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Role s těhotenstvím asociovaných proteinů a dalších biochemických 

markerů v diagnostice a sledování nádorů ledvin 

 

Abstrakt 

Práce se zabývá rolí vybraných s těhotenstvím asociovaných proteinů, 

s těhotenstvím asociovaného plazmatického proteinu A (PAPP-A) a placentálního 

růstového faktoru (PlGF), ve vztahu k renálnímu karcinomu (RCC) a možnosti 

jejich použití jako biomarkerů tohoto onemocnění. Teoretická část práce shrnuje 

zásadní poznatky o RCC se zaměřením na prognostické faktory této malignity a 

poskytuje ucelený přehled známých potenciálních biomarkerů. V experimentální 

části práce byly hodnoceny sérové koncentrace PAPP-A a PlGF u pacientů 

operovaných pro světlobuněčný RCC a jejich potenciální přínos v diagnostice a 

hodnocení prognózy nemocných s tímto nejčastějším histologickým subtypem 

RCC. Dále byl zkoumán vztah jednonukleotidových polymorfismů genu PAPP-A 

[C/G SNP (rs13290387) a Cys327Cys SNP (rs12375498)] k nejčastějším 

histologickým subtypům RCC (světlobuněčný, papilární typ I a II, chromofóbní) a 

onkocytomu. Na základě našich výsledků se PAPP-A nezdá být vhodným markerem 

pro diagnostiku ani hodnocení prognózy nemocných s ccRCC, ovšem PlGF se jeví 

jako potenciální diagnostický a prognostický marker tohoto onemocnění. 

Genetickou analýzou jsme zjistili u nemocných s papilárním RCC typ II v porovnání 

s kontrolami vyšší výskyt mutantní alely G C/G SNP genu PAPP-A, výsledky tak 

ukazují na možnou souvislost mezi zkoumaným polymorfismem a rizikem vzniku 

tohoto histologického subtypu RCC.  

Klíčová slova 

Biomarker, PAPP-A, placentální růstový faktor, PlGF, polymorfismus PAPP-A, 

prognóza, renální karcinom, s těhotenstvím asociovaný plazmatický protein A, 

světlobuněčný renální karcinom 
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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 (PlGF), 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 

PlGF 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, PlGF 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, PlGF, pregnancy associated plasma protein A, prognosis, 

renal cell carcinoma
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1. ÚVOD 

1.1. Renální karcinom 

Renální karcinom (RCC) představuje téměř 3 % všech solidních nádorových 

onemocnění v dospělosti (Siegel RL. et al., 2020). Incidence RCC v České republice 

se dlouhodobě řadí k nejvyšším ve světě (Dušek L. et al., data aktuální k roku 2018).  

RCC vychází z kůry ledvin a histologicky se jedná o heterogenní skupinu tumorů. 

Převládajícím typem, který prokazujeme až v 80 % případů, je světlobuněčný RCC 

(ccRCC). Méně časté histologické varianty jsou papilární karcinom (pRCC) (12 % 

případů), chromofóbní karcinom (chRCC) (5 % případů) a další vzácnější subtypy 

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

RCC je jedním z nejmalignějších nádorů urogenitálního traktu a jeho průběh je 

obtížně predikovatelný. Toto onemocnění probíhá ve většině případů až do pozdních 

stádií zcela asymptomaticky, což znesnadňuje jeho odhalení. V současnosti je RCC 

asi v 65 % případů zachycen jako náhodný nález na zobrazovacích vyšetřeních 

provedených pro jiné obtíže pacienta (Siegel RL. et al., 2020). Ovšem i přes 

narůstající podíl incidentálních tumorů bývá RCC až u jedné třetiny nemocných 

diagnostikován jako pokročilé onemocnění (Ljungberg B. et al., 2022). U více než 

15 % nemocných jsou v době diagnózy přítomné metastázy (Siegel RL. et al., 2020).  

V léčbě lokalizovaného RCC je zásadní časné stanovení diagnózy a kompletní 

chirurgické odstranění tumoru. Chirurgický výkon je jedinou kurativní léčbu této 

malignity. U stádia T1 upřednostňujeme resekční výkon, který poskytuje excelentní 

funkční i onkologické výsledky. Nefrektomie představuje vhodný operační výkon u 

vyšších stádií RCC. S recidivou se ale setkáváme u 20-40 % nemocných po kurativní 

chirurgické léčbě původně lokalizovaného onemocnění (Speed JM. et al., 2017). 

V léčbě metastatického onemocnění je vždy ke zvážení metastazektomie, která 

může být kurativní. Chemoterapie, radioterapie ani hormonální léčba nejsou u RCC 

účinné. Základem systémové léčby nemocných s metastatickým ccRCC je 
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v současné době imunoterapie. Cílená léčba kinázovými inhibitory nebo 

monoklonálními protilátkami prodlužuje přežití, zlepšuje symptomy nemoci, přesto 

však není kurativní. Pokroky v systémové léčbě přispěly ke zlepšení prognózy, u 

části nemocných k významně dlouhodobé remisi onemocnění, bohužel ale i nadále 

nejsou u non-respondérů dostačující (Ljungberg B. et al., 2022).   

Celkové 5leté přežití (over-all survival, OS) činí u RCC 49 % (Ljungberg B. et al., 

2022). Včasné stanovení diagnózy a přesnější predikce individuálního průběhu 

onemocnění s identifikací nemocných s vysokým rizikem recidivy mohou pomoct 

ke snížení mortality RCC. Postupně byla popsána celá řada prognostických faktorů 

tohoto onemocnění. Nejdůležitějšími i nadále zůstávají staging onemocnění (dle 

klasifikace TNM) a jaderný grade. Aktuálně je k dispozici řada multivariantních 

prognostických modelů, které poskytují lepší predikci průběhu onemocnění než 

samotné anatomické a histologické prognostické faktory. Základem těchto modelů 

je staging onemocnění a histologické charakteristiky tumoru (především jaderný 

grade, případně přítomnosti intratumorální nekrózy) v kombinaci s běžně 

dostupnými laboratorními a klinickými parametry. Souběžně v posledních 

desetiletích probíhá snaha o identifikaci dalších potenciálních biomarkerů, které by 

mohly vést ke zpřesnění těchto prognostických modelů či pomoci v diagnostice. 

