho stagingu i

gradingu.

V dal$i ¢asti experimentu jsme hodnotili vyznam sérové koncentrace PIGF v predikci
relapsu ccRCC a hodnoceni prognézy u nemocnych s lokalizovanych ccRCC. V krevnich
vzorcich odebranych 3 mésice po operacnim vykonu jsme pozorovali vyS$si koncentrace
PIGF u nemocnych, u nichz nasledn¢ doslo k recidivé onemocnéni (podskupina rccRCC)
v porovnani s nemocnymi bez recidivy (podskupina lccRCC). Tyto rozdily vSak nedosahly
statistické vyznamnosti. Jako cut-off hodnotu pro riziko relapsu jsme stanovili sérovou

71



koncentraci PIGF = 11,41 pg/ml, kterd poskytovala specificitu 62,96 % a senzitivitu 87,5 %
s AUC 0,792. Zajimavé jsou vysledky 3letého CSS naSich pacientl pii pouziti této cut-off
hodnoty. Nemocni s koncentraci PIGF pod touto hodnotou vykazovali CSS vyssi nez 90 %
v porovndni s nemocnymi s koncentraci PIGF pod touto cut-off hodnotou (93 % vs. 61 %).
Na zékladé téchto vysledkli mizeme postulovat, Ze sérova koncentrace PIGF se jevi jako

potencidlni prognosticky biomarker ccRCC.

Hlavni limitaci nasi prace je maly pocet nemocnych v jednotlivych podskupinach. Dalsi
limitaci je skuteCnost, ze jsme soucasn¢ nezkoumali expresi PIGF v nadorové tkéni.
Primarnim cilem nasi prace vSak bylo hodnoceni vyznamu sérovych hladin PIGF. Je zfejmé,
ze ziskani cirkulujicich biomarkeru je pro pacienta zatizeno mensi invazivitou. Navic v
soucasné dobé ma PIGF vyznamné postaveni v ne-onkologickém gynekologickém
screeningu (Casné hodnoceni rizika preeklapsie u té¢hotnych zen), coz vedlo ke zlepSeni
dostupnosti a presnosti tohoto testu. 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 vysledkd je tfeba provést na vétsi skupin€ nemocnych.

72



6. ZAVER

V préaci jsme se zabyvali studiem vybranych s t€hotenstvim asociovanych proteinil a sice
PAPP-A a PIGF jako potencidlnich biomarkeri pouzitelnych v diagnostice a hodnoceni
prognézy nemocnych s RCC. Dale jsme hodnotili vybrané polymorfismy genu PAPP-A ve

vztahu k nejcastéjSim histologickym typiim RCC a onkocytomu.

V prvni ¢asti experimentalni prace jsme hodnotili sérové koncentrace PAPP-A u nemocnych
operovanych pro ccRCC a jejich potencialni pfinos pro diagnostiku a predikci prognozy.
Vysledky nepotvrdily ndmi stanovenou hypotézu. Neprokazali jsme vyznamny rozdil
sérovych koncentraci PAPP-A u pacienti s ccRCC v porovnani s kontrolni skupinou.
Rovnéz jsme nezjistili zavislost sérovych koncentraci PAPP-A na stagingu onemocnéni ani
jaderném gradu. Ani dynamika koncentraci PAPP-A ve vzorcich odebranych s odstupem po
opera¢nim vykonu nebyla vyznamna, nezjistili jsme jeji vliv na pieziti. Na zdklad€ naSich
vysledkti mizeme konstatovat, ze sérova koncentrace PAPP-A se nejevi jako potencidlni

diagnosticky biomarker ccRCC, ani jako prediktor prognézy tohoto onemocnéni.

Ve druh¢ ¢asti prace jsme zkoumali souvislost vybranych polymorfismt genu PAPP-A s
nejcastéjSimi  histologickymi subtypy RCC (ccRCC, pIRCC, pIIRCC a chRCC) a
onkocytomem. Zde jsme zjistili statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci alel a genotypt
C/G SNP (rs13290387) genu PAPP-A mezi pacienty s pIIRCC v porovnani s kontrolni
skupinou. U dalSich histologickych subtyptit RCC ani onkocytomu jsme Zadné vyznamné
rozdily ve frekvenci alel a genotypil v porovnani s kontrolni skupinou nezjistili. Ve skuping
pacientll s ccRCC jsme nezjistili zadny statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci alel ¢i
genotypll vybranych SNP genu PAPP-A v zéavislosti na stadiu onemocnéni ¢i jaderném
gradu a neprokazali jsme ani vliv zkoumanych polymorfismii na pteziti. Nase vysledky
naznacuji moznou souvislost mezi C/G SNP (rs13290387) genu PAPP-A a rizikem rozvoje
pIIRCC. Limitaci prace je vSak maly pocet nemocnych s timto histologickym subtypem,

ovéieni na veétSim souboru je tedy nezbytné.

Vramci tfetiho experimentu jsme zkoumali vyznam sérovych koncentraci PIGF u
nemocnych s ccRCC a opét jsme hodnotili jejich potencidlni piinos v diagnostice,
pooperacnim sledovani a pro hodnoceni prognézy. U nemocnych s ccRCC jsme zjistili
vyznamné vyssi sérové koncentrace PIGF v porovnani s kontrolni skupinou. Vysledky tak

potvrdily nasi hypotézu. Korelaci sérovych hladin PIGF se stagingem onemocnéni a
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jadernym gradem jsme ale nepotvrdili. Pfesto, ze jsme pozorovali vy$si hodnoty PIGF u
nemocnych s tumory vykazujici horsi jaderny grade, rozdily nedosahly statistické hladiny
vyznamnosti, coz ale mohlo byt zpisobeno malym poctem nemocnych ve studii pfi
soucasném vysSim zastoupeni tumorti nizSiho stagingu a gradingu. V pooperacnim
sledovani nemocnych s lokalizovanym ccRCC jsme pozorovali vyssi koncentrace PIGF u
nemocnych, u nichz nasledné doslo k relapsu onemocnéni v porovnani s témi, u nichz relaps
nenastal. Popsané rozdily nicméné nedosahly statistické vyznamnosti. V experimentu jsme
stanovili cut-off hodnotu sérové koncentrace PIGF pro riziko relapsu ccRCC, ktera
korelovala s CSS. Z naSich vysledkl Ize tedy usuzovat, ze PIGF se jevi jako potencidlni
diagnosticky a prognosticky biomarker ccRCC, pficemz je ale nutné ovéfeni vysledkl na

vetsi experimentalni skuping.

Zaverem nasi prace lze uvést, ze PIGF, nikoli v§ak PAPP-A, se jevi jako potencidln¢ vhodny
marker pro diagnostiku a hodnoceni progndzy nemocnych s ccRCC. Pro verifikaci tohoto

zavéru je vSak nutné realizovat studie na vét§im souboru pacientti.
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7.1. SOUHRN

RCC predstavuje 2-3 % viech malignit v dospélosti, incidence v CR se navic fadi k nejvyssim ve
svéteé. Doposud nebyl identifikovan zadny vhodny diagnosticky, ani prognosticky biomarker tohoto
onemocnéni. Prace nabizi uceleny piehled prognostickych faktort RCC a dosud znamych

potencialnich biomarkert.

V experimentalni ¢asti praci jsme hodnotili dva potencialni biomarkery — PAPP-A a PIGF — jejich
vztah k diagnostice a hodnoceni prognézy nemocnych s ccRCC. Dale jsme zkoumali vybrané

polymorfismy genu PAPP-A ve vztahu k nejcastéjsim histologickym typtim RCC a onkocytomu.

PAPP-A je protedza regulujici bunéény rist. Role PAPP-A v procesu kancerogeneze byla potvrzena
u fady nadorti. Hodnotili jsme sérové koncentrace PAPP-A u nemocnych s ccRCC (lokalizovany
ccRCC bez relapsu, lokalizovany ccRCC s néslednych relapsem, primarn€é 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 genotypti zkoumanych polymorfismt 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¢ccRCC bez relapsu,
lokalizovany ccRCC s naslednym relapsem, primarné metastatické onemocnéni). Sérova hladina
PIGF byla vyznamné vyssi u osob s ccRCC v porovnani s kontrolami (p = 0,002). Cut-off hodnota
PIGF pro riziko ccRCC byla stanovena na 12,71 pg/ml (p = 0,0001). Vyznamny
rozdil ptedoperacnich hodnot PIGF jsme zjistili mezi podskupinami lccRCC a mccRCC (p = 0,002).
Mezi dalSimi podskupinami jsme vyznamné rozdily nezjistili, rovnéz jsme nezjistili korelaci se
stagingem ¢i gradingem nadoru. Pooperané jsme pozorovali vyssi 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 recRCC) s PIGF < 11,41 pg/ml bylo tiilet¢ 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 vysledkil na vétsim souboru je nicméné nezbytné.
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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. 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 (lccRCC 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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Diagnostic and prognostic value of placental growth factor serum concentration
in clear cell renal cell carcinoma

Marcela (echova®, Matus Chocholaty®, Marek Babjuk’, Tomas Zima®, Klara Havlova®, Marketa Koldova', Marek Schmid®,
Marta Kalousova®

Background and Aim: Placental Growth Factor (PIGF) plays a crucial role in angiogenesis and was identified as a po-
tential prognostic biomarkerin various types of cancer. Therefore, we evaluated the diagnostic accuracy and prognostic
value of PIGF serum concentration in patients with clear cell renal cell carcinoma (ccRCC),

Patients and Methods: A total of 49 patients subjected to partial or radical nephrectomy for ccRCC [localized without
relapse (lccRCC n=31), localized with later relapse (recRCC; n=8), primary metastatic cancer (macRCC; n=10g median
of follow-up 4.4 years] were enrclled in a prospective study to assess the significance of PIGF serum cancentration.
PIGF was measured prior to surgery and 3 months postoperatively. Our control group consisted of 38 healthy subjects.
Results: PIGF serum concentration was significantly higher in ccRCC compared to controls (P=0.002). The cut-off
value of PIGF concentration for the risk of ccRCC was determined at 12,71 pa/mL (AUC=0.729; P=0.0001 . Prior to sur-
gery, among ccRCC subgroups, significantly higher FIGF concentration was detected in mccRCC compared to lccRCC
{P=0.002). Postoperatively, we observed a tendencyto higher FIGF serum concentration in recROC compared to ledRCC
subgroup, however without significance (P=0.17). The aut-off value for the risk of relapse was 11.41 pg/mL [AUC=0.792;
P=0.0003). In subjects with localized ccRCC with PIGF concentration below 1141 pa/ml 3-years cancer specific survival
was 93% compared to 61% in subject with concentration above the ant-off value (P=0.018).

Conclusion: Based on our findings, PIGF serum concentration seems to be a useful biomarker in diagnostics and
pradiction of prognosis in ccRCC.
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INTRODUCTION

Worldwide, renal cell carcinoma (RCC) is the sixth
most frequently diagnosed cancer in men and eighth in
women, accounting for 5% mspectively 3% of all carcine
mas with the highest incidence in the Western countries’.
In 2018 in Europe new cases of RCC were estimated to
oocur in 136,500 patients resulting in 54, 700 deaths?,

Although most detected RCCs are incidentally di-
agnosed small tumours, locally advanced discase is still
found in a significant proportion of paticnts with up to
one third presenting with distant metastasis at the time of
diaghosis’. Moreover, about 2040, patients experience
recurrence after surgical treatment of localized disease*,
The introduction of targeted agents has considerably im-
proved the prognosis of paticnts with metastatic discase,
yet, median survival is beyond two years®,

Despite improvements in diagnostics and treatment,
RCC still mmains among urological malignancy with the
highest mortality. Although several risk models for predie-
tion of recurrence have been introduced, the individual
course of discases is difficult to predict. Biomartkers can
improve the diagnostics of RCC, and even more can pro-

a7s

vide additional predictive accuracy in identifying patients
with higher risk of recurrence which would enable treat-
ment individualization and improvement of patients”
prognosis. Therefore, investigation of poential biomark-
o5 is needed.

Cancer-iclated angiogenesis is crucial for tumour
growth and progression, and it is regulated by various
tumour cell produced growth factors®. Placental growth
factor (PIGF) belangs to vascular endothelial growth fac-
tor (WEGF) family, which is the most important trigger
of angiogenesis and endothelial cell growth. PIGF stimu
lates angiogenesis specifically targeting VEGF receptor
1 {Flt-1) and co-feceptor neuropilin (NEP1). Originalty
PIGF was described in human placenta and it is highty
expressed throughout pregnancy”. In healthy subjects
PIGF scrum levels ar typically low but increase under
pathological conditions such as ischemia, inflammation
or tumour growth®®, Oherexpression of PIGF has been
described in several types of carcinomas Furthermore,
PIGF was identified as a potential prognostic biomarker
of cancer progicssion as its higher expression correlates
with advanced tmour stage, hypervascularity, presenee of
metastasis and shorter patient survival", However, there
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is only a limited number of studies assessing the role and
significance of PIGF in RCC (ref. 417),

The present study aitmed to evaluate PIGF semum con-
centration in patients suffering from clear cell renal cell
careinoma (ecRCC), and furthermore, to explore its di-
agnostic accuracy and prognostic value.

PATIENTS AND METHODS

Subjects

Into this prospective study we included 49 individuals
(30 men, 19 women, mean age 62.9£10.6 years) who weie
srhjected to radical or partial nephrectomy due to ceRCC
from June 2011 to June 2013, In all resccted tumour speck
mens negative surgical margins were described. For fur-
ther comparison e RCC subjects were classified in three
syhgroups: mibjects with localized ccRCC without forther
melapse (lceROCC, n=31), subjects with localized ccRCC
with relapse 6 to 18 months following surgical treatment
(recRCC, 1=8) and subjects with primary metastatic
carcinoma (mecRCC, = 10). The staging of ccRCC was
performed following the 2009 TNM classification system,
Fuhrman Muclear Grading System was used for eval-
ation of the tumour grade. Surveillance after partial or
radical nephrectomy was performed in adherenee to the
EAU Guidelines for Benal Cell Carcinomal®. Median of
follow-up of our stady group was 4.4 years, During the fol
low-up relapse occurred in 8 subjects (rec RCOC saybgroup)
and 17 mibjects died. Table 1 describes demographic and
clinicopathological parameters of ceRCC cascs.

Thirty<ight matched for age and s=x healthy subjects
with no history of any malignant disease forimed the con-
trol group. In all, basic ure-oneological sereening includ-
ing ultrasound, urine cytology and measurement of PSA
levels in men was performed.

The study was conducted in adherence to cthical
guidelines and approved by the institutional feview board
and ethics committes. A written informed consent was
obtained from all participants prior to entering the study.

Tahle 1. Paramaters of ccROC patiants.

Number of patients { men woman) 49 (304 19
Aga (years) GL9:]0.6
Stags
I 23 (46.0%)
o 1(2%)
il 15 (30.6%)
N 10 (20.4%)
Grada
Gl 10 (20.4%)
G2 31 (63.3%)
G3 5(10.2%)
G4 3(6.1%)

ecBICC: cleat vell tenal cell carcinioma

Blood samples

In all individuals PIGF serum conecntration was mea
surcd prior to surgical treatment. 3 months postopera-
tively blood samples were collected from patients with
localized disease (1ecRCC and recRCC subgroups ). Blood
samples wers obtained after overnight fast by puncture wig
cubital wein, at the same time with blood collection for
routine control examinations For PIGF analysis blood
was centrifuged for 10 min at 3000 rpm and srum was
stored at -80 *C until analysis,

Biomarker analysis

PIGF serum concentration was assessed with the
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using
standard kits (R&D Systems, Minncapolis, MN, USA)
following the manufacturers’ instructions. Results are ex-
pressed in picograms per millilitee (pg/mL ).

Statistical analysis

Data are prsented as the means + standard devia-
tion (8D for continuous variables and percentages for
categorical variables. For continuous variables the dif-
ference between subgroups was analysed by one-way
ANOVA or MannW hitney U test, as appropriate. The
repeated measures ANOVA test was used for the analysis
of continuous variables over time. The Beceiver Operating
Characteristics (ROC) curves were created and relative
potential of PIGF to identify ccRCC was specified with
calculation of area under the ROC curve (AUC). Kaplan-
Meier method was used for survival analysis and long-
rank test was performed to compare survival between
subgroups. Univariate Cox proportional hazards regics
sion analyses were applied for asse ssment of PIGF serum
concentration as a poential predictor of caneer specific
and overall survival. Statistical significance was set at
P<0.05. Data analyses were cartied out using MedCale
for Windows, version 13.0 (MedCale Software, Osend,
Belgium).

RESULTS

Diagnostic accuracy of PIGF in ¢cRCC

PIGF serum concentration in ccRCC subjects
(16.1£10.5 pg/mL) was significantly higher compared
to healthy controls (10.5+2.4 pgfmL) (P=0.002). The
cut-off value of PIGF serum concentration for the risk
of ceRCC was determined at 12.7] pg/mlL with AUC
0.729, providing the specificity of 84.21% and snsitivity
of 61.22% (P=0.0001) (Fig 1). Prior to surgical ticatment,
a significant difference in PIGF serum coneentration was
found betwesn lecROC (13.145.] pg/mL) and mecRCC
(25.8+18.1 pg/mL) subgroups (P=0.002). However, we
found no statistically significant differcnec between re-
cRCC (15.926.9 pg/mL) and 1ccRCC of mecRCC sub-
groups, tespectively. PIGF serum concentration was not
found to correlate with tumour stage (T1-T2 vs T3-T4,
P=0.78) or Fuhrman's grade (G 1-G2 vs G3-G4, P=0.07).
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Fig. 1. Cut-off valye of PIGF serum concentration for the risk
of coRiCC.

Cut-off valye of PIGF serum concentration for the risk of
cchOC > 1271 pgfmL (ATIC 0.729, specificity 84.21%, sansi-
tivity 61.22%, P-0L0001 )

PIGF: placental growth factor, cRCC: elear cell enal cell car
cinoma, ALC: area under the curve

3 months after surgery
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Fig. 2. Cut-off value of PIGF serum concentration for the risk
of ceRCC reourmenoa.

Cut-off valye of PIGF gerum concentration for the risk of
ccRCC meurmence > 1141 pgimL (AUC 0.792, specificity
G2.06%, sanaltivity 87.5%, P=0.0003).

PFLGF: placental growth factor, ecROC: clear cell mnal call car
cinoma, AUC: area under the curve
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Fig. 3. KaplanMaler curves of 3years canoer specific syrvival
(CSS).

Eaplan-Maier curves of 3years cancer specific survival (CE8).
Upper line - patients with PIGF sarum concentration <1 L41
paimL 3years CEE 03%, lower line - patients with PIGF sarmm
concentration > | L.41 pgiml 3years CEE 61%.

PIGF: placental growth factor C88: cancer specific survival

Prognostic value of PIGF in ccRCC

Three months postoperatively, higher PIGF serum
concentration in recRCC ( 14.8742.96 pg/mL) compared
to lecRCC (12.1£5.4 pg/mL) subgroup was found, but the
difference was not statistically sighificant (P=0.17 ). Table
2 depicts all PIGF serum concentrations.

However, the cut-off value for the risk of relapse
was determined at 1141 pg/mL with AUC 0.792, pro-
viding the specificity of 62.96% and sensitivity of 87.5%
(P=0.0003) (Fig 2).

3arears cancer specific survival in localized ccRCC
subjects (leeROCC and recRCC subgronp) with PIGF se-
rum coneentration below the cut-off (<11.41 pg/mL)was
93% compared to 61% in subjects with PIGF srum cone
centration abowe the established cut-off for the risk of re-
lapee (> 1141 pg/mL) (HE 7.9967, CI L9938 to 320733,
P=0.018) (Fig 3).

DISCUSSION

Angiogenesis iz essential for tumour growth and is
assumed to be a key factor of caneer progiession and
development of metastasis®. Among various anglogenic
factors VEGF is the most powerful and has been exten-
sively studied over the last years. PIGF is a member of
VEGF family and its overexpression is associated predom-
inantly with pathological angiogenesis. Inereased PIGF
concentrations have been described in several conditions
including carcinogene sis. Additionally, several studics im-
ply that higher circulating levels of PIGF correlate with
cancer aggre ssiveness. Therefore, PIGF was identified to
be a prognostic marker of cancer progression of many
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Table 2. PIGF mrmm concentrations

FIGF [pg/mL) ccROC Contrals P
Proparative 161105 10,5424 P02
Subgroups of ccROC
lechOC ecRCC mecROC
Pmoperative 13151 15.946.9 258181 e lecRCC v8 mecRCC P-Qui02*
3 months after surgery 121454 14.87+2.96 _— — P=0. 17

*Preoperatively, PPOF senam conoentration sighificantly kigher in mecROC compared to lecROC (P=0000 21 Mo statistically sigrificant differenoe

betweat locFCC ve £ocROC and tecROC ve mecROC.

PLOF: placental growth facton, ccROC: clear cell tenal cell carcinomma, lecRCC: localived ccROC without further pelapse, pocROC: localived

oD with laer relapse, mecRCC: metastatic ceRCC.

tumours including breast, ovarian, gastric, colorectal,
hepatocellular, lung carcinoma or malignant pleural me-
sothelipma*#152,

Although the role of PIGF in diagnostics and estima-
tion of proghosis has been studied in various tumours,
little in known regarding this anglogenic factor in RCC.
Sinee, hypervascularization is a common feature among
various solid tumours as well as RCC, production of
angiogenic factors in kidney cancer cells have besn pre-
sumed. Takahashi et al. (ref.") as first proved elevated
expression of VEGF and PIGF in hypervascular RCC tis-
sue with no detection of PIGF in normal kidney tissue.
Matsumoto et al. (ref.” ) analysed PIGF serum levels and
its correlation with clinical fatures of ROC and described
association between PIGF concentration and histologi-
cal grade and tamour vascularity. Furthermore, proposed
a prognostic significance of PIGF in RCC.

The aim of the present study was to explore the sig-
nificance of PIGF serum concentration in patients with
ceRCC, the predominant histological subtype of RCC. In
the first place, we evaluated the diagnostic significance of
PIGF serum concentration. Consistent with previous stud-
les we confirmed significantly higher PIGF serum concen:
tration in ceRCC patients compared to healthy controls
The cut-off vatue for PIGF serum concentration for the
risk of ceROC was established at 12.71 pg/ml, reaching
the specificity of 84.21% and sensitivity of 61.22% with
AUC 0.729. Based on our results, PIGF serum concen-
tration can be considered as a diagnostic biomarker for
detection of ceRCC. However, with respect to AUC most
probably as a component of multi-marker diagnostic test
rather than a single-marker test,

In our study group PIGF serum concentration was
not found to correlate with tumour stage and Fuhrman s
grade. Although, a trend towards higher PIGF serum con-
centration was obserwed in «cRCC with moix aggressive
grads, the results were not significant (G1-G2 vs G34G4,
P=0.07). This could be explained by the small number
of patients and a higher proportion of lower stage and
grade tumours.

Secondly, we asscssed the potential value of PIGF
seum concentration in prediction of relapse and prog-
nosis in patients with localized disease. Postoperatively,
we observed a tendency to higher PIGF serum concentra-
tion in recRCC compared to 1ecRCC. The cut-off value
of PIGF scrum concentration for the risk of rlapse was
determined at 1141 pg/mL and provided the specificity of

62.96% and ensitivity of 87.5% with AUC 0792, 3-years
cancer specific survival in patients with localized discase
with PIGF scrum concentration below this eut-off was
93% compared to only to 61% with concentration above
the cut-off. According to these findings, we presume PIGE
serum concentration can be useful in identifying patients
with higher risk of reurrence. Even moie, PIGF serum
concentration can be considered as a potential prognostic
biomarker in ecRCC.

Based on previously published studies we assumed
higher PFIGF serum concentrations in ceRCC patients
compaied to healthy individuals. S4ll, the primary goal
of our study was to asscss whether higher serum con-
centrations are of clinical importanece in diagnosis and
estimation of prognosis in ecRCC. Therefore, we did not
examine expression of PIGF in tumour tissue. Main limit
of our study was a small number of paticnts in cach sub-
group, PIGF was shown to have a significant position in
gynascological non-oncological testing (sardy evaluation
of the risk of pre<clampsia in pregnant women), resulting
in broadening and availability of diagnostic technologies
of the marker. Combined with the fact, that ccRCC docs
not hawe a snitable biomarket, PIGF could, based on our
results, show to be a promising one. Though, further stud-
ies on larger patient cohorts are necessary to confirm this
premise.

CONCLUSION

We can conclude that PIGF can be a useful biomarker
in diagnostics and prediction of prognosis in subjects with
eeRCC. Our results show higher PIGF setum coneentra-
tion in ceROC patients compared to healthy controls with
the cut-off valne for the risk of ceRCOC at 12,71 pgfmL.
Concomitantly PIGF szcms to be a predictor of mlapse
and prognosis in patients with localized discas with the
cut-off value at 1L4] pg/mL. In these patients with PIGF
setum level below the cut-off, 3years cancer specific sur
vival was 93% in comparison to 61% for those with level
above the ent-off.
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The Significance of Pregnancy-associated Plasma Protein a
Serum Concentration in Clear Cell Renal Cell Carcinoma

MARCELA CECHOVA!, MATUS CHOCHOLATY !, TOMAS ZIMA®,
MAREK BABIUK! and MARTA KALOUSOVAZ

JLJe.r:a1"1‘:‘?1‘:4':1‘ af Uralagy, University Hospital Motal, 2nd Faculty of Medicine,
Charies University, Prague, Czech Republic;
“Institure of Medical Biochemistry and Laborarory Diagnostics,
General University Hospital and Ist Faculty of Medicine, Charies University, Prague, Czech Republic

Abstract. Background/Aim: Profeinase  pregnancy-  which is diagnosed in more than 80% of patients. The exact

asgociated plasma profein A (PAPP-A) modid ares the call
growth and carcinrogenesiz process. Iis mole in dear cefl renal
cefl carciroma {ecRCC) remains wnclear. This study aimed 1o
evaluare the significance of PAPP-A serum concentration in
diagnosis, follow-up and progrosis of ccRCC parients.
Marerials and Methods: In a prospective study including 121
patients who wnderwent radical or partial nephrectomy for
coeRCC [localized ceROC withowt relapse (n=80), localized
coRCC with later relapse (R=26 ), primary merasiaric oncer
(r=13)] PAPP-A serwm concenfrafion was assessed
preaperarively and in certain sub groups also postoperatvely.
Results: PAPP-A sernm concentration showed no staristically
significant difference berween coRCOC and conrrols and
among c«oRCC subgroups, respectively. Disease stage and
Fulrmans grade were not shown fo affecr PAPP-A
concentration. The dwmamics of postoperarive PAPP-A
concentrations did not reveal any significance and PAPP-A
was rar @ progrostic factor for cancer relared or overall
survival. Conciusion: PAPP-A serum concentration does not
seem to be a wsefid biomarker in ccRCC.

Renal cell carcinoma (ROC) accounts for 2-3% of all adult
malignancies presenting the highest incidence in the Westem
waorld {1). Incidence of ROC has been continuouwsly
increasing over the last yeams. Clear cell ROC {ccROC)
represents ithe most ]:n'c'-'a'll:m histn'pah:ﬂogica'l su'bt_\rpl:,

Correspendence v Prof. Marta Kakasovi, MD, PhD., [ngilue of
Madical Hiochemistry amd Labosatory Dnagneostics, General
University Hospital and 12 Facully of Medicine, Charles Universily,
Prague, 12808 Prague 2,1 Nemocnice 2, Ceech Republic. Tel: +4200
224964212, e-mail: manakalousovai i cunicx

Key Waords: Pregnancy-asocisled plasms prokin A, PAPP-A, clesr
eall renal cell carcinoms, dizgnois, prognosis.

process of the formation and progression of ccRCC in not
known. There are no recommended genetic or binchemical
markers for diagnosis and prediction of relapse before
surgical removal of the tumour or during follow-up.

Despite advances in diagnosis, especially in imaging
technigues and higher rates of incidentally diagnosed
tumours with imaging for unrelated complaints, still. in up
o 3% of pﬂtimt's,dis.t.lm‘t metastases ane present at ithe time
of initial diagnosis (2, 3). Furthermone, ecurmenos oocurs in
20-30% patients with an initially localized disease during the
follow-up (4). RCC is potentially curative with surgery and
it is generally resistant to chemotherapy and radiotherapy.
Diespite progress in targeted therapy, prognosis of metastatic
ROC remains poor with median survival less than one year
{3). Therefore. detection of a biomarker suitable for carly
diagnosis and, even maore, for accurate determination of the
risk of relapse afier partial or mdical nephrectomy is of great
impaorance.

Pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A), also
referred to as pappalysine-1 is a proteolytic enzyme that
belongs to the zinc metallopmiteinase superfamily. PAFP-A
increases binavailability of insulin like growth factor 1 (IGF-
1} for receptor activation wa proteclysis of inhibitory IGF
binding proteins (IGFBPs), in particular [GFBP-4. Targeting
IGF-1 recepior (HGF- IR) IGF-1 affects proteosynthesis {5).
PAFPP-A is expressed predominantly during pregnancy in
placental syncythistrophoblast and is required for normal
foctal development and growth. Rowtinely, measurement of
serum concentration of PAPP-A applies as a screening
method for Down syndmome in the first trimester of
gestation .

However, despite during pregnancy, PAPP-A is also
expressed by multiple tissues and has an important role in
processes like wound healing, vascular repair or bone
remodelling. The involvement of the proteolytic effect of
PAPP-A in the process of carcinogenesis is highly suggested
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and has been extensively studied in the past years. So far,
increased serum concentration of PAPP-A has heen
described in lung and ovarian cancer and even more,
ovemxpression of PAPP-A has been shown to promote
cancer growth and increase cancer aggressiveness in hreast
and ovarian cancer {6-9).

The role of PAPP-A in RCC remains unclear. The present
study aimed to assess PAPP-A serum concentration in
subjects suffering from ccRCOC and to evaluate its
significance in diagnosis, follow-up and assessment of
prognosis, which has not been evaleated yet.

Materials and Methods

Characteristics of study population. In our @udy we enrolled 121
patients (T8 men, 43 women, mean age 63 41052 years) thal wen
subjected 1o radical or partial nephrectomy due o ccROC Trom July
20M1 o August 2015, Negative swgical marging
hstopathokgical gpecmens of resded wmours were deseribed m
all individuals. RO patients were claifiad inko three subgroups:
subjects with bealiwed ocROC without relapse (leeROC, n=80),
subjects with localized ccRCC with later relapse (recROC, n=26)
and subjects with primary metsatc cancer (mecRCC, n=15).
Sizging was performed scoonding 1o the 2009 THM classifestion
syslem and Fuhmman elsafication was used 1o define the nuckar
grade. Surveillance Tollowing surgical restment was performed
ascconding o the EAL Guidelines for Renal Cell Cancinoma (10).
Median follow-up was 4.6 years. The parameters of the subjecs
with ecROC are shown in Table L

PAPP-A serum concenlralion was fsessad m &l mdividusk
preoperatively and in locROC (n=23 patens) and rocROC (n=14
pratients) subgroups 3 weels and 3 months postoperatively,

The contral group comnsidead of 69 healthy subjects (35 men, 34
wionren, mean age 5813347 years), who underwent basic ung-
ononlogical soreening including ulirasound, urine cylology and
measurement of PSA levels m men. Mone of them had a hiswory of
any omoilogical duease.

The present study was performed in adherence 1o the principles

ataled in the Hekinki Declarstion snd approved by the institional
review boand and ethic: commilles, Prior 1o enlering Lhe swdy, all
panticipants gave their miormed consent.
PAPP-A serum concenlralion was assessd by TRACE (Time
Resolved Amplified Cryptate Emssion) using standard kit and
Kryplor amalyzer (Brahms GmbH, Thermo Fiher Scientifac,
Henningsdor!, Germany ). Resulls ane expressed in mIUA. One 1L/
15 equivalent o 4500 ngfml (11).

m

Srativtical analysis, All dat are expressad & the meansstandand
devigtion {50) for continuous variables and percenmges for
calegorical variables. For continuous varables, the dillersnce
batveen wo groups wat analyiad by the Mann-Whitnay U-ed or
one-way ANOVA 1=, & approgriste. For the analyss ol continuous
varighles over tme, the repeated measunes ANOVA Bd was used.
Survival analysis was perfonned wsing the Kaplan-Meier method.
Tor compare survival between palient groups o subgroups the k-
rank lest was applied. Univariste Cox propomtional hazsrds
regression analyses were usad 1o evaluste PAPP-A & & polental
prediclor of overall (O8) and cancer speaific survival (C55). AL
pelb results were comidersd stmistically sigmificant. All
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Tahle I. Clinical parameters af ceRCOC cases

Mumher of patiems {men'women ) 121 (T843)
Age (years) §34£1052
Stage
T T8 (4 A%
n 4{3.3%)
i 24 {19.8%)
™ 15 {12 A%)
Grade
1 36 (2 AT
2 59 (48 %)
3 18 (14 9%)
4 B {6.6%)
Tahle IT. PAPP-A serum concentradons
PAPP.A serum ROC patients Contrals
comcemiration
{mIT¥Ty B.T4435 R242 3
lecRCC rocROC mocROC
Precperative 87637 872431 B34
3 weeks after surgery QNE+L3 5  RIT432
3 mamths after surgery . 95938 9535251

Resulis are not statistically significant,

Aatistical analyses were performed wsing MedCale (version 13,
Oktend. Belgium).

Results

Owr resulis did not show any statistically significant diffierenoe
in PAPP-A serum concentration botween subjects with ccROCC
(8.74x3.5 mIUA) and control group (8.24+2.3 mIU/), p=0.24.
In addition. mo statistically significamt difference among
lecRCOC (8 76237 mIU/T). recROC (8.72+3.1 mIU/T) and
mecROC (8723 4 mIU/) subgroups was found (p=0.99).
Funthermaore, no statistically significant difference in PAPP-A
serum concentration was observed even after subdivision of
suhjects hased on tumour stage and Fuhmean's gade (p=0.76,
p=061). The dynamics of PAPP-A concentrations at 3 weeks
and 3 months postoperatively did not reveal any significant
difference in leeROC (90823 5 ws 93953 § mIUV, p=1.00)
ar recROC (E27+32 1w 9333 1 mIl/1, p=043) subgroups_
PAPP-A serum concentrations are depicted in Table II.

The median value of PAPP-A serum concentration was
used in the survival analysis. Preoperatively, the median was
£.2 mIlV] and 3 months after the surgery was 9.2 mIUJ.
Properative and 3 months after surgery PAPP-A serum
concentration was not a prognostic factor for CS5 or 05
(Tahle II).
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subdivision of ccROC subjects (lee ROC, recROC and mecRCC)
did mot reach statiztical significance. In add ition, no statistically
significant difference in PAPP-A serum concentration was
found even afier subdivision of subjects based on tumour stage
and Fuhmman's grade. The dynamics of PAPP-A postoperative
concentrations didn”t reveal any significance and no impact on
cancer relaed or overall survival was observed.

Based on the curment results, PAPP-A serum concentration
does not seem to be a wseful biomarker for diagnosis, follow-
up ar prediction of prognosis in subjects suffering from ccROC.
Themrefore, further rescarch must be done to identify a suitable
higmarker for ccROC. An abundance of potential biomarkers
can be found in the Hterature, yet none has been intmduced into
routine practice. Until now, no suitsble biomarker has been
found for the early diagnosis and follow-up of ROC that would
have a potential of commercial development and extensive wse;
thiz remeaine the task of further swedies.

In conclusion, the significance of PAPP-A  serum
concentration was evaluated in patients with ccRCC.
Although, the mle of PAPP-A in carcinogenesis of vanous
tumours has been examined, to the best of our knowledge,
our current waork assesses for the first time the azsociation
between PAPP-A serum concentration and ocROC. Although
PAPP-A appears to be a promising marker for many tumours ,
our results did not show any significance of PAPP-A serum
concentration in subjects with ccROC in comparizon to the
control growp. In addition, the dynamics of postoperative
PAPP-A  =erum concentration zhowed no  statistical
significance. Therefore, PAPP-A does not seem to be a wseful
bipmarker for diagnosizs, follow-up and prediction of
prognosis in subjects suffering from ccROC.
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