Univerzita Karlova v Praze
2. lékarska fakulta

Studijni program: Postgraduélni doktorské studium v biomediciné

Studijni obor: Experimentélni chirurgie

MUDr. Matias Chocholaty, FEBU, FECSM

Molekularni mechanismy karcinogeneze u karcinomu ledviny

Molecular mechanism of renal cell carcinogenesis

Dizertacni prace

Skolitel: prof. MUDr. Marek Babjuk, CSc.
Konzultant: prof. MUDr. Marta Kalousova, PhD.

Praha, 2016



Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavére¢nou praci zpracoval samostatné a ze jsem fadné uvedl a cito-
val vSechny pouzité prameny a literaturu. Soucasn¢ prohlasuji, ze prace nebyla vyuzita

k ziskani jiného nebo stejného titulu

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databazi systému meziuni-
verzitniho projektu Theses.cz za icelem soustavné kontroly podobnosti kvalifikacnich

praci.
V Praze, 14.06.2016
Matts Chocholaty

Podpis

Identifika¢ni zaznam:

CHOCHOLATY, Matus. Molekularni mechanismy karcinogeneze u karcinomu ledvin.
[Molecular mechanism of renal cell carcinogenesis]. Praha, 2016. 80 s., Dizertacni
prace (Ph.D.). Univerzita Karlova v Praze, 2. lékarska fakulta, Urologicka klinika.

Skolitel: Babjuk, Marek. Skolitel-konzultant: Kalousovda, Marta.



SEZNAM ZKRATEK

AGE advanced glycation end product
AOPPs  produkty pokrocilé oxidace protein(
AP-2 activator protein-2

ATP adenozintrifosfat

ccRCC svétlobunécni karcinom ledviny

cdc4?2 cell division control protein 42
chRCC chromofobni karcinom ledviny

COX-2  cyklooxygenaza-2

DAPK death-associated proetein kindzy

DNA deoxyribonukleova kyselina

E2F4 early gene 2 factor isoform 4

EMT epitelidiné-mesenchymalni prechod
ER endoplazmatické retikulum

Erg-1 early growth response protein-1

GLO | glyoxalaza |

GSK3B  glykogen syntaza kindza 33

HCC hepatocelularni karcinom

HIF hypoxia-inducible factor

HMGB-1 high mobility group box 1

hVps34 homologue of vacuolar protein sorting 34
IKK IkB kindza

IL-6 interleukin 6
kB inhibitor kB
JAK Janus kinaza

MAPK  mitogen-activated protein kinase

mDial  mammalian Diaphanous related formin 1
MSR1 makrofagovy skavengerovy receptor 1
MTORC1 mammalian target of rapamycin complex 1
NEMO  NF-kB essential modulator

NF-kB nuklearni faktor kB

NOS syntaza oxidu dusného

Nrf2 nuclear factor erytroid 2-related factor
OST-48 oligosacharyl transferaza-48

PKB proteinkindza B

pRCC papilarni karcinom ledviny

PRR pattern-recognition receptor

RAGE receptor for advanced glycation endproducts
RCC karcinom ledviny

RNA ribonukleova kyselina

SRAGE  solubilni RAGE



Src sarcoma family protein

STAT3  signal transducers and activators of transcription 3
TLR Toll like receptor

TLR2/4  adaptorové proteiny Toll-like receptoru-2 a -4
VEGF vascular endothelal growth factor

VHL gen von Hippel-Lindauov gen
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1. ABSTRAKT

Receptor pro produkty pokrocilé glykace (RAGE), solubilni RAGE (sRAGE) a ich ligandy
maji vyznamné postaveni v patogeneze karcinomu. Glyoxaldza | (GLO1) je enzym, ktery
detoxifikuje prekuzory produktl pokrocilé glykace (AGE). Pouzitim PCR-RFLP jsme
analyzovali u 214 pacientd a 154 zdravych kontrol ¢tyti polymorfizmy RAGE (rs1800625
RAGE -429T/C, rs1800624 -374T/A, rs3134940 2184A/G, rs2070600 557G/A (G82S), a
GLO1 rs4746 419A/C(E111A)). Zjistili jsme vyznamnou diferenci ve frekvenci alel a
genotypu GLO1 E111A (419A/C) SNP mezi nemocnymi a kontrolni skupinou — vyssi
frekvence alely C u ccRCC—58.6 vs. 44,5 % a neZ u kontrol, OR (95 % CI) 1.77 (1.32—
2.38), p=0.0002 (corrected p=0.001); OR (95 % Cl) CC vs. AA 2.76 (1.5-4.80), p=0.0004
(corrected p=0.002); a AC+CC vs. AA 2.03 (1.23-3.30), p=0.0034 (corrected p=0.017).
Hodnoty sRAGE jsme hodnotili v podskupiné 132 pacientli. SRAGE jsme stanovovali
pred operaci a tfi tydny, tfi mésice a 6 mésicli po operaci a v dobé relapsu. Podle relapsu
jsme nemocné rozdélili do dvou skupin. Ve skupiné bez relapsu doslo v pribéhu
sledovani k elevaci sSRAGE. Hodnota sRAGE u pacientl s relapsem byla stabilni. V nasi
praci jsme nezjistili rozdil mezi kontrolou a skupinou ccRCC. Nase vysledky naznacuiji, ze
existuje spojeni mezi E111A GLO | SNP a vyskytem ccRCC a vyznam sRAGE ve follow-up

nemocnych s lokalizovanym ccRCC.

Klicova slova: RAGE, sRAGE, glyoxalaza |, karcinom ledviny, polymorfismus



The receptor for advanced glycation end products (RAGE), soluble RAGE (sRAGE) and
its ligands are involved in the pathogenesis of cancer. Glyoxalase | (GLO1) is an enzyme
which detoxifies advanced glycation end product (AGE) precursors. Four
polymorphisms of RAGE (rs1800625 RAGE -429T/C, rs1800624 -374T/A, rs3134940
2184A/G, rs2070600 557G/A (G82S), and GLO1 rs4746 419A/C(E111A)) were
determined by PCR-RFLP in 214 patients with ccRCC. A group of 154 healthy subjects
was used as control. We found significant differences in the allelic and genotype
frequencies of GLO1 E111A (419A/C) SNP between patients and controls—higher
frequency of the C allele in ccRCC—58.6 vs. 44.5 % in controls, OR (95 % Cl) 1.77 (1.32—-
2.38), p=0.0002 (corrected p=0.001); OR (95 % Cl) CC vs. AA 2.76 (1.5-4.80), p=0.0004
(corrected p=0.002); and AC+CC vs. AA 2.03 (1.23-3.30), p=0.0034 (corrected p=0.017).
The values of sRAGE in a subgroup of 132 patients were evaluated before and three
weeks, three and six months after surgery and in cancer relapse. According to relapse
of the cancer the patients were divided into two groups. The postoperative elevation of
SRAGE was seen in group of ccRCC without relapse. Stable postoperative sSRAGE were
in group with relapse. We have not detected the difference between sRAGE in ccRCC
group and control group. Our results demonstrate the link of E111A GLO1 SNP to the
presence of the tumor and the significance of sRAGE in follow-up of localised renal

cancer after surgery.

Key words: RAGE, sRAGE, glyoxalase |, renal cell cancer, polymorphism



2. UvoD

2.1. Karcinom ledviny
Karcinom ledviny (RCC) pfedstavuje 2 az 3 % vSech solidnich nador( dospélé populace.
Nejvyssi vyskyt tohto karcinomu je v krajinach zdpadniho svéta. Incidence v Ceské re-
publice patfi mezi nejvyssi na svété, v roce 2013 byla incidence 15 : 100 000 obyvatel. |
kdy? ve vétsiné krajin incidence karcinomu ledviny ma stoupajici trend, v Ceské repub-
lice se za poslednich 10 let téméf neméni. V krajinach Evropy mortalita od roku 1990
pozvolna klesd, také v Ceské republice je zfetelny pokles, aviak v nékterych krajinach
Evropy incidence dale stoupd, napf. na Slovensku (Levi F. et al., 2008). Karcinom posti-
huje ¢astéji muze v poméru 1,5 az 2 : 1. Nador se diagnostikuje nejéastéji mezi 60 — 70
lety, ale vyskytuje se i v mladSim véku. Mezi etiologické faktory patfi koureni, obezita,
hypertenze, acetaminophen, virova hepatitida. Vyskyt karcinomu ledviny u prvostup-
nového pribuzného také predstavuje vyssi riziko (Clague J. et al., 2009). Protektivni efekt
ma konzumace zeleniny (Wood C. et al., 2008) a mirna konzumace alkoholu (Bellocco
R.etal., 2012; Song D.Y. et al., 2012), téZ vyhybdani se hlavnim rizikovym faktor(m: kou-

feni a obezité.