Jako potenciální biomarkery RCC jsou nejčastěji uváděny karboanhydráza IX, 

VEGF (vascular endothelial growth factor), HIF (hypoxia inducible factor), PTEN 

(phosphatase and tensin homolog), Ki67, p53, p21, E-kadherin, osteopontin a další 

cytokiny, růstové faktory a proteiny regulující buněčný cyklus. Nekódující RNA 

představuje novou, zajímavou skupinu možných biomarkerů. Souběžně probíhá 

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

Studium biomarkerů má zásadní význam. Dosavadní výzkum v této oblasti přinesl 

zlepšení porozumění procesu kancerogeneze, nejen u RCC, a současně pomohl 

identifikovat cílová místa pro systémovou léčbu. Nevedl však k identifikaci 

biomarkeru vhodného pro časnou diagnostiku RCC. Většinu biomarkerů lze použít 
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spíše k predikci prognózy. Přidání některých biomarkerů vedlo ke zlepšení přesnosti 

prognostických modelů, ale validační studie chybí. Užití žádného biomarkeru 

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

 

1.2. S těhotenstvím asociované proteiny ve vztahu k RCC 

Pro fyziologický růst a vývoj plodu je zásadní vytvoření dobře fungující 

fetoplacentární jednotky. Již v časné fázi embryonálního vývoje placenta produkuje 

celou řadu proteinů, které lze zjistit v krvi matky. Významné proteiny, které se 

v současné době využívají při vyšetření v graviditě jsou s těhotenstvím asociovaný 

plazmatický protein A (pregnancy-associated plasma protein A, PAPP-A) a 

placentární růstový faktor (placental growth factor, PlGF). Oba tyto proteiny byly 

původně popsány u gravidních žen a přestavují významné regulátory růstu a 

proliferace, uplatňující se zejména při angiogenezi v embryonálním vývoji (Boldt 

HB. et Conover CA., 2007). Stanovení hladiny PAPP-A se běžně používá v rámci 

primotrimestrálního screeningu chromozomálních vad plodu, PlGF se užívá 

k časnému stanovení rizika rozvoje preeklampsie.  

K expresi těchto proteinů dochází i mimo graviditu, kdy se podílí na reparaci a 

regeneraci tkání. Ovšem hrají roli také v patologických stavech, jakým je i proces 

kancerogeneze (Autiero M. et al., 2003; Parr C. et al., 2005; Alexiadis M. et al, 2006; 

Bulut I. et al., 2009). Studium vybraných s těhotenstvím asociovaných proteinů ve 

vztahu k RCC bylo předmětem experimentální části disertační práce. 

 

1.2.1. S těhotenstvím asociovaný plazmatický protein A (PAPP-A)  

PAPP-A je enzym ze skupiny zinkových metaloproteáz. PAPP-A aktivuje signální 

dráhu IGF-1 (insuline like growth factor), která se fyziologicky podílí na regulaci 

růstu, metabolismu, přežívání a diferenciaci buněk. Hlavním substrátem PAPP-A 

jsou vazebné proteiny na IGF. Proteolýzou těchto inhibičních proteinů PAPP-A 
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zvyšuje dostupnost IGF-1, který se váže na IGF-1 receptor (IGF-1R) (Boldt HB. et 

Conover CA., 2007). 

PAPP-A je exprimován především v průběhu gravidity v placentárním 

syncitiotrofoblastu a je nezbytný pro normální fetální růst a vývoj (Boldt HB. et 

Conover CA., 2007). Mimo těhotenství se PAPP-A podílí na procesu hojení, 

revaskularizace či kostní remodelace. Současně však PAPP-A hraje roli v řadě 

patologických procesů, jako ateroskleróza či ruptura ateromového plátu. Sérová 

koncentrace PAPP-A byla identifikována jako možný biomarker akutních 

koronárních syndromů (von Haehling S. et al., 2013).  

Role PAPP-A v procesu kancerogeneze byla intenzivně studována. U řady neoplázií, 

včetně karcinomu plic, prsu, vaječníků či Ewingova sarkomu byla popsána zvýšená 

sérová koncentrace PAPP-A. Navíc bylo zjištěno, že nadměrná exprese PAPP-A 

v nádorové tkáni podporuje růst nádoru a koreluje tak s jeho vyšší agresivitou a horší 

prognózou nemocných (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 není známo mnoho informací, role IGF-1 i 

nadměrná exprese IGF-1R byla nicméně v procesu kancerogeneze RCC opakovaně 

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

 

1.2.1.1. Polymorfismus genu PAPP-A 

Gen kódující PAPP-A je lokalizován na 9q33.1 (Silahtaroglu AN et al., 1993). 

Doposud bylo identifikováno několik tisíc polymorfismů v různých oblastech tohoto 

genu (NCBI, 2022).  

Genetický polymorfismus je definován jako existence více než jedné alely v tomtéž 

lokusu alespoň u 1 % sledované populace. Nejjednodušším je jednonukleotidový 

polymorfismus (single nucleotid polymorphism, SNP). Synonymní polymorfismy 

nemají vliv na kódovanou aminokyselinu, v případě záměny aminokyseliny se jedná 
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o nesynonymní polymorfismus. Polymorfismus v nekódující oblasti genu může 

ovlivňovat například mRNA splicing či vazbu transkripčních faktorů. SNP je 

podkladem téměř 90 % všech genetických mutací u lidí (Brookes AJ., 1999). 

Doposud bylo publikováno málo prací, které se polymorfismem genu PAPP-A 

zabývají. V roce 2006 vyšla studie popisující korelaci polymorfismu Ser1224Tyr 

(rs7020782) s opakovanými potraty (Suzuki K. et al., 2006). O rok později byla alela 

C SNP C/G (rs13290387) definována jako nezávislý rizikový faktor akutního 

infarktu myokardu (Park S. et al., 2007). Spojitost TT genotypu SNP Cys327Cys 

(rs12375498) s rizikem preeklampsie byla prokázána českými vědci (Muravská A. 

et al., 2011). Shodný SNP Cys327Cys (rs12375498) byl identifikován i jako faktor 

ovlivňující OS u dlouhodobě dialyzovaných (Kalousová M. et al., 2014).  

Genovým polymorfismem PAPP-A ve vztahu k RCC se dosud nezabývala žádná 

studie. 

 

1.2.2. Placentární růstový faktor (PlGF)  

PlGF představuje protein z rodiny růstových faktorů VEGF, které se uplatňují ve 

vývoji a růstu vaskulárního a lymfatického endotelu, a to především během 

prenatálního vývoje (Melincovici CS. et al., 2018). Původně byl PlGF popsán 

v lidské placentě, kde je produkován buňkami trofoblastu (Maglione D. et al., 1991). 

V dospělosti se PlGF uplatňuje při reparačních a regeneračních procesech. U 

zdravých jedinců jsou koncentrace PlGF nízké, k jejich nárůstu dochází za 

patologických stavů, jakými jsou hypoxie, zánět nebo kancerogeneze (Autiero M. et 

al., 2003; Fischer C. et al., 2008). Zvýšená exprese PlGF byla prokázána u řady 

tumorů. Současně byl PlGF identifikován jako biomarker nádorové progrese, kdy 

vyšší exprese koreluje s pokročilejším stádiem tumoru, jeho zvýšenou vaskularizací, 

přítomností metastáz a horší prognózou nemocných (Chen CN. et al., 2004; Parr C. 

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

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15831913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26824454
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Role PlGF u RCC nebyla zatím zcela objasněna. Dosavadní výzkum ukazuje, že 

v hypervaskularizované tkání RCC je zjistitelná zvýšená exprese PlGF, která 

koreluje s vyšší agresivitou tumoru (Takahashi A. et al., 1994; Matsumoto K. et al., 

2003). 

 

2. HYPOTÉZY A CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

2.1. Význam sérových koncentrací PAPP-A v diagnostice a stanovení prognózy 

u pacientů s ccRCC 

Hypotéza:  

PAPP-A je proteolytický enzym, který degradací inhibičních vazebných proteinů 

zvyšuje biologickou dostupnost IGF-1 a aktivací jím spouštěné signální dráhy se 

podílí na regulaci buněčného metabolismu, růstu, diferenciace a přežívání. Význam 

PAPP-A v procesu kancerogeneze byl popsán u řady malignit, přičemž výsledky 

dosavadního výzkumu ukazují na korelaci zvýšené tkáňové exprese a sérové 

koncentrace PAPP-A s vyšší agresivitou tumoru a horší prognózou nemocných. 

Význam PAPP-A u RCC nebyl doposud objasněn. Rovněž se žádná studie 

nezabývala hodnocením jeho sérových hladin u nemocných s touto malignitou. Role 

IGF-1 a nadměrná exprese IGF-1R byla nicméně potvrzena v procesu 

kancerogeneze u RCC opakovaně.  

Na základě těchto poznatků předpokládáme zvýšení sérových koncentrací PAPP-A 

u nemocných s ccRCC a korelaci vyšších sérových hladin s horším stadiem 

onemocnění a jaderným gradem nádoru. V průběhu sledování pak předpokládáme 

vyšší koncentrace PAPP-A u nemocných s rizikem relapsu po chirurgické léčbě.  

Cíle práce: 

• Zhodnotit sérové koncentrace PAPP-A u nemocných s ccRCC a jejich 

korelaci se stagingem onemocnění a jaderným gradem nádoru. 
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• Posoudit potenciální přínos sérové koncentrace PAPP-A v diagnostice ccRCC 

a vliv na prognózu nemocných s touto malignitou. 

 

2.2. Genetická analýza polymorfismů genu PAPP-A u nemocných s RCC              

a onkocytomem  

Hypotéza: 

PAPP-A hraje zásadní roli v regulaci buněčného růstu a proliferace a jeho role v 

procesu kancerogeneze byla potvrzena u řady tumorů. Význam polymorfismů genu 

PAPP-A byl zjištěn u řady onemocnění a patologických stavů. Genovým 

polymorfismem PAPP-A ve vztahu k RCC se dosud nezabývala žádná studie. 

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

rizikem vzniku RCC.  

Cíle práce: 

• Zhodnotit vztah dvou vybraných SNP genu PAPP-A [C/G SNP (rs13290387) 

a Cys327Cys SNP (rs12375498)] k riziku vzniku nejčastějších histologických 

subtypů RCC – ccRCC, pRCC (typ I a II), chRCC a dále onkocytomu.  

• V podskupině nemocných s ccRCC zhodnotit vztah vybraných polymorfismů 

genu PAPP-A ke stadiu onemocnění a jadernému gradu nádoru a současně 

vyhodnotit jejich vliv na prognózu nemocných. 

 

2.3. Význam sérových koncentrací PlGF v diagnostice a stanovení prognózy 

nemocných s ccRCC 

Hypotéza: 

PlGF je protein z rodiny růstových faktorů VEGF. PlGF hraje zásadní roli v regulaci 

angiogeneze zejména v průběhu prenatálního vývoje. Uplatňuje se však i 

v patologických situacích, jakými jsou hypoxie, ateroskleróza či kancerogeneze. 

Význam PlGF v procesu kancerogene byl opakovaně potvrzen u řady tumorů. 
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Současně byla sérová koncentrace i tkáňová exprese PlGF identifikována jako 

možný biomarker nádorové progrese, kdy vyšší exprese je spojena s pokročilejším 

stadiem nádoru, jeho zvýšenou vaskularizací a horší prognózou. Role PlGF u RCC 

nebyla doposud zcela objasněna. Dosud publikovaná data ukazují, že zvýšená 

exprese PlGF je zjistitelná v hypervaskularizované tkáni tumoru a je spojena s jeho 

horším biologickým chováním. 

Na základě těchto poznatků předpokládáme zvýšení sérových koncentrací PlGF u 

nemocných s ccRCC a jejich korelaci s horším stadiem onemocnění a jaderným 

gradem nádoru. V průběhu sledování pak předpokládáme vyšší koncentrace PlGF u 

nemocných s rizikem relapsu onemocnění po chirurgické léčbě.    

Cíle práce: 

• Zhodnotit sérové koncentrace PlGF u nemocných s ccRCC a jejich korelaci 

se stagingem onemocnění a jaderným gradem nádoru.  

• Posoudit potenciální přínos sérové koncentrace PlGF v diagnostice ccRCC a 

vliv na prognózu nemocných s touto malignitou. 

 

 

3.  METODIKA 

Sledovanou skupinu tvořili nemocní s RCC, kteří podstoupili operační výkon 

(resekce ledviny či nefrektomie) na Urologické klinice 2. lékařské fakulty 

Univerzity Karlovy a Fakultní nemocnice v Motole. Laboratorní analýzy byly 

provedeny na Ústavu lékařské biochemie a laboratorní diagnostiky Všeobecné 

fakultní nemocnice a 1. lékařské fakulty Univerzity Karlovy. 

 

3.1. Metodika – experimentální práce I: Sérové koncentrace PAPP-A u ccRCC 

Do studie bylo zařazeno 121 pacientů (78 mužů, 43 žen, průměrný věk 63,4±10,5 

let) operovaných pro ccRCC v období od července 2011 do srpna 2015.  
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Nemocné jsme rozdělili do tří skupin: pacienti s lokalizovaným ccRCC bez relapsu 

(lccRCC, n = 80), pacienti s lokalizovaným ccRCC s následným relapsem (rccRCC, 

n = 26) a pacienti s primárně metastatickým onemocněním (mccRCC, n = 15).  

Staging byl proveden dle aktuální klasifikace TNM, jaderný grade hodnocen dle 

Fuhrmanové. Všichni nemocní byli po operaci sledováni dle platných doporučení 

Evropské urologické společnosti (EAU), průměrná doba sledování činila 4,6 let.  

U všech jsme předoperačně stanovili sérovou koncentraci PAPP-A, ve skupině 

pacientů s lccRCC (n = 23) a rccRCC (n = 14) ještě 3 týdny a 3 měsíce po operaci.   

Kontrolní supinu tvořilo 69 zdravých dobrovolníků (35 mužů, 34 žen, průměrný věk 

58,1±4,7 let), bez předchozího onkologického onemocnění, u kterých jsme provedli 

základní uro-onkologický screening, včetně ultrazvukového vyšetření 

urogenitálního traktu, cytologického vyšetření moči a stanovení PSA u mužů. 

Sérová koncentrace PAPP-A byla stanovena metodou TRACE při užití standardních 

kitů KRYPTOR-PAPP-A (Brahms GmbH, Thermo Fisher Scientific, Henningsdorf, 

Německo). Výsledky jsou vyjádřeny v mIU/l (1 IU/l je ekvivalentem 4500 ng/ml). 

 

3.2. Metodika – experimentální práce II: Polymorfismus genu PAPP-A                    

Do studie bylo zařazeno 454 pacientů (302 mužů, 152 žen, průměrný věk 63±11 let), 

operovaných pro RCC v období od 4/2007 do 8/2015. Vyšetření preparátu prokázalo 

u 374 nemocných ccRCC (82,4 %), u 19 pRCC typ I (pIRCC) (4,2 %), u 14 pRCC 

typ II (pIIRCC) (3,1 %), u 12 chRCC (2,6 %) a u 35 onkocytom (7,7 %).  

Staging onemocnění byl proveden podle aktuální klasifikace TNM, jaderný grade 

hodnocen dle Fuhrmanové. Všichni nemocní byli po chirurgickém výkonu sledováni 

dle doporučení EAU, průměrná doba sledování byla 7,1 roku. Během sledování 

došlo k relapsu u 58 (15,5 %) pacientů s ccRCC a 86 (22,9 %) pacientů zemřelo. 
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Kontrolní skupinu tvořilo 145 zdravých dobrovolníků (65 mužů, 80 žen, průměrný 

věk 49±14 let) všichni bez předchozího onkologického onemocnění. Shodná 

kontrolní skupina byla použita v předchozí studii analýzy polymorfismů genu 

PAPP-A na Ústavu lékařské biochemie a laboratorní diagnostiky Všeobecné fakultní 

nemocnice a 1. lékařské fakulty Univerzity Karlovy (Kalousová M. et al., 2014). 

K analýze DNA byla krev odebrána do zkumavek s kyselinou 

ethylendiamintetraoctovou (EDTA). Izolace DNA byla provedena pomocí AutoGen 

FLEX STAR dle pokynů výrobce. Vybrané polymorfismy PAPP-A byly 

analyzovány pomocí sekvenace DNA (Sangerovo sekvenování) postupem 

popsaným dle Muravská et al. (Muravská A. et al, 2011). Nejprve byly cílové úseky 

DNA obsahující polymorfní místa amplifikovány pomocí polymerázové řetězové 

reakce (PCR). Tyto fragmenty byly následně pročištěny (NucleoSpin Extract II, 

Macherey-Nagel, Germany) a podrobeny další PCR s přidáním fluorescenčně 

značených dideoxynukleotid trifosfátů. Tyto fragmenty byly následně sekvenovány 

dle pokynů výrobce v sekvenátoru CEQ™ 8000 (Beckman Coulter, USA).  

 

3.3. Metodika – experimentální práce III: Sérové koncentrace PlGF u ccRCC 

Do studie bylo zařazeno 49 pacientů (30 mužů, 19 žen, průměrný věk 62,9±10,6 let) 

operovaných pro ccRCC v období od červa 2011 do června 2013.  

Nemocní byli rozděleni do tří podskupin: pacienti s lokalizovaným ccRCC bez 

dalšího relapsu (lccRCC, n = 31), pacienti s lokalizovaným ccRCC s relapsem 6 až 

18 měsíců po chirurgickém výkonu (rccRCC, n = 8) a pacienti s primárně 

metastatickým onemocněním (mccRCC, n = 10).  

Staging onemocnění byl proveden podle aktuální klasifikace TNM, jaderný grade 

byl hodnocen dle Fuhrmanové. Všichni nemocní byli po chirurgickém výkonu 

sledováni dle doporučení EAU, průměrná doba sledování činila 4,4 let. Během 

sledování došlo k relapsu u 8 (podskupina rccRCC) a 17 subjektů zemřelo.  
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U všech pacientů byla stanovena sérová koncentrace PlGF před operací, u 

nemocných s původně lokalizovaným onemocněním ještě 3 měsíce po operaci 

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

Kontrolní supinu tvořilo 38 zdravých dobrovolníků odpovídajícího věku i 

zastoupení pohlaví, všichni bez předchozího onkologického onemocnění po 

negativním uro-onkologickém screeningu (viz metodika experimentální práce I). 

Sérová koncentrace PlGF byla stanovena metodou ELISA za použití standardních 

souprav určených k provádění této analýzy (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA). Výsledky jsou uvedeny v pikogramech na mililitr (pg/ml). 

 

3.4. Statistická analýza 

Výsledky jsou vyjádřeny jako průměrná hodnota ± směrodatná odchylka (SD) pro 

spojité proměnné a v procentech pro kategorické proměnné. Pro spojité proměnné 

jsme rozdíly mezi dvěma skupinami hodnotili prostřednictvím nepárového 

Mannova-Whitneyova U testu nebo jednofaktorové analýzy rozptylu (oneway 

ANOVA test). Pro analýzu spojitých proměnných v čase jsme použili test ANOVA 

s opakovanými měřeními.  

V experimentální práci III jsme ke zhodnocení rozdílu sérových hladin PlGF mezi 

jednotlivými skupinami použili ROC analýzu. Cut-off hodnota pro riziko detekce 

ccRCC či riziko relapsu byla určena jako hodnota s nejvyšším součtem senzitivity a 

specifity. Kvalita testu byla specifikována plochou pod křivkou (AUC). 

K hodnocení přežití jsme použili Kaplanovu-Meierovu metodu a pro porovnání 

mezi podskupinami následně log-rank test. Univariační Coxova regresní analýza 

byla použita k hodnocení sérové hladiny studovaného potenciálního biomarkeru 

jako prediktoru nádorově specifického přežití (cancer-specific survival, CSS) a OS.   

Hladina významnosti byla stanovena na p < 0,05.  
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4. VÝSLEDKY 

4.1. Výsledky – experimentální práce I: Sérová koncentrace PAPP-A u ccRCC 

Neprokázali jsme statisticky významný rozdíl sérových koncentrací PAPP-A mezi 

pacienty s ccRCC a kontrolami (8,74±3,5 mIU/l vs. 8,24±2,3 mIU/l; p = 0,24). 

Statisticky významný rozdíl v sérových koncentracích PAPP-A jsme nezjistili ani 

při rozdělení pacientů do jednotlivých podskupin – lccRCC (8,76±3,7 mIU/l), 

rccRCC (8,72±3,1 mIU/l) a mccRCC (8,7±3,4 mIU/l); p = 0,99. Rovněž jsme 

neprokázali vliv stadia onemocnění ani jaderného gradu na hodnoty PAPP-A (p = 

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

Ve skupině nemocných s původně lokalizovaným onemocněním nebyla statisticky 

významná ani dynamika sérových hladin PAPP-A ve vzorcích odebraných 3 týdny 

a 3 měsíce po operačním výkonu – u podskupiny lccRCC (9,08±3,5 mIU/l vs. 

9,39±3,8 mIU/l; p = 1,00) a podskupiny rccRCC (8,27±3,2 mIU/l vs. 9,33±3,1 

mIU/l; p = 0,43). Koncentrace PAPP-A znázorňuje tabulka (Tab. 1.). 

 

Tab. 1. Sérové koncentrace PAPP-A 

PAPP-A 

(mIU/l) 

ccRCC 

 

Kontrolní skupina 

8.74±3.5 8.24±2.3 

 lccRCC rccRCC mccRCC  

Předoperačně 8,76±3,7 8,72±3,1 8,7±3,4  

3 týdny po operaci 9,08±3,5 8,27±3,2   

3 měsíce po operaci 9,39±3,8 9,33±3,1   

Výsledky nejsou statisticky významné.  

 

Neprokázali jsme žádný vliv předoperační ani pooperační (3 měsíce po výkonu) 

koncentrace PAPP-A na CSS či OS. Výsledky znázorňují tabulky (Tab. 2. a 3.).  
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Tab. 2. Nádorově specifické přežití (CSS) u pacientů s lokalizovaným ccRCC 

 PAPP-A 

(mIU/l) 

Počet 

pacientů 

Relaps HR (CI) p hodnota 

Předoperačně < 8,2 53 14 (26,4 %) 1,08  

(0,5-2,35) 

0,84 

≥ 8,2   53 12 (22,2 %) 

3 měsíce po 

operaci 

< 9,2 18 6 (33,3 %) 0,47  

(0,16-1,37) 

0,14 

≥ 9,2 19 8 (42,1 %) 

Výsledky nejsou statisticky významné. 

 

Tab. 3. Celkové přežití (OS) u pacientů s lokalizovaným ccRCC 

 PAPP-A 

(mIU/l) 

Počet 

pacientů 

Exitus HR (CI) p hodnota 

Předoperačně < 8,2 53 14 (26,4 %) 1,85  

(0,8-4,29) 

0,15 

≥ 8,2   53 8 (14,81 %) 

3 měsíce po 

operaci 

< 9,2 18 5 (26,3 %) 0,59  

(0,19-1,87) 

0,38 

≥ 9,2 19 7 (38,9 %) 

Výsledky nejsou statisticky významné. 

 

4.2. Výsledky – experimentální práce II: Polymorfismus genu PAPP-A 

C/G SNP (rs13290387) genu PAPP-A  

Genetická analýza ukázala statisticky významný rozdíl ve frekvenci alel a genotypů            

C/G SNP (rs13290387) PAPP-A mezi pacienty s pIIRCC v porovnání s kontrolami. 

Mutantní alelu G jsme detekovali u pIIRCC v 60,7 % případů, u kontrol ve 38,3 % 

(OR 2,49; 1,13-5,52; p = 0,024). Podobně jsme zjistili vyšší frekvenci genotypu GG 

(28,6 % u pIIRCC vs. 15,9 % u kontrol; GG vs. CC: OR 9,91; 1,05-93,5; p = 0,045) 

a GG + CG (92,3 % vs. 61,7 %; CG + GG vs. CC: OR 8,23; 1,05-64,65; p = 0,045). 

U dalších histologickými subtypů RCC a onkocytomu jsme neprokázali významný 

rozdíl ve frekvenci alel a genotypu C/G SNP (rs13290387) (p > 0,05). U nemocných 

s ccRCC jsme nezjistili žádný signifikantní rozdíl ve frekvenci alel nebo genotypů 

C/G SNP (rs13290387) PAPP-A v závislosti na stádiu onemocnění ani jaderném 
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gradu (p > 0,05). Rovněž jsme neprokázali vliv zkoumaného polymorfismu na 

přežití nemocných (p > 0,05).  

 

Cys327Cys SNP (rs12375498) PAPP-A 

Genetická analýza neprokázala signifikantní rozdíl ve frekvenci alel a genotypů 

tohoto polymorfismu mezi zkoumanými subtypy RCC ani onkocytomem 

v porovnání s kontrolami (p > 0,05). U nemocných s ccRCC jsme nezjistili žádný 

významný rozdíl ve frekvenci alel nebo genotypů Cys327Cys SNP (rs12375498) 

v závislosti na stádiu onemocnění ani jaderném gradu (p > 0,05). Rovněž jsme 

neprokázali vliv zkoumaného polymorfismu na přežití nemocných (p > 0,05). 

 

4.3. Výsledky – experimentální práce III: Sérová koncentrace PlGF u ccRCC 

Prokázali jsme významně vyšší sérovou koncentraci PlGF u nemocných s ccRCC 

v porovnání s kontrolami (16,1±10,5 pg/ml vs. 10,5±2,4 pg/ml; p = 0,002). Cut-off 

hodnotu koncentrace PlGF pro riziko ccRCC jsme stanovili na 12,71 pg/ml s AUC 

0,729, vykazující specificitu 84,21 % a senzitivitu 61,22 % (p = 0,0001) (Obr. 1.). 

 

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

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

0,729, specificita 84,21 %, sensitivita 61,22 %; p = 0,0001). 
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Předoperačně jsme popsali statisticky významný rozdíl v sérové koncentraci PlGF 

mezi podskupinami nemocných s lccRCC a mccRCC (13,1±5,1 pg/ml vs. 25,8±18,1 

pg/ml; p = 0,002). Nezjistili jsme žádný statisticky významný rozdíl hodnot mezi 

nemocnými s rccRCC a lccRCC nebo mccRCC. Rovněž jsme neprokázali korelaci 

sérové koncentrace PlGF se stádiem onemocnění (T1-T2 vs. T3-T4; p = 0,76) či 

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

V odběrech provedených tři měsíce po operaci jsme popsali vyšší sérovou 

koncentrace PlGF v podskupině nemocných s následnou recidivu (rccRCC) 

v porovnání s nemocnými bez recidivy (lccRCC) (14,87±2,96 pg/ml vs. 12,1±5,4 

pg/ml), rozdíl nebyl statisticky významný (p = 0,17). Všechny výsledky sérových 

koncentrací PlGF ukazuje tabulka (Tab. 4.).  

 

Tab. 4. Sérové koncentrace PlGF 

PlGF 

(pg/mL) 

ccRCC Kontrolní 

skupina 

p hodnota 

Předoperačně 16,1±10,5 10,5±2,4 p = 0,002 

 Podskupiny ccRCC   

 lccRCC rccRCC mccRCC   

Předoperačně 13,1±5,1 15,9±6,9 25,8±18,1 ----------- lccRCC vs. 

mccRCC 

p = 0,002* 

3 měsíce po 

operaci 

12,1±5,4 14,87±2,96 ------------ ----------- p = 0,17 

*Předoperačně, koncentrace PlGF statisticky významně vyšší u mccRCC v 

porovnání s lccRCC (p = 0,002). Statisticky významný rozdíl mezi lccRCC vs. 

rccRCC, ani rccRCC vs. mccRCC jsme nezaznamenali.  

 

Cut-off hodnotu sérové koncentrace PlGF pro riziko relapsu jsme stanovili na 11,41 

pg/ml s AUC 0,792, vykazující specificitu 62,96 % a senzitivitu 87,5 % (p = 0,0003) 

(Obr. 2).  
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Obr. 2. Cut-off hodnota sérové koncentrace PlGF pro riziko relapsu ccRCC 

Cut-off hodnota PlGF pro riziko relpasu > 11,41 pg/mL (AUC 0,792, specificita 

62,96 %, sensitivita 87,5 %, p = 0,0003).  

 

Tříleté CSS u pacientů s lokalizovaným ccRCC (podskupiny lccRCC a rccRCC) s 

koncentrací PlGF v séru pod hodnotou cut-off pro riziko relapsu (< 11,41 pg/ml) 

bylo 93 % vs. 61 % u nemocných se sérovou koncentrací PlGF nad hodnotou cut-

off (> 11,41 pg/ml) (HR 7,997, CI 1,994-32,073; p = 0,018) (Obr. 3).  

 

 

Obr. 3. Kaplan-Meierovy křivky 3letého nádorově specifického přežití (CSS) 

Horní křivka – nemocní s koncentrací PlGF < 11.41 pg/ml, 3leté CSS 93 %; spodní 

křivka – nemocní s koncentrací PlGF > 11,41 pg/ml, 3leté CSS 61 %.  
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5. DISKUSE 

5.1. Diskuse – experimentální práce I: Sérové koncentrace PAPP-A u ccRCC 

PAPP-A je metaloproteáza, která degraduje inhibiční vazebné proteiny IGF-1, čímž 

zvyšuje jeho biologickou dostupnost. Stimulace IGF-1R vede ke zvýšení proliferace, 

iniciaci maligní transformace, dediferenciaci buněk a inhibici apoptózy (Seccareccia 

E. et al., 2012; Weroha SJ. et al., 2012). Souvislost mezi zvýšenými hladinami IGF-

1, případně nadměrnou expresí IGF-1R, a rizikem rozvoje různých tumorů včetně 

karcinomu prsu, prostaty či ovaria prokázala řada studií (Roddam AW. et al., 2008; 

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

Role IGF-1 a IGF-1R byla potvrzena i u RCC (Tao Y. et al., 2007; Tracz AF. et al., 

2016). Korelace zvýšené exprese IGF-1R s vyšším jaderným gradem a horší 

prognózou nemocných byla opakovaně potvrzena (Parker AS. et al., 2002; Parker 

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

Doposud publikované výsledky naznačují, že PAPP-A se uplatňuje v procesu 

kancerogeneze u řady tumorů. Zvýšené sérové koncentrace PAPP-A byly popsány 

u nemocných s karcinomem plic (Bulut I. et al., 2009). Proteolytická aktivita PAPP-

A navíc urychluje růst buněk karcinomu plic in vivo na myším modelu (Pan H. et 

al., 2012). Autoři Mansfield et al. prokázali zvýšenou expresi PAPP-A v buňkách 

karcinomu prsu, a to především u agresivnějších variant (Mansfield AS. et al., 2014). 

U ovariálního karcinomu nadměrná exprese PAPP-A podporuje nádorový růst, 

zvyšuje vaskularizaci a metastatický potenciál (Boldt HB. et Conover CA., 2011).  

Ovlivnění proteolytické aktivity PAPP-A bylo zkoumáno i jako cíl protinádorové 

léčby. Podání monoklonální protilátky proti PAPP-A vede na myším modelu ke 

zpomalení růstu buněk karcinomu plic a ovaria (Mikkelsen JH. et al., 2014; Becker 

MA. et al., 2015). PAPP-A byl rovněž identifikován jako faktor zodpovědný na 

migraci buněk přispívající k tvorbě vzdálených metastáz u karcinomu prsu, 
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maligního mesoteliomu pleury a maligního melanomu (Boldt HB. et Conover CA., 

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

I přes intenzivní výzkum role PAPP-A u různých tumorů nebyl dosud jeho význam 

u RCC objasněn. Vycházeli jsme z poznatku, že PAPP-A zvyšuje biologickou 

dostupnost IGF-1, čímž aktivuje jeho signální dráhu, jejíž význam byl v procesu 

kancerogeneze RCC opakovaně potvrzen. Výsledky nenaplnily naše očekávání a 

hypotézy se nepodařilo potvrdit. V naší studijní kohortě jsme neprokázali významný 

rozdíl sérových koncentrací PAPP-A mezi nemocnými s ccRCC a kontrolami. 

Nezjistili jsme korelaci sérových koncentrací PAPP-A se stadiem onemocnění ani 

jaderný gradem. Rovněž dynamika pooperačních hladin PAPP-A nepřinesla žádné 

statisticky významné výsledky a neprokázali jsem ani žádný vliv PAPP-A na přežití. 

Na základě našich výsledků lze usuzovat, že sérová koncentrace PAPP-A se nezdá 

být vhodným biomarkerem pro diagnostiku ani hodnocení prognózy u ccRCC.  

 

5.2. Diskuse – experimentální práce II: Polymorfismus genu PAPP-A 

Předpokládá se, že polymorfismy mohou ovlivňovat transkripci, splicing, transport 

a translaci mRNA (Goymer P., 2007). Význam polymorfismů genu PAPP-A byl 

zjištěn u řady onemocnění a patologických stavů. U specifických polymorfismů 

genu PAPP-A, rs7020782 a rs12375498 byla identifikován korelace s rizikem 

opakovaných potratů, rozvojem gestačního diabetes mellitus, tvorbou ateromových 

plátů či rizikem cerebrovaskulárních onemocnění (Suzuki K. et al., 2006; Wang H. 

et al., 2012; Zhou S. et al., 2015; Bøtkjær JA. et al., 2016). Publikace českých autorů 

Muravská et al. rovněž ukazuje na korelaci polymorfismus rs12375498 s rizikem 

rozvoje preeklampsie (Muravská A. et al., 2011). Současně byl tento polymorfismus 

identifikován i jako nezávislý faktor ovlivňující OS u nemocných na dlouhodobé 

dialyzační terapii (Kalousová M. et al., 2014). V této prací autoři současně zkoumali 

vztah vybraného polymorfismu k sérovým koncentracím PAPP-A, kdy na velkém 

soboru nebyl prokázán vliv polymorfismus rs12375498 na sérovou koncentraci 
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PAPP-A (Kalousová M. et al., 2014). V další studii byla při genetické analýze C/G 

SNP (rs13290387) PAPP-A přítomnost mutantní alely C identifikována jako 

rizikový faktor akutního infarktu myokardu (Park S. et al., 2007). 

Doposud nebyla publikována žádná práce zabývající se polymorfismy genu PAPP-

A u RCC. Hodnotili jsme dva vybrané polymorfismů genu PAPP-A – C/G SNP 

(rs13290387) a Cys327Cys SNP (rs12375498) – ve vztahu k nejčastějších 

histologickým subtypům RCC a onkocytomu.  

Popsali jsme statisticky významný rozdíl ve frekvenci alel a genotypů C/G SNP 

(rs13290387) PAPP-A mezi pacienty s pIIRCC a kontrolami. U pIIRCC jsme 

popsali vyšší výskyt mutantní alely G a vyšší frekvenci genotypu GG a GG + CG.  

U dalších histologickými subtypů RCC ani onkocytomu jsme nezjistili v porovnání 

s kontrolami žádný významný rozdíl ve frekvenci alel a genotypů vybraných 

polymorfismů PAPP-A. Rovněž u nemocných s ccRCC jsme nezjistili žádný rozdíl 

ve frekvenci alel nebo genotypů zkoumaných polymorfismů, ani jsme neprokázali 

žádný vliv na přežití. Výsledky ukazují, že C/G SNP (rs13290387) ani Cys327Cys 

SNP (rs12375498) nesouvisí s rizikem vzniku ccRCC.  

Výsledky genetické analýzy naznačují souvislost mezi C/G SNP (rs13290387) genu 

PAPP-A a rizikem rozvoje pIIRCC. Limitací práce je malý počet nemocných s tímto 

histologickým subtypem RCC (n = 14), ověření na větším souboru je velmi žádoucí.  

 

5.3. Diskuse – experimentální práce III: Sérové koncentrace PlGF u ccRCC 

Angiogeneze hraje klíčovou roli v procesu kancerogeneze, nádorové progresi a 

schopnosti zakládat vzdálené metastázy. VEGF je považován za nejsilnější ze 

známých pro-angiogenních faktorů. PlGF řadíme do rodiny růstových faktorů 

VEGF a jeho zvýšená exprese je spojena především s patologickou angiogenezí. 

Zvýšené hladiny PlGF byly popsány u mnoha patologických stavů včetně 

nádorového růstu. Navíc, řada publikovaných prací prokázala, že vyšší sérová 
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koncentrace PlGF koreluje s horším biologickým chováním tumoru a jeho 

agresivitou. PlGF tak představuje potenciální prognostický biomarker řady nádorů 

– včetně karcinomu prsu, vaječníků, žaludku, jater, maligního mesoteliomu pleury, 

dále kolorektálního a nemalobuněčného bronchogenního karcinomu (Chen CN. et 

al., 2004; Parr C. et al., 2005; Wei SC. et al., 2005; Zhang L. et al., 2005; Ho MC. 

et al., 2007; Escudero-Esparza A. et al., 2009; Pompeo E. et al., 2009; Meng Q. et 

al., 2018). 

Přesto, že byl PlGF intenzivně zkoumán jako možný nádorový biomarker u řady 

malignit, jeho význam u RCC nebyl doposud objasněn. Autoři Takahashi et al. jako 

první na malém souboru pacientů prokázali zvýšenou expresi VEGF i PlGF v 

hypervaskularizované nádorové tkání a postulovali, že oba zkoumané růstové 

faktory přispívají k neovaskularizaci i u RCC (Takahashi A. et al., 1994). Další 

japonští autoři popsali korelaci hladin PlGF s T a M stádiem nádoru, jaderným 

gradem a vaskularizací tumoru. Současně potvrdili PlGF jako nezávislý 

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

Ve shodě s předchozími pracemi jsme prokázali vyšší sérovou koncentraci PlGF u 

nemocných s ccRCC v porovnáním s kontrolami. Cut-off hodnotu koncentrace 

PlGF pro riziko ccRCC jsme stanovili na 12,71 pg/ml. Dle našich výsledků lze 

sérovou koncentraci PlGF považovat za potenciální biomarker pro detekci ccRCC. 

Ovšem vzhledem k AUC a dosaženým citlivostem testu lze uvažovat o užití PlGF 

spíše v rámci multi-markerového testu než jako samostatného biomarkeru.  

Neprokázali jsme korelaci sérových koncentrací PlGF se stadiem nádoru či 

jaderným gradem. Přesto, že jsme pozorovali vyšší hodnoty PlGF u nemocných 

s tumory vykazující horší jaderný grade, rozdíly nedosáhly statistické významnosti 

(G1-G2 vs. G3-G4; p = 0,07). Důvodem mohl být malý počet nemocných při 

současném vyšším zastoupení tumorů nižšího stagingu i gradingu.   

Ve vzorcích odebraných 3 měsíce po operaci jsme pozorovali vyšší koncentrace 

PlGF u nemocných s následnou recidivou (podskupina rccRCC) v porovnání 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15831913
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16223445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pompeo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19632388
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s nemocnými bez recidivy (podskupina lccRCC). Rozdíly nedosáhly statistické 

významnosti. Cut-off hodnotu sérové koncentrace PlGF pro riziko relapsu jsme 

stanovili na 11,41 pg/ml. Nemocní s koncentrací PlGF pod touto hodnotou 

vykazovali 3leté CSS 93 %, nemocní s koncentrací PlGF nad touto cut-off hodnotou 

pouze 61 %. Můžeme tedy postulovat, že sérová koncentrace PlGF se jeví jako 

potenciální prognostický biomarker ccRCC.  

Hlavní limitací naší práce je malý počet nemocných v jednotlivých podskupinách. 

Další limitací je skutečnost, že jsme současně nezkoumali expresi PlGF v nádorové 

tkání. Vezme-li se v potaz, že RCC nemá žádný vhodný diagnostický, ani 

prognostický biomarker, PlGF se jeví poměrně slibně. Je však zřejmé, že potvrzení 

našich výsledků je třeba provést na větší skupině nemocných.  

 

6. ZÁVĚR 

V práci jsme se zabývali studiem vybraných s těhotenstvím asociovaných proteinů 

a sice PAPP-A a PlGF jako potenciálních biomarkerů v diagnostice a hodnocení 

prognózy nemocných s RCC. Dále jsme hodnotili vybrané polymorfismy genu 

PAPP-A ve vztahu k nejčastějším histologickým typům RCC a onkocytomu.  

V první části experimentální práce jsme hodnotili sérové koncentrace PAPP-A u 

nemocných operovaných pro ccRCC a jejich potenciální přínos pro diagnostiku a 

predikci prognózy. Výsledky nepotvrdily námi stanovenou hypotézu. Neprokázali 

jsme významný rozdíl sérových koncentrací PAPP-A u pacientů s ccRCC 

v porovnání s kontrolami. Rovněž jsme nezjistili závislost PAPP-A na stagingu 

onemocnění ani jaderném gradu. Ani dynamika PAPP-A ve vzorcích odebraných po 

operačním výkonu nebyla významná, nezjistili jsme její vliv na přežití. Na základě 

našich výsledků můžeme konstatovat, že sérová koncentrace PAPP-A se nejeví jako 

potenciální diagnostický marker, ani jako prediktor prognózy u pacientů s ccRCC.  
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Ve druhé části práce jsme zkoumali souvislost vybraných polymorfismů genu 

PAPP-A s nejčastějšími histologickými subtypy RCC (ccRCC, pIRCC, pIIRCC a 

chRCC) a onkocytomem. Zde jsme zjistili statisticky významný rozdíl ve frekvenci 

alel a genotypů C/G SNP (rs13290387) genu PAPP-A mezi pacienty s pIIRCC 

v porovnání s kontrolami. U dalších histologických subtypů RCC ani onkocytomu 

jsme žádné významné rozdíly ve frekvenci alel a genotypů v porovnání s kontrolní 

skupinou nezjistili. U ccRCC jsme nezjistili žádný statisticky významný rozdíl ve 

frekvenci alel či genotypů vybraných SNP genu PAPP-A v závislosti na stádiu 

onemocnění či jaderném gradu a neprokázali jsme ani vliv zkoumaných 

polymorfismů na přežití. Naše výsledky naznačují možnou souvislost mezi C/G SNP 

(rs13290387) genu PAPP-A a rizikem rozvoje pIIRCC. Limitací práce je malý počet 

nemocných s tímto histologickým subtypem, ověření na větším souboru je nezbytné.  

V rámci třetího experimentu jsme zkoumali význam sérových koncentrací PlGF u 

nemocných s ccRCC. U nemocných s ccRCC jsme zjistili významně vyšší sérové 

koncentrace PlGF v porovnání s kontrolami. Výsledky tak potvrdily naši hypotézu. 

Korelaci sérových hladin PlGF se stagingem onemocnění a jaderným gradem jsme 

ale nepotvrdili. Přesto, že jsme pozorovali vyšší hodnoty PlGF u nemocných 

s tumory vykazující horší jaderný grade, rozdíly nedosáhly statistické hladiny 

významnosti. V pooperačním sledování nemocných s lokalizovaným ccRCC jsme 

pozorovali vyšší koncentrace PlGF u nemocných, u nichž následně došlo k relapsu 

onemocnění v porovnání s těmi, u nichž relaps nenastal. Popsané rozdíly nicméně 

nedosáhly statistické významnosti. V experimentu jsme stanovili cut-off hodnotu 

sérové koncentrace PlGF pro riziko relapsu ccRCC, která korelovala s CSS. Z našich 

výsledků lze tedy usuzovat, že PlGF se jeví jako potenciální diagnostický a 

prognostický biomarker ccRCC, přičemž je ale nutné ověření výsledků na větší 

experimentální skupině.  
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Závěrem lze uvést, že PlGF, nikoli však PAPP-A, se jeví jako potenciálně vhodný 

marker pro diagnostiku a hodnocení prognózy nemocných s ccRCC. Pro verifikaci 

tohoto závěru je však nutné realizovat studie na větším souboru pacientů. 
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7.1. SOUHRN 

RCC představuje 2-3 % všech malignit v dospělosti, incidence v ČR se navíc řadí 

k nejvyšším ve světě. Doposud nebyl identifikován žádný vhodný diagnostický, ani 

prognostický biomarker tohoto onemocnění. Disertační práce nabízí ucelený přehled 

prognostických faktorů RCC a dosud známých potenciálních biomarkerů.  

V experimentální části práci jsme hodnotili dva potenciální biomarkery – PAPP-A 

a PlGF – jejich vztah k diagnostice a hodnocení prognózy nemocných s ccRCC. 

Dále jsme zkoumali vybrané polymorfismy genu PAPP-A ve vztahu k nejčastějším 

histologickým typům RCC a onkocytomu.  

PAPP-A je proteáza regulující buněčný růst. Role PAPP-A v procesu kancerogeneze 

byla potvrzena u řady nádorů. Hodnotili jsme sérové koncentrace PAPP-A u 

nemocných s ccRCC (lokalizovaný ccRCC bez relapsu, lokalizovaný ccRCC 

s následných relapsem, primárně metastatické onemocnění). Nezjistili jsme 

významný rozdíl hodnot PAPP-A u nemocných s ccRCC v porovnání s kontrolami, 

ani mezi podskupinami. Neprokázali jsme korelaci se stagingem ani jaderným 

gradem. Rovněž dynamika pooperačních hladin PAPP-A nebyla signifikantní. 

PAPP-A se nezdá být vhodným markerem pro diagnostiku ani hodnocení prognózy 

nemocných 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 porovnání s kontrolami vyšší výskyt mutantní alely G C/G SNP 

PAPP-A. Výsledky ukazují na možnou souvislost mezi tímto polymorfismem a 

rizikem vzniku pIIRCC. U dalších histologických variant nebyl rozdíl ve frekvenci 

alel a genotypů zkoumaných polymorfismů PAPP-A zjištěn.  

PlGF, klíčový aktivátor angiogeneze, byl identifikován jako prognostický biomarker 

u řady malignit. Analyzovali jsme sérové koncentrace PlGF u osob s ccRCC 

(lokalizovaný ccRCC bez relapsu, lokalizovaný ccRCC s následným relapsem, 

primárně metastatické onemocnění). Sérová hladina PlGF byla významně vyšší u 



29 

 

osob s ccRCC v porovnání s kontrolami (p = 0,002). Cut-off hodnota PlGF pro 

riziko detekce ccRCC byla stanovena na 12,71 pg/ml (p = 0,0001). Významný 

rozdíl předoperačních hodnot PlGF jsme zjistili mezi podskupinami lccRCC a 

mccRCC (p = 0,002). Mezi dalšími podskupinami jsme významné rozdíly nezjistili, 

rovněž jsme nezjistili korelaci se stagingem či gradingem nádoru. Pooperačně jsme 

pozorovali vyšší hladinu PlGF v podskupině s následnou recidivu v porovnání 

s nemocnými bez recidivy, ale rozdíl nebyl statisticky významný (p = 0,17). Cut-off 

hodnota PlGF pro riziko relapsu byla stanovena na 11,41 pg/ml (p = 0,0003). U osob 

s lokalizovaným ccRCC (lccRCC a rccRCC) s PlGF < 11,41 pg/ml bylo tříleté CSS 

93 % vs. 61 % u nemocných s PlGF > 11,41 pg/ml (p = 0,018). PlGF se jeví jako 

potenciální diagnostický a prognostický biomarker ccRCC, ověření výsledků na 

větším souboru je nicméně nezbytné.  

 

7.2. SUMMARY 

RCC represents 2-3% of all adult malignancies with incidence in the Czech Republic 

among the highest in the world. No suitable diagnostic or prognostic biomarker of 

this tumour has been identified yet. The work presents an overview of prognostic 

factors of RCC and potential biomarkers known so far. 

In experimental part, we evaluated the diagnostics and prognostic value of two 

potential biomarkers – PAPP-A and PlGF – in patients with ccRCC. Furthermore, 

we investigated certain polymorphisms of PAPP-A gene in relation to the most 

common histological types of RCC and oncocytoma. 

PAPP-A is a protease regulating cell growth. Its role in the process of carcinogenesis 

has been confirmed in several tumours. We evaluated PAPP-A serum concentrations 

in subjects with ccRCC (localized ccRCC without relapse, localized ccRCC with 

further relapse, primary metastatic disease). No significant difference in PAPP-A 

serum concentration in subjects with ccRCC compared to controls was observed, 

nor between the subgroups. We did not find a correlation with staging or grading. 
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Also, dynamics of postoperative PAPP-A levels was not significant. PAPP-A 

appears not to be a suitable marker for diagnosis or evaluation of prognosis in 

patients with ccRCC. 

Subsequently we analysed two SNPs of the PAPP-A gene [C/G SNP (rs13290387) 

and Cys327Cys SNP (rs12375498)] in subjects with ccRCC, pRCC type I and II, 

chRCC and oncocytoma. We observed a higher prevalence of mutant allele G C/G 

SNP of PAPP-A gene in pRCC type II 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. 

PlGF, a key activator of angiogenesis, has been identified as a prognostic biomarker 

in several malignancies. We analysed serum PlGF concentrations in subjects with 

ccRCC (localized ccRCC without relapse, localized ccRCC with further relapse, 

primary metastatic disease). PlGF serum level was significantly increased in subjects 

with ccRCC compared to controls (p = 0.002). The cut-off level of PlGF serum 

concentration for the risk of ccRCC was determined at 12.71 pg/ml (p = 0.0001). 

Preoperatively, significantly higher PlGF 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 PlGF 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 PlGF for the risk of relapse was established at 11.41 

pg/ml (p = 0.0003). In subjects with localized ccRCC (lccRCC and rccRCC) with 

PlGF < 11.41 pg/ml, the 3-year CSS was 93% vs. 61% in patients with PlGF > 11.41 

pg/ml (p = 0.018). PlGF 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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