V minulosti bylo obvyklé, Ze se nadory ledviny projevovali klasickou triddou: hmatna
rezistence, bolest, makroskopickda hematurie. V poslednich patnacti az dvaceti letech se
pocet incidentdalné diagnostikovanych nadord ledvin prudce zvysil z dGvodu rozsireného
pouZzivani sonografie, vypocetni tomografie a magnetické rezonance. Dfivéjsi diagnos-
tika karcinomu ledviny zlepsila celkové preziti pacientl s timto onemocnénim. Pacienti
se symptomatickym RCC maji méné pfiznivé 5-leté preZiti v porovnani s incidentdlne
zjisténym RCC (59,4% vs. 88,1%), navic pacienti s lokalnimi symptomy dosahli 5-letého
preziti v 75,4% v porovnani s nemocnymi se systémovou symptomatologii 44% (Ka-

waciuk | et al., 2008). Kromé vySe uvedenych tfi pfiznak(, se lokalné pokrocily nador



muzZe projevit varikokélou u muzd, pfip. otokem dolnich koncetin pfi trombdze vena
cava inferior. Mezi paraneoplastické projevy patfi hypertenze (z didvodu nadprodukce
reninu), hyperkalcémie (proukde parathormon like-peptidu), polycytémie (nadpro-
dukce erytropoetinu), anémie, zfidkavé hepatopatie, amyloiddza, porucha metaboli-

zmu glukoézy (Moravek P., 2005).

V soucasné dobé pouzivame histopatologickou WHO (World Health Organization) kla-
sifikaci z roku 2004, ktera byla modifikovana ve Vancouveru ISUP (International Society
of Urological Pathology) v roku 2015. Mezi nejcastéji se vykytujici histopatologické en-
tity fadime: svétlobunécény RCC (ccRCC), papildrni RCC (pRCC — typ | a typ Il) a chromo-
fobni RCC (chRCC). Ostatni nadory tvofi pfiblizné 10-15 %. Mezi ostatni nddory ledvin
fadime onkocytom, angiomyolipom, hereditarni nadory ledvin, papildrni adenoma a
dalsi. Histopatologicka klasifikace byla potvrzena take cytogenetickymi a genetickymi

analyzami (Yang X.J. et al., 2005; Linehan W.M. et al., 2004; Furge K.A. et al., 2007).

Priblizné 30 % pacientl je diagnostikovano s lokalné pokrocilym nebo metastatickym
onemocnénim, pfitom u jedné tretiny nemocnych s puUvodné lokalizovanym
karcinomem dojde v pribéhu sledovani k lokalni nebo vzdalené recidivé (Janzen N.K. et
al., 2003). Jedinou kurativni Ié¢ebnou metodou zUstava chirurgickd lé¢ba. Karcinom
ledviny je chemo- i radiorezistentni. Vysledky terapie metastatického karcinomu ledviny
jsou i pres biologickou terapii neuspokojivé. Pétileté preziti dosahuje ve IV. stadiu

onemocnéni jen 32 % nemocnych (Janzen N.K. et al., 2003).

2.1.1. Svétlobunécni karcinom ledviny (ccRCC)

Svétlobunéncny karcinom je nejcastéjSim nadorem ledvin. Pfedstavuje 70-80% vsech
karcinomu ledviny. Pétileté nddorovo specifické prezitije v I. Il 1ll. a IV. TNM stadiu 91%,

74%, 67% a 32% (Janzen N.K. et al., 2003).
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Hereditarni svétlobunécény karcinom ledviny, predstavuje 4% vSech karcinom( ledvin,
rozviji se spolu s von Hippelovou-Lindauovou (VHL) chorobou. Je to autosomalné domi-
nantni onemocnéni s incidenci 1 : 36 000 (Vira M.A. et al., 2007) a je spojeno s mutaci
tumor supresorového VHL genu, ktery je lokalizovan na 3p25 chromosomu 3. Pfi tomto
onemocnéni se v mnoha organech vyviji fada cyst a nddor(. Typické jsou: feochromo-
cytom, angiom sitnice, hemangioblastom mozkového kmene, mozecku nebo michy,
pfip. cysty ledviny, pankreatu, nador vnitiniho ucha nebo papilarni cystadenom nadva-
rlete. Karcinom ledviny se vyvine u 35-50 %. Nemocny s VHL chorobou ma jiz vrozenou
mutaci jedné alely a druha je pozdéji inaktivovana mutaci, hypermetylaci nebo jinym
procesem, ktery vede ke ztraté heterozygosity. Naproti tomu u sporadického karcinomu

musi dojit k ndhodné mutaci jedné a pak také i druhé alely.

V patogenezi karcinomu ledviny se nejc¢astéji vykytuje ztrata chromosomu 3pa v 70 —
90 % mutace VHL (von Hippel-Lindau) genu na chromosomu 3p25, vysledkem je inakti-
vace tumor supresorového genu VHL a tim i protektivni efekt pVHL (protein VHL). pVHL
je komponentou ubiquitin ligdzového komplexu, ktery také obsahuje elongin B, elongin
C, Cul2, and Rbx1 (Kaelin W.G. et al., 2007). Pfi dostate¢né oxygenaci komplex vaze
pfimo alfa podjednotku heterodimérniho transkripéniho faktoru HIF (hypoxia-inducible
factor), ktera je smérovana k proteasomalni degradaci. Pfi hypoxii (nebo v bunkach s
defektnim pVHL) neni HIFa rozpoznan a navazan na VHL protein, vytvari dimér s HIFj,
ktery je translokovan do jadra, kde aktivuje transkripci cilovych 100-200 gen, véetné
VEGF (vascular endothelial growth factor), EGFR (epidermal growth factor receptor),
PDGF (platelet-derived growth faktor), GLUT-1 (transportér glukdézy 1), TGF-a a erytro-
poetin, karobanhydrdazy IX (Gallego G.A. et al., 2012). pVHL obsahuje dvé hot-spots pro
missense mutatace, zvané alfa a beta doména. Alfa doména je nevyhnutnd k vazbé
elonginu C a tim i zbytku ubiquintinového ligdzového komplexu, zatim co beta doména

vaze primo HIFa (Kaelin W.G. et al., 2002). Na to aby byl HIF-a rozpoznan pVHL, je ne-

11



vyhnutna jeho hydroxalce. HIF-a je taktéZ regulovan i dalSmi drahami, zejména stimu-
laci signalni drahy phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/AKT/ mammalian target of ra-
pamycin (MTOR) a RAS-RAF-MEK-ERK, které jsou aktivovany navdzanim rlstovych fak-

torU na receptor tyrozinkindzy (Hay N. et al., 2005).

2.1.2 Markery karcinomu ledviny

Pfesny mechanismus vzniku a progrese ccRCC zatim neni zcela jasny. Byla zkoumdna
fada potencionalnich biomarker(, ale Zddny marker neni pouzitelny v diagnostice nebo
predikci recidivy onemocnéni, ptipadne ucinnosti biologické terapie. Proto zadny ze
zkoumanych markerd nebyl doporucen do rutinni praxe. Nejcastéji zkoumané markery

jsou uvedeny nize.

Karboanhydradza IX

Karboanhydraza IX (CA IX) je jednim ze Ctyr transmembranovych izoenzymu a podili se
na kontrole bunécéné proliferace a transformace. Jeho zvySena exprese byla zjiSténa u
ccRCC a absentovala u papilarniho, chromofébniho karcinomu a onkocytomu. Exprese
CA IX u ccRCC byla popsana jako nezavisly prediktor preziti. NizSi exprese Ca IX byla
spojena vyssim nukledrnim gradem, pfitomnosti metastaz v lymfatickych uzlinach a
vzdalenych metastazach. Stejné tak nizka epxrese Ca IX byla spojend nepfiznivym nado-

rovo-specifickym a celkovym prezitim (Zhao Z. et al., 2014)

GLUT 1-5

Oxidace glukdzy je nejvétsim zdrojem energie pro metabolické procesy v burice. Avsak
nadorové buriky maji redukovanou kapacitu oxidacniho metabolizmu a proto glukézu
metabolizuji glykolyzou. Tento proces je spojen se zvySenou expresi GLUT (Gallego G.A.,
2012). Vyssi exprese GLUT-5 byla prokazana i v burikdch ccRCC a korelovala Fuhrma-

nové gradem, penetraci kapsuly nadoru a invazi do panvicky (Medina-Vilaamil V., 2011).
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p53

p53 je protein kddovany genem TP53, je lokalizovan v oblasti 17p13. Patfi mezi tumor
supresorové geny. K akumulaci p53 proteinu dochadzi v situaci bunééného stresu, kdy
funguje jako primarni transkrip¢ni faktor a podporuje zastaveni bunécného cyklu a re-
paraci DNA a pokud neni reparace mozn4, tak spusti apoptdzu. Reguluje i expresi dalSich
genl podilejicich se na rdstu buriky a angiogenezi. Exprese p53 byla prokdzanau 22 %
lokalizovaného a 51,8 % generalizovaného svétlobunééného karcinomu ledviny a byla
spojena s nepfiznivou prognozou/rychlou progresi onemocnéni ccRCC (Noon A.P. et al.,

2010).

PTEN

PTEN (Homolog fosfatdzy a tensinu) — je tumor supresorovy gen. Nachazi se na chro-
mosomu 10g23.3. Kdéduje protein s aktivitou fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat 3-fosfa-
tazy, jehoz aktivita vede k Gtlumu signalizace AKT/PKB signaliza¢ni kaskady. Déle inhi-
buje aktivitu FAK (fokalni adhezivni kindza) a tim i migraci buriky a pfes MAPK ma vliv
na bunécénou diferenciaci a apoptdzu. Exprese PTEN koreluje s velikosti tumoru, Fuhr-
manové gradem a pozitivnimi lymfatickymi uzlinami. Negativni exprese PTEN byla spo-
jena s vyznamne nizs$im celkovym prezitim nez pti pozitivni expresi PTEN. PTEN je také

nezavislym prognostickym faktorem (Zhu C. et al., 2015).

E-kadherin

EpitelidIni kadherin (E-kadherin) je pfitomen v epitelidlnich burikach, zprostredkovava
spojeni mezi kalcium dependentnimi adhezivnimi molekulami. E-kadherin je Zivotné du-
leZité pro udrzeni bunécné morfologie, bunécné polarity a spojeni mezi burikami. Navic,
E-kadherin se podili na prenosu signalnich molekul, ktera se podili na pfenosu informaci
mezi bunnkami. Exprese E-kadherinu byla prokazana u 32 % v nadorové tkani ccRCC a

byla vyznamné nizsi nez ve zdravé tkani 91%. Nizka exprese E-kadherinu korelovala se
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stupném diferenciace nddoru, klinickym stadiem a pfitomnosti vzdalenych metastaz

(Cai J., 2013).

CD44

Antigen CD44 je povrchovy glykoproetin burky. Podili se na mezibunécné interakci, ad-
hesivité a migraci buriky. Je kédovan CD44 genem na chromosomu 11. CD44 participuje
na radé bunéncnych funkcii, zejména aktivaci, recirkulaci a navadéni lymfocytd, hema-
topoéze a metastatickém Sifeni tumoru. Meta-analyza z roku 2015 prokdazala vyuZiti
CD44 jako prognostického markeru u ccRCC. Vysoka exprese CD44 korelovala s vysokym
Fuhrmanové gradem, relapsem onemocnéni, mikrovaskuldrn invazivitou a nepfiznivou

progndzou (Li X. et al., 2015)

VEGF

VEGF (vascular endothelial growth factor) ma klicovou ulohu v procese angiogeneze.
Ma mitogenni ucinky na endotelie, zvySuje cévni permeabilitu a stimuluje produkci pro-
teolytickych enzymu. Vyssi hodnota VEGF je asociovana s pokrocilejsSim stadiem one-
mocnéni, agresivnéjsim nddorem, horsim celkovym stavem pacienta a nepfiznivou pro-
gnozou (Pena C. et al., 2010; Jacobsen N. et al., 2000). Navic bylo prokazano, ze pacenti
s nejvyssi hodnotou VEGF v séru maji vétsi benefit z terapie sorafenibem nez pacienti
s nizkou koncentraci (Pena C. et al., 2010). Avsak studie hodnotici VEGF jako prediktivni
marker k identifikaci RCC pacientd, ktefi budou mit benefit z VEGF-cilené terapie pfrisla
k nejednoznacnym vysledkim (Escudier B. et al., 2009).

vv v

Bézné dostupné laboratorni parametre

Existuje celd tada publikaci tykajici se moZného vyuziti dostupnich laboratornich
parametrd jako diagnostické nebo prognostické markery. Obecné vysoka hodnota

sedimentace, C-reaktivniho proteinu, laktat dehydrogendzy trombocytdza,
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hyperkalcémie, je spojena s nepfiznivou progndzou. Na nasém pracovisti jsme
hodnocenim vsech bézné dostupnych laboratornich parametrd zjistili korelaci mezi
hladinou orosmukoidu a relapsem onemocnéni do dvou let od operaéniho vykonu pro

lokalizovany karcinom ledviny (Koldova M. et al., 2015).

2.2. RAGE a Glyoxalazal

2.2.1. Lokalizace a fyziologickd funkce RAGE

RAGE (receptor for advanced glycation endproducts) je 35 kDa transmembranovy re-
ceptor, ¢len imunoglobulinové superrodiny (Schmidt A.M. et al., 1995) byl poprvé
popsan v roce 1992 jako receptor pro produkty pokrocilé glykace (Neeper M. et al.,
1992). RAGE gen je lokalizovany na chromozomu 6p21.3, blizko tfidy Ill, hlavniho histo-
kompatibilniho komplexu. Gen kédujici RAGE pozlistava z 11 exon( a 10 intrond. Mira
exprese RAGE je v burikach relativné vysoka v embryonalnim vyvoji, zejména v central-
nim nervovém systému (Alexiou P. et al., 2010). | pres rozsifenou distribuci, RAGE-defi-
cientni mysi netrpéli vyvojovymi nebo funkénimi vadami (Liliensiek B. et al., 2004).
V prubéhu Zivota ve zdravych tkanich se exprese RAGE snizuje, pouze v plicich, zejména
v epitelidlnich burikdch alveoldrniho typu I, je konstitutivne exprimovan (Bierhaus A. et
al., 2005). RAGE je exprimovan také v bunkach imunitniho systému: neutrofily, mono-
cyty-makrofagy, lymfocyty, antigen-presentujici bunky a regulacni T bunky a podili se
na tkdnové hemostdaze, rozliSeni zanétu, regeneraci tkané po akutnim zanétlivém po-
Skozeni (Rojas A. et al., 2010). RAGE sa vyznamne podili na regeneraci a plasticité bunék
periferniho nervového systému a myogenezi (Ramasamy R. et al., 2005; Sorci G. et al.,
2013; Alexiou P. et al., 2010). Navic byla zjistenad epxrese RAGE u eozinofild, které za-
roven uvoliuji také RAGE ligandy a tim dochadzi k vlastni aktivaci RAGE. Eozinofily se
zucastnuji na chronickych zanétlivych onemocnénich, parazitarnich infekcich, alergic-

kych onemocnénich, poranéni tkani a nadorové imunity (Curran C.S. a Bertics P.J.,
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2011). RAGE plsobi v mnoha patologickych procesech jako receptor pro Sirokou sku-
pinu ligand(l. Aktivace RAGE byla prokazana u diabetu, aterosklerdzy, nefropatiich, neu-

rodegenerativnich onemocnéni a malignity (Sorci G. et al., 2013; Raucci A. et al., 2008).

2.2.2. Struktura RAGE

RAGE se sklada z extracelularni, transmebrandsni ¢asti a z koncové oblasti smérované
do cytosolu. Extracelularni ¢ast pozlstava z jedné domény V-typu a dvou domén typu
C. V-doména a C1 doména tvofi samostatnou funkéni jednotku. Kromé ligandu S100A6,
ktery reaguje s C2-doménou, vSechny RAGE-ligandy interaguji s VC1 doménou. Trans-
membrandsni ¢ast ukotvuje RAGE k celularni membréane. Cytoplasmatickd koncova ¢ast
hraje klicovou roli v intracelularni signalizaci (Neeper M. et al., 1992; Gonzales I. et al.,
2013). Byly popsany tfi izoformy RAGE: N-zkracend, dominantné negativni a solubilni.
N-zkracena izoforma nema V doménu, proto nemuze interagovat s ligandy, zatim co
cytoplasmaticka koncova cast chybi u dominantné negativniho RAGE, co ma za nasle-
dek, Ze po navazani ligandu nedojde k signdlni transdukci (Hudson B.I. et al., 2008).

Struktura RAGE genu véetné izoforem je zndzornéna na Obr. 1.

N - zkraceny —dominantne-negativni solubilni RAGE
RAGE RAGE

doména V-typu

doména C-typu

~—
. doména C’-typu
stepeny proteasemi

Jthany Selnbranosy V l 5‘? bunééni
\2222)222222& W&)&O 2\2 22 2\ € A« \2)).‘ membrana

. cytoplasmaticka doména '\ alternativni
splicing

Obr. 1 Struktura RAGE genu, véetné izoforem

Zdroj: Modifikovano podle (Lee E.J. a Park J.H., 2013).
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2.2.3. sRAGE

SRAGE vznika alternativnim sestfihem RNA nebo protedzovou aktivitou z RAGE. Nem3
transmembranovou ¢ast, proto muze cirkulovat mimo buriku a vazat RAGE ligandy a tak
neutralizovat jejich efekt. SRAGE mad vétsi afinitu vazat ligandy nez kompletni RAGE.
Timto zplsobem SRAGE neutralizuje efekt ligand( (Bierhaus A. et al., 2005). Taktéz bylo
prokazano, Ze SRAGE interaguje s RAGE a tim inhibuje homodimerizaci RAGE a signalni
transdukci (Koch M. et al., 2010). SRAGE muze slouzit i jako prevence v aktivaci post
RAGE signalni trandsukce z divodu negativni zpétné odpovédi (Yonekura H. et al.,
2003). Nékolik studii poukdzalo na inverzni souvislost mezi hladinou SRAGE a karcino-
mem pankreatu (Krechler T. et al., 2010), jater (Moy K.A. et al., 2013), prsu (Tesafova P.

et al., 2007), plic (Jing R. et al., 2010), kolorektalniho karcinomu (Jiao L. et al., 2012).

2.2.4. Regulace exprese RAGE

RAGE, na rozdil od vétsiny receptorui, které pti zvySené koncentraci svych ligandd tlumi
vlastni expresi, ma jeho interakce s ligandem pozitivni vliv na expresi. Po stimulaci RAGE
dochadzi k translokaci transkripéniho faktoru NF-kB (nuklearni faktor kB) do jadra a
k jeho vazbé na promotor oblasti pro RAGE, tim se zvySi mRNA translace. Navic NF-kB
se také vaze na promoter oblasti pro glyoxalasu | (GIO I) a inhibuje jeji expresi. GIO |
inaktivuje prekurzory AGE, metylglyoxal katalyzuje na laktat a tim dochadzi k redukci
AGE. Aktivace RAGE zvysuje produkci AGE, potlacenim degradace jejich prekurzort (Yao
D. a Brownlee M., 2010). Timto mechanizmem dochadzi k abnormalni upregulaci a
aktivaci RAGE a spusténi zanétlivych a imunitnich odpovédi, které vedou ke vzniku jiz

vySe uvedenych onemocnéni.

2.2.5. Glyoxalaza |
Glyoxaldza 1, je hlavnim enzymem glyoxaldazového komplexu. Gen kodujici GLO | je
lokalizovan na chromozomu 6p21.2 mezi HLA a centromery a obsahuje 6 exonl. GLO |

je odpovédna za konverzi reaktivnich dikarbonyld na netoxické meziprodukty a tim
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chrani zivé bunky pred produkci a akumulaci produktd pokrocilé glykace (AGEs). Pokles
aktivity GLO | vede ke zvySené tvorbé AGEs a tim k poskozeni tkané (Thornalley P.J.,
2003 a Thornalley P.J., 2007). Glyoxaldza | reguluje také preziti a proliferaci nadorovych
bunék. Jeji exprese je stimulovana aktivaci AP-2 (activator protein-2), E2F4 (early gene
2 factor isoform 4) a Nrf2 (nuclear factor erytroid 2-related factor). ZvySena exprese
GLO | aktivuje NF-kB a signalni drahu PI3K/Akt a tak podporuje preziti a proliferaci
bunky. ZvySena exprese GLO | redukuje tvorbu AGEs zvySenim metabolizmu
metylgyoxalu. Vysledkem je inaktivace p38/MAPK signalni drahy a sniZeni exprese p53
a Bax a tim i inhibice apoptdzy (Geng X. et al., 2014). Upregulace GLO | byla prokazana
u karcinomu Zaludku (Cheng W.L. et al., 2012), prostaty (Baunacke M. et al., 2014),
endometria (Wang Y. et al.,, 2012) a jater (Dong L. et al., 2012). U proliferujicich bunék
dochadzi ke zvyseni intracelularniho glyoxalu a metylglyoxalu, proto vyssi exprese GLO

I ma dulezitou roli v preziti nadorovych bunék (Geng X. et al., 2014).

2.2.6. RAGE ligandy

RAGE vaze velké mnoistvi ligandl véetné AGEs (Advanced Glycation End Products,
produkty pokrocilé glykace) (Ramasamy R. et al., 2005), S100 proteiny/kalgranulin
(Leclerc E. et al., 2009) a protein HMBG-1 (high mobility group box protein 1) (Wu X. et
al., 2013), Mac-1, glykosaminoglykany ¢i kyselinu lysofosfatidovou, fosfatidylserin (He
M. et al., 2011), C3 (Ruan B.H. et al., 2010), AOPPs (produkty pokrocilé oxidace protein)
(Zhou L.L. et al., 2012) a dalsi. | kdyzZ jsou tyto ligandy strukturdlne odlisné, receptor
rozpozna ligandy pres specifické molekularni vzory a vaze je nejcastéji prostrednictvim
V-domény pomoci elektrostatickych sil, které vznikaji mezi kladné nabitou
ektodoménou RAGE a negativné nabitym ligandem (Fritz G., 2011), proto RAGE patfi
mezi PRR (pattern-recognition receptor). Po interakci RAGE a ligand(i dochadzi
k aktivaci mnoha signalnich drah, které v zavislosti na typu ligandu, prostredi a

stimulované bunky vedou k prislusné bunécné odpovédi. Vysledkem je zvySeni bunécné
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proliferace, prezivani bunék, autofagie, angiogeneze i omezeni apoptdzy (Malik P. et al.,

2015) a nekrdzy (pfi depleci ATP) (Sparvero L.J. et al., 2009).

AGEs

AGEs tvofi heterogenni skupinu latek, vznikaji neenzymatickou glykaci a jejich tvorba je
potencovana vlivem karbonylového a oxidacniho stresu. Kumuluji se v organizmu pfi
starnuti, pfi hyperglykemii, zanétlivych onemocnénich a renalnim sehlani. AGEs se vazi
s vysokou afinitou k RAGE. Kromé vazby na RAGE, také modifikuji proteiny a méni jejich
fyzikdlni a chemické vlastnosti (Kalousova M. et al., 2014). VaZou se i na jiné receptory
napf. MSR1 (makrofagovy skavengerovy receptor 1) (Araki N. et al., 1995), OST-48
(oligosacharyl transferaza-48, resp. AGE-R1), 80K-H fosfoprotein (AGE-R2), a galektin-3
(AGE-R3) (Thornalley P.J., 1998), LOX-1 (lecithin-like oxidized low density
lipoprotein receptor) (Jono T. et al., 2002), CD36 (Ohgami N. et al., 2001) a dalsi.
Interakce téchto receptort s AGE ovliviiuje regulaci endocytdzy a degradaci AGEs. Avsak
po vazbé na RAGE dochazi ke spusténi signdlnich kaskad, které vedou k radé
diabetickych komplikaci, aterosklerdze, kardiovaskuldrnim onemocnénim, nefropatii a
chronickému zanétu (Fritz G., 2011). Predpoklada se zvySend akumulace AGEs i
v neoplastickych bunkach, protoZe jsou tyto bunky charakteristické zvySenym pfijmem

glukdzy a vysokou glykolyzou (Logsdon C.D. et al., 2007).

HMGB-1

HMGB-1 (High mobility group box 1), nazyva se také amfoterin. Vyskytuje se v jadre i
cytoplasmé bunky. V jadie se vyskytuje v neacetylované forme, po hyperacetylaci je
translokovan do cytoplasmy. V jadre interaguje s nukleozémy, transkripénimi faktory a
histény. Podporuje transkripci genli a reparaci DNA, remodelaci chromatinu a méni
strukturu nukleozom (Bianchi M.E. a Agresti A., 2005; Klune J.R. et al., 2008).
Cytosolicky HMGB-1 ma pozitivni vliv na regulaci autofagie. Jeho exprese zavisi na typu

a stavu tkané (Sparvero L.J. et al., 2009). MuizZe byt také uvolnén do extracelularniho
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prostoru pti nekréze burnky permeabilizovanou membrdnou nebo je aktivné secernovan
makrofagy, NK burikami a zralymi dendritickymi bufikami. Podnétem k aktivni secernaci
je aktivace signalni drahy pres nuklearni faktor kB (NFkB). HMGB-1 plsobi jako
extraceluldrni cytokin (Sparvero L.J. et al., 2009), ktery je vyuZivan imunitnim systémem
k rozpoznani poskozeni tkaniva, iniciaci reparacnich mechanizmi a podpore dozravani
lymfocytl (Ulloa L. a Messmer D., 2006). Také plsobi jako silny prozanétlivy aktivator a
tak prispiva k patogenezi rldznych zanétlivych onemocnéni (Logsdon C.D. et al.,,

2007). Kromé RAGE interaguje s dalSimi receptory TLR (Toll like receptor).

5100 proteiny/kalgranulin

Dosud bylo popsano 21 rGznych lidskych S100 proteind. Vétsina jsou homodiméry,
sloZzené z dvou identickych polypeptid(, které jsou spojené non-kovalentni vazbou. Jsou
charakterizovany pritomnosti dvou EF-hand domén (zavit-smycka-zavit). Obsahuji dvé
rznd mista schopna vazat kalcium, nékteré typy mohou vazat i zinek a méd. S100
proteiny jsou lokalizovany predevSim intraceluldrné, kde se podileji na radé
nitrobunécénych déjli, zejména na kontraktilité, bunécném ristu, diferenciaci bunék,
Ca?* homeostaze, aktivité enzym, regulaci bunééného cyklu, transkripci a také sekreci.
Nékteré typy jsou vyhradné extracelularni, vykazujici vlastnosti podobné cytokintim. Po
navazani kalcia na S100 dochazi ke konformacni zméné proteinu, zméni se povrchovy
naboj a dostupnost hydrofébnich zbytkd. Vazba kalcia na S100 je nezbytna pro interakci
s RAGE (Gonzales I. et al., 2013; Logsdon C.D. et al., 2007). Predpoklada se role
nékterych S100 proteind v karcinogenezi. Napfiklad sekrece proteinu S100A4 vyrazné
zvySuje potencial nadoru zakladat vzdalené metastazy (Garrett S.C. et al., 2008).
Zvysena exprese heterokomplexu S100A8/A9 (kalprotektin) byla popsana u karcinomu
Zaludku, pankreatu (Gebhardt C. et al., 2008), kolon (Turovskaya O. et al., 2008) a
rendlniho karcinomu (Zhang L. et al., 2015). S100A12 (EN-RAGE) byl popsan u karcinomu
mocového méchyre (Khorramdelazad H. et al., 2015), orofaryngealni oblasti (Funk S. et

al., 2015). V nasi preliminarni studii jsme také prokazali vyznam proteinu S100A12 u
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karcinomu ledviny. Zjistili jsme vyznamne vyssi hladiny ve skupiné pacientll s ccRCC
v porovnani se zdravou skupinou (Chocholaty M. et al., 2015). Jeho zvysena

koncentrace je typickd pro zdnétlivé onemocneni. (van de Logt F. a Day A.S., 2013).

2.2.7. Signdlni drahy

Signalizace RAGE je komplexni nejen proto, Ze je multigandovy receptor a aktivuje celou
fadu signalnich drah ale také proto, Ze jeho ligandy se také vazou na dalsi receptory,
které také aktivuji fadu signalnich drah. Navic aktivace/inhibice signalni drahy pres
RAGE je zdavisla na koncentraci ligandu, prostredi a typu bunky (Xie J. et al., 2013).

Signalni drahy aktivované navdzanim RAGE-ligand(i na RAGE jsou zndzornény na Obr. 2.

Aktivace RAGE na urovni cytosolové domény

Cytosolové doméné chybi tyrozin kindzova aktivita. Klicovym mediatorem ke spusténi
intracelularnich signdlnich drah je protein mDial (mammalian Diaphanous related
formin 1). Patfi do skupiny proteinové rodiny formin(, které se podili na kontrole
migrace a déleni bunék. Je kddovan genem Diaph1 lokalizovaném na chromozomu 531
(Hudson B.I. et al., 2008). Zvysend exprese RAGE stimuluje tvorbu mDial proteinu, na
druhé strané vsak deplece genu Diaphl nema vliv na hladinu RAGE proteint (Toure F.
et al., 2012). Signalni drahy kontrolované mDial proteinem stimuluji cdc42/Rac-1 (cell
division control protein 42/Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), Erg-1 (early
growth response protein-1, proteinkindza B (PKB, Akt), a glykogen syntdza kinaza 3

(GSK3P) (Xie J. et al., 2013).
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AB, AGEs, AP, AGES,
. ’ HMGB1, $100s ’ HMGB1, $100s

Autofagia

Bunécna proliferace,
diferenciace a motilita

Obr. 2. Aktivace RAGE celou fadou ligand spousti specifické signalni drahy v burice.
Ligandova vazba zpusobuje RAGE oligomerizaci (nebo stabilizaci RAGE oligomer() a
asociaci RAGE cytoplasmatické domény s adaptori Dia-1, TIRAP-MyD88 a/nebo dosud
neidentifikovanymi adaptori (X), které nasledné aktivuji signalni molekuly zasahujici
transkripéni faktory NF-kB, AP-1, CREB, STAT3 a/nebo myogenin. Tim RAGE reguluje
zanétlivou odpovéd a/nebo bunéénou proliferaci, preziti, diferenciace a motilitu bunék

specifickym zplsobem. Zdroj: Modifikovano podle (Sorci G. et al., 2013).

Dalsim zpUsobem aktivace signalni drahy pres cytosoli doménu je navdazani tyrozin
kinazy. Sarcoma family protein (Src) je typicka tyrosin kindza, ktera se ¢asto asocijuje
s receptory bez tyrozin kindzové aktivity (Martin G.S., 2001). Toto potvrdili ve své praci

Reddy et al., ktefi prokdazali aktivaci Src po navazani ligandu S100B na RAGE. Aktivace
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Src ma za nasledek spusténi signalnich kaskad: foforylace kaveolinu-1, ERK, p38MAPK,
NFkB, STAT3 (signal transducers and activators of transcription 3). Stimulace STAT3
muze byt primo prostfednictvim Src nebo pres JAK (Janus kindza) (Reddy M.A. et al.,
2006). Cytosolovda doména RAGE také obsahuje putativni ERK vazici doménu a timto
zplUsobem podporuje jeho aktivaci (Ishihara K. et al., 2003). Sakaguchi et al. zjistili, Ze
cytoplazmatickd doména RAGE je po navazani ligandu fosforylovana proteinkinazou C
(PKCT), nasledné TIRAP a MyD88, adaptorové proteiny Toll-like receptoru-2 a -4
(TLR2/4), interaguji s fosforylovanym RAGE a aktivuji signalni drahy. Autofi timto
prokazali existenci funkéni interakce mezi RAGE a TLR. TLR se podili na koordinaci
regulace zanétlivé a imunitni odpovédi a dalSich funkci bunky (Sakaguchi M. et al.,

2011).

RAGE a Nukledrni protein kB

NF-kB je proteinovy komplex, ktery kontroluje transkripci DNA, produkci cytokin( a pre-
ziti buniky. Md vyznamnou roli v regulaci imunitni odpovédi na infekci. Nespravna regu-
lace NF-kB je spojend se vznikem malignity, zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni,
septického Soku, virové infekce. NF-kB patfi do kategorie "rapid-acting" primarnich
transkripénich faktor( (tj. transkrip¢ni faktory, které jsou pfitomné v bunce v inaktivnim
stavu a nevyzaduji syntézu novych protein, aby doslo k jejich aktivaci, a tim NF-kB patfi
mezi prvni respondéri na skodlivé stimuly bunky. U inaktivnich bunék je NF-kB sekvest-
rovan v cytoplasmé inhibitorem kB (IkB). Aktivace NF-kB je iniciovdna degradaci IkB pro-
teinu a to aktivaci IKK (IkB kindza). IKK je sloZzend s katalytickych podjednotek IKKa, IKKB
a IKKy (NEMO = NF-kB essential modulator). Po aktivaci signdlem IkB kindza fosforyluje
IkB, ktera je nasledné degradovana a NF-kB komplex je uvolnén. Stimulaci RAGE dochazi
k aktivaci MAPK (mitogen-activated protein kinase) signdlni kaskadé, ktera konverguje
do IKK a inhibuje 1B a tim uvolriuje a aktivuje NF-kB (Jacobs M.D. a Harrison S.C., 1998;
Perkins N.D., 2007). DalSim procesem regulovanym signalni drahou RAGE-NF-kB je syn-

téza radikalu oxidu dusného, ktery je vysledkem reakce NOS (syntaza oxidu dusného) a
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superoxidového anidnu, ktery je produkovan NADPH-oxiddzou. NADPH oxiddza mUze
byt také aktivovana pfes AGE-RAGE interakci. Reakci superoxidového radikalu a radikdlu
oxidu dusného vznikd peroxynitrit, ktery splsobuje peroxidaci lipidd, oxidaci a nitraci
protein(l. ZvySend hladina reaktant(i oxidacniho stresu vede k aktivaci NF-kB. Dal$im
pravdépodobnym mechanizmem aktivace NF-kB pres interakci RAGE ligand je PI3K-PKB
draha (Xie J. et al., 2013). Rasheed a Haqqi prokazali, Ze interakce AGE/RAGE zpUsobuje
v chondrocytech stresovou reakci v endoplazmatickém retikulu (ER) s uvolnénim ER
stresovych markerd a nasledné aktivaci p38MAPK a NF-kB a tim potencuje expresi COX-

2 (Rasheed Z. a Haqqi T.M., 2012).

2.2.8. Role RAGE v karcinogenezi

Autofdgie

Autofagie je intracelularni obranny mechanismus, pfi kterém jsou organely a proteiny
sekvestrované do autofagickych vezikul a ndsledné, po spojeni s lyzozémy degradovany.
U malignich bunék tento mechanizmus zvysuje rezistenci buriky pred apoptézou. RAGE
pozitivné reguluje autofagii a tim podporuje prezivani nadorovych bunék. Pfi nutriénim
hladovéni se naindukci autofagie nejvice podili mammalian target of rapamycin
complex 1 (mTORC1), zatim co za fyziologickych podminek je autofégie fizend zejména
pres homologue of vacuolar protein sorting 34 (hVps34), ktery vede k formaci
hVps34/beclinl/autofagozomalniho komplexu (Lipinski M.M. et al., 2010). Hu et al.
prokazali, Ze AGE/RAGE upreguluje autofagii bunék hladkého svalstva cév a to aktivaci
ERK a inhibici PKB (Hu P. et al., 2012). Jina studie zjistila, Ze aktivace ERK prfes RAGE vede
k stimulaci DAPK (death-associated proetein kinazy), ktera nasledné fosforyluje a
aktivuje beclin 1 a tim podporuje autofagii (Kang R. et al., 2011). U karcinomu pankreatu
RAGE ma duleZitou ulohu v karcinogenezi a to indukci a udrzovanim vyssi Urovné

autofagie pres IL-6 a mitochondridlni STAT3. Aktivaci STAT3 dochazi v mitochondriich
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také ke zvySené produkci ATP, kterd podpuruje proliferaci nadorovych bunék (Kang R.

et al., 2012).

Apoptéza

Apoptdza (programovana smrt buriky) je proces, u kterého dochdzi k eliminaci
poskozenych, zatoulanych, mutovanych, starych, ¢i nepotfebnych bunék. Jednim
z mechanizmU aptoptdzy je naruseni rovnovahy faktord proapoptotickych (p53 a bax),
a k protiapoptotickych (bcl-2). Prevaha proapoptotickych signdld vede ke zvyseni
propustnosti vnitfni mitochondrialni membrany a k uvolnéni cytochrému C do cytosolu,
ktery aktivuje kaspazy a apoptdézu. RAGE limituje apoptdézu pres p53-dependentni
mitochondridlni drdhu. RAGE inhibuje translokaci p53 do mitochondrii a tim inhibuje
apoptézu a podporuje preziti buniky (Chipuk J.E. et al., 2004). Navic Lata a Mukherjee
prokazali, Ze u bunék karcinomu prsu se RAGE podili nejen na bunééné proliferaci, ale
také podporuje preziti bunky a to stimulaci fosforylace proteinu AKT a zvySeni exprese

Bcl-2 proteinu (Lata K. a Mukherjee T.K., 2014).

Bunécna proliferace

Mezi signalni drahy aktivované pres RAGE vedouci k proliferaci bunky patfi zejména
JAK/STAT, mTOR a MAPKs (Mitogen-activated protein kinases). MAPKs jsou enzymy ze
skupiny kindz, které se uacastni Sirokého spektra bunécénych pochodl, jako je
regulace exprese gen(, mitdza, bunécna diferenciace a proliferace, ale i programovana
bunécna smrt. Interakce RAGE/ligand muze vést k stimulaci 3 MAPKs: (ERK, p38MAPK
a JNK) a tim i k proliferaci nadorovych bunék (Taguchi A. et al., 2000). JAK/STAT(Janus
Kinase/Signal Transducers and Activator of Transcription) je signalni draha, ktera je
kromé RAGE regulovana také jinymi receptory. K aktivaci JAK dochazi nasledkem
konformaéni zmény receptoru po navdazani ptislusného ligandu, timto zplsobem se
dostanou do tésné blizkosti dvé molekuly JAK asociované s timto receptorem a

navzajem se fosforyluji. Nasledné JAK fosforyluje STAT v oblasti zbytku tyrosinu v
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blizkosti C konce. Po fosforylaci STAT vstupuje ve formé diméru do jadra, kde reguluje
transkripci cilovych genl (Rawlings J.S. et al., 2005). Draha RAGE-JAK2-STAT3 zvysuje
bunécni proliferaci u rendlnich fibroblastd (Huang J.S. et al., 2001) a také bunék

hladkého svalstva v aorté (Meloche J. et al., 2011).

Angiogeneze

U endotelidlnich buriek pfi aktivaci RAGE dochadzi k upregulaci VEGF (vascular
endothelal growth factor) a metalloproteinazy-2, a také k poruseni E-kadherin-
kateninového komplexu, a timto mechanizmem je podporena formace kapilar. Navic
aktivace RAGE také zvySuje permeabilitu endotelu pro makromolekuly, které se také
podileji na angiogenezi. Takino et al. prokazali vyznamnou roli RAGE ve v¢asném
stadiu tumorigeneze hepatoceluldrniho karcinomu jednak upregulaci exprese VEGF
proteinu a vyssi odolnosti nadorovych hepatdlnich bunék v hypoxickém prostredi

z dvodu vyssi exprese RAGE (Takino J. et al., 2012).

Lokdlni invaze a metastatické sifeni

Shen et al. popsali dllezitou roli RAGE v invazivite a metastatickém Sifeni bunék
kolorektalniho karcinomu. Ligand S100P aktivuje RAGE/ERK, kterd podporuje
epitelidlné-mesenchymalni prechod (EMT). Ptfi EMT wvznikaji z epitelidlnich bunék
migrace schopné mesenchymalni bunky. Tento preces je povaZzovan za duileZity ranny
krok umoznujici Sifeni naddorovych bunék. Po potlaceni RAGE doslo v nadorovych
bunikach streva k supresi EMT procesu (Shen Z.Y. et al., 2016). Pro-migracni efekt
S100A4 po spusténi RAGE/Dia-1 signalni drahy u nadorovych bunék stitné Zlazy
pubikovali Medapati et al. Blokace signalni drahy RAGE/Dia-1 mGzZe vést k redukci

lokdlni invaze a metastického Sifeni (Medapati M.R. et al., 2015).
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2.2.9. Vyznam RAGE a Glyoxaldzy I u riiznych typi karcinomii

RAGE je exprimovan v mnoha nadorovych bunkach, napt. karcinomu prsu, kolon, plic,
prostaty, ovaria, melanomu, ledviny a jinych. V procesu karcinogeneze ma RAGE
vyznamnou roli. Podporuje autofdgii, bunécnou proliferaci, angiogenezi, lokalni

invazivitu a metastatické Sifeni nddoru a tlumi apoptézu (Malik P. et al., 2015).

RAGE a karcinom pankreatu

Kang et al. prokazali klicovou roli exprese RAGE v nadorovych burikdch pankreatu v za-
¢atec¢nych stadiich karcinogeneze (Kang R. et al., 2012). Navic hladina epxprese RAGE
koresponduje s metastatickym potencidlem (Takada M. et al., 2001). Ligandy RAGE jsou
také exprimovany ve vyssi mife u karcinomu pankreatu. Exprese S100P proteinu je spe-
cifickd pro karcinom a nebyla detekovana u chronické pankreatitidy (Ohuchida K. et al.,
2006). Zda se, Ze exprese tohoto proteinu se zvysi pfi progresi karcinomu, resp. pfi
transformaci intraepitelialni neoplazie do invazivniho adenokarcinomu (Dowen S.E. et
al., 2005). Zvysena exprese S100P podporuje lokalni rlst a metastatické Sireni nadoru.
Exprese S100A4 koreluje s vysSim patologickym stadiem a nepfiznivou progndzou
(Logsdon C.D. et al., 2007). Hypometilace gen( pro oba proteiny ma za nasledek vyssi
expresi téchto proteinl (Sato N. et al., 2003; Sato N. et al., 2004). Navic vyznamna role
AGEs/RAGE v karcinogenezi karcinomu pankreatu byla nepfimo potvrzena studii, ktera
prokazala, Ze diabetici uzivajici Metformin maji nizsi riziko vzniku karcinomu pankreatu
(Li D. et al., 2009). Metformin je potentni inhibitor procesu glykace (Reddy V.P. a Beyaz
A., 2006). Hladina sRAGE u pacient( s karcinomem je nizsi v porovnani se zdravou po-
pulaci (Jiao L. et al., 2010). Vysledky exprese glyoxalazy | v burikach karcinomu pankre-
atu publikovala pouze jedna prace, kterad prokdzala, Ze glyoxalasa | je exprimovana ve

vy$$i mire v burikach karcinomu pankreatu (Wang Y. et al., 2012).
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Hepatocelularni karcinom

Hladina RAGE v tkani primarniho hepatocelularniho karcinomu byla vyssi v porovnani
s paratumordzni tkani jater (Yaser A.M. et al., 2012). Navic interakce HMGB1 a RAGE
mulze modulovat proliferaci bunék a bunécni cyklus bunék HCC a tim ma vyznamnou
ulohu ve vzniku, migraci a invazivité HCC. HMGB1 mUzZe také po interakci s RAGE indu-
kovat angiogenezi (Chen X. et al., 2014). Inhibice RAGE potladila rlst bunék u HCC (Yaser
A.M. et al.,, 2012). Koncentrace sRAGE negativné korelovala s metastatickym potencia-
lem bunék hepatocelularniho karcinomu (Koles N. et al., 2014). Tento zavér byl potvr-
zen i dalsi studii, ve které zjistili signifikantné vyssi hladinu sRAGE u skupiny pacientt
bez progrese v porovndni se skupinou s progresi HCC (Chen X. et al., 2014). Hu et al.
zjistili, Ze glyoxalaza | je nevyhnutna k progresi HCC. Exprese GLO | byla zvySena v nado-
rové tkani a zamenezeni exprese vyznamné inhibovalo proliferaci HCC bunécnych linii

(Hu X. et al., 2014).

Kolorektani karcinom

Kuniyasu et al. jako prvni prokazali vyssi expresi RAGE u vsech analyzovanych vzorku
kolorektdlniho karcinomu (CRC), navic jeho exprese byla spojend s migraci a invazivitou
nadorovych bunék (Kuniyasu H. et al., 2003) Na jeho prdci navazali Sakellariou et al.,
kteri skoumali expresi AGE, RAGE a GLO1 v nadorové a nenadorové tkani streva. | kdyz
neprokazali rozdil mezi rozsahem exprese AGE a RAGE mezi nadorovou a zdravou tkani,
intenzita exprese AGE i RAGE byla vy3si v nadorové tkani. ZvySena exprese RAGE a AGE
v nadoru byla u 99%, resp. 98,3% vzork(. Navic exprese AGE korelovala s histologickym
gradem onemocnéni. V zdravé tkani stfeva neprokazali expresi GLO | u 78% vzorkl a
mirné pozitivni byla exprese u 22% vzorkl, naproti tomu u bunék CRC byla prokazana
vysoka exprese GLO1. Exprese GLO1 negativné korelovala s T kategorii, ale nekorelovala
s histologickym gradem. Negativni vztah byl prokazan také mezi expresi GLO | a AGE
ve zdravé tkani stfeva i nadorové tkani, tento rozdil vsak byl méné evidentni u nadorové

tkané. Vyssi exprese GLO1 predikovala kratsi preziti (Sakellariou S. et al., 2016). DalSim
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potencidlnim prognostickym markerem, kterého uc¢innost RAGE-dependentni je protein
S100P. Vyssi exprese tohoto proteinu byla spojena s invazivnim a mestatickym CRC
(Shen Z.Y. et al., 2016), navic doxorubicin-rezistentni CRC vykazoval vyssi expresi S100P
v provnani se senzitivnim CRC (Bertram J. et al., 1998). S100A4 je také exprimovan u
CRC a je spojen s invazivnim potencidlem nadoru. Vyse exprese korelovala s prognézou
onemocnéni (Gongoli S. et al., 2002). Exprese HMGB1 a RAGE ma také spojitost s pro-
gresi CRC a soucasné je asociovana s invazi a metastatickym Sifenim CRC (Kuniyasu H.
et al., 2003). Jaio et al. prokdzali ve dvou studiich inverzni souvislost mezi sérovou hod-

notu sRAGE u pacientll s adenomem a karcinom stfeva (Jaio L. et al., 2011 a 2012).

Karcinom prsu

Vyssi exprese RAGE byla indetifikovana nejen u agresivniho karcinomu prsu, ale také v
lymfatickych a vzdalenych metastdzach a byla spojena s nepfiznivou progndzou. Na my-
Sich modelech blokovanim RAGE signalni drany doslo k inhibici rlstu primarniho na-
doru, metastaz a angiogeneze (Nasser M.W. et al., 2015). Kromé toho, RAGE vaze
S100A8/A9, ¢im rekrutuje MDSCs (myeloid derived suppressor cells) a podporuje rist a
mestaticky potencial karcinomu prsu (Nasser M.W. et al., 2016). Toto potvrdili ve své
praci i Yin et al., ktefi prokazali, Ze interakce RAGE-S100A8/A9 stimuluje migraci a inva-
zivitu bunék karcinomu prsu pres polymerizaci aktinu a epitelidiniho mesenchymalniho
prechodu (Yin, C. et al., 2013). Vyznamnou roli v karcinogenezi ma i interakce
RAGE/S100A7 (Nasser M.W. et al., 2015). Tesarova et al. zjistili, Ze sniZzena sérova hod-
nota SRAGE m{iZe mit souvislost s progresi onemocnéni a nepfiznivou prognézou. Nao-
pak vyssi hladina sRAGE byla detekovana u pacientek s nizsim gradem a pozitivnimi es-
trogenovymi receptory (Tesarova P. et al., 2007). Stoetzer et al. rozsifili vyznam sRAGE
jako prediktora odpovédi na neoadjuvantni chemoterapii u lokalizovaného karcinomu
prsu. Objevili, Ze nizka hladina sSRAGE koreluje s nulovou odpovédi na neodjuvantni che-

moterapii u lokalizovaného karcinumu prsu (Stoetzer O.J. et al, 2013). Vyssi exprese
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GLO | byla zjisténa u 79 % karcinomu prsu. Up-regulace GLOI korelovala s nepfiznivym

gradem (Fonseca-Sanchez M.A. et al., 2012).

Karcinom Zaludku

Wang et al. jako prvni analyzovali expresi RAGE v tkdni karcinomu Zaludku (GC) a ve
zdravé tkani Zaludku. Zjistili vyssi epxpresi RAGE u 63 % karcinomu v porovnani se zdra-
vou tkani. Vyssi exprese RAGE korelovala s histologickym gradem, postizenim lymfatic-
kych uzlin, pfitomnosti metastaz a stadia onemocnéni, ale nekorelovala s pohlavim, vé-
kem velikosti tumoru. Skupina s vyssi expresi RAGE méla neptiznivéjsi celkové preziti
v porovnani se skupinou s nizsi expresi (Wang D. et al., 2015). O vyznamu RAGE v karci-
nogenezi GC svéddi i to, Ze inhibice RAGE redukovala proliferaci a invazivitu bunék GC
(Xu X.C. et al., 2013). GIO | mda vyznamnou roli také u karcinomu Zaludku. Byla deteko-
vana vyssi exprese GLO | v nadorové tkani v porovnani se zdravym tkanivem. Vyssi ex-
prese byla spojena s lokalni invazi karcinomu, postizenim miznich uzlin, patologickym
stadiem onemocnéni. Skupina pacientl s nizsi expresi GLO | méla priznivéjsi prognodzu.
Na druhé strané inhibice GLO | vedla k poklesu migrace a invazitiy bunék (Cheng W.L. et

al., 2012).

Karcinom plic

U karcinomu plic je na rozdil od jinych nador(, hladina exprese RAGE nizka. Nizkda ex-
prese koreluje se zvysenym lokalnim rastem a invazivitou nadoru (Bartling B. et al.,
2005). Vysetfenim exprese RAGE v normalni tkani a v tkani nemalobunécéného karci-
nomu plic se zjistilo, Ze v nddorové tkani je vyznamné redukovana nebo zcela chybi ex-
prese RAGE na transkripcni i proteinové urovni. Stejna redukce byla detekovana i u dla-
zidovobunécného karcinomu a adenokarcinomu (Bartling B. et al., 2005), proto muze
mit RAGE gen vyznamnou ulohu v diagnostice karcinomu plic, resp. v diskriminaci mezi

maligni a normalni tkani (Hofmann H.S. et al., 2004). Potencionalnim diagnostickym a
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prognostickym biomarkerem se jevi i SRAGE. Sérové hodnoty sRAGE jsou snizené v po-
rovnani se zdravou kontrolni skupinou (Jing R. et al., 2010). Navic plicni metastazy kar-
cinomu ledviny a kolon vykazuji stejnou redukci exprese RAGE jako je v primdrnim plic-
nim nadoru. RAGE ligandy jsou u karcinomu plic vysoce exprimovany. Vysoka exprese
S100 proteinU je spojend s nepfiznivou progndzou a prezitim u pacientd s karcinomem
plic (Diederisch S. et al., 2004). Rovnaké vysledky byly popsany i u HMGB1 (Liu P.L. et

al., 2010).

Karcinom prostaty

V nékolika studiich byla popsana vyssi exprese RAGE a HMGB1 u karcinomu prostaty.
Ishiguro et al. zjistili, Ze pacienti s nelé¢enym nebo hormonadlné refrakternim karcino-
mem prostaty vykazuji signifikantné vyssi expresi RAGE a HMGB1 (Ishiguro H. et al.,
2005). Navic Kuniyasu et al. zjistili vys$si expresi RAGE a HMGB1 jak v nadorovych, tak i
stromadlnich bunkach metastatického karcinomu prostaty v porovnani s lokalizovanym
karcinomem (Kuniyasu H. et al., 2003). Dalsi prace také potvrdila vyssi expressi RNA i
proteinu RAGE u pacient( ve tkani karcinomu prostaty v porovnani s nenadorovou tkani
prostaty u toho samého pacienta (Lu B. et al., 2010). Zhao et al. poukazali, na mozny
prognosticky vyznam RAGE a HMGB1, vyssi exprese byla diagnostikovana u pacientd
v lll. a V. stadiu onemocnéni a spojena s nepfiznivou progndzou (Zhao C.B. et al., 2014).
Kromé HMGB1, byly v nddorovych prostatickych burnkdach identifikovany i dalsi ligandy
S100A8, S100A9, S100A4 (Hermani A. et al., 2006; Gupta S. et al., 2003). Hermani et al.
zjistili, Ze ligandy S100A8, S100A9 jsou produkovany nadorovymi burikami prostaty spo-
le¢ne s RAGE a také prokazali i jejich vyssi expresi v téchto burikach (Hermani A. et al.,
2006). Navic vyssi exprese téchto ligandl byla spojena s agresivnéjsim pribéhem one-
mocnéni a také kratsi dobou do lokalni recidivy u pacientd po radikdIni prostatektomii
(Yun S.J. et al., 2015). Antognelli et al. prokazali vyssi aktivitu v burikach karcinomu pro-

staty, navic aktivita korelovala s neptiznivou prognézou (Antognelli C. et al., 2013).
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Ostatni urologické malignity

Role RAGE v patogeneze testikukalnich nador(i a karcinomu penisu zatim nebyla zkou-
mana. U karcinomu mocového méchyre Khorramdelazad et al. prokazali, Ze interakce
RAGE a S100A12 ma vyznamnou ulohu v patogenezi a progresi karcinomu mocového
méchyre (Khorramdelazad H. et al., 2015). Mearini et al. zkoumali expresi glyoxalaso-
vého systému ve vzorcich superficidlniho a invazivniho karcinomu mocového méchyre.
Aktivita glyoxalasy | byla signifikantné vyssi u superficidlniho karcinomu mocového mé-
chyfe nez u invazivniho karcinomu. Glyoxaldza Il vykazovala vy3si aktivitu v obou skupi-

nach v porovnani se zdravou tkani (Mearini E. et al., 2002).

RAGE a karcinom ledviny

Qie et al. publikovali vysledky své studie, ve které porovnavali expresi HMGB1 a RAGE v
nadorové tkani v porovnani se zdravou tkani ledviny. Pozitivni exprese HMGB1 zjistili v
71% v nadorové tkani a v 25 % ve zdravé tkani, u RAGE byli vysledky obdobné, v nado-
rové tkani 72% a ve zdravé tkani 25 %. Pozitivni mira exprese byla nezdvisla od véku,
pohlavi a velikosti tumoru, avSak mira exprese korelovala s diferenciaci tumoru, klinic-
kym stadiem a metastatickym postizenim lymfatickych uzlin. Exprese HMGB1 pozitivné
korelovala s mirou exprese RAGE. Mira Exprese RAGE/HMGB1 negativné korelovala s
progndzou pacientll a péti-leté preZiti nemocnych s pozitivni expresi bylo vyznamné
nizsi v porovnani se skupinou nemocnych s negativni expresi (Qie G.Q. et al., 2015). Guo
et al. zkoumali potencidlni vztah mezi RAGE, VEGFR-2 a angiogenezi. Zjistili, Ze pacienti
s vySSi Urovni exprese VEGFR-2 maji soucasné i vyssi expresi RAGE, a také i vyssi mikro-
vaskularni denzitu. Navic zjistili negativni korelaci mezi Urovni expresi RAGE a celkovym
prezitim (Guo Y. et al., 2015). V dalsi praci autofi prokazali vyssi ko-expresi RAGE a
HMGB1 u pacientd s svétlobunéénym karcinomem ledviny. Vyska exprese korelovala
s klinicko-patologickymi charakteristikami, véetné velikosti nadoru, nuklearniho Fuhr-
manové gradu a klinického stadia. Navic zjistili, Ze inaktivace RAGE vede k ¢astecné inhi-

bici HMGB1 stimulované bunécné proliferaci, migraci a invazi (Lin L. et al., 2012). Eckel-
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Passow et al. ve své studii poukazali na vyznam proteinu S100A12 v patogenezi karci-
nomu ledviny. Zjistili, Ze sice S100A12 je podobné exprimovan v normalni tkani u obéz-
nich i neobéznich subjektd, avsak je upregulovan ve tkani svétlobunééného karcinomu
ledviny u obéznich pacient(l. Pfedpokladaji, Ze upregulace S100A12 muze vést k lokalni,
autokrinni stimulaci RAGE a tak podporovat progresi nddorového onemocnéni. O tom
sveédci i népriznivé celkové preziti pacientl s vyssi expresi SI00A12. Vyssi exprese byla
také zjistena u nador(, které maji divokou alelu pro VHL gen (Eckel-Passow J.E. et al.,
2014). Nékteré prace naznacili vyznam glyoxaldzy | u karcinomu ledviny. Byla zjisténa

vysSi Uroven transkripce a aktivity tohoto enzymu (Antognelli C. et al., 2006; Tanaka T.

et al.,, 2013).

2.2.10. Polymorfismus RAGE a GLO |

Nejcasteji studovany je polymorfismus GLO | SNP rs4746 (A419C), vysledkem je zdména
alanin za glutamin. Barua et al. prokazali, Ze pfitomnost alely A je spojena se sniZzenou
aktivitou enzymu GLO | (Barua M. et al., 2011). Také dalsi polymorfizmy SNP GLO |
rs2736654 (A111E), rs1130534 (G124G) ovliviuji aktivitu enzymu glyoxaldzy I. Peculis
et al. porovndli polymorfismus GLO | SNP, rs2736654 (A111E), rs1130534 (G124G) a
aktivitu enzymu GLO |, zjistili asociaci mezi mutovanymi alelami a poklesem aktivity
enzymu (Peculis R. et al., 2013).

Varianty genu RAGE také mlzZou ovliviiovat jeho expresi a funkci. Polymorfismus G82S
je lokalizovan na kodonu 82 v exonu 3 RAGE genu a vede ke zméné z glycinu na serin.
Tento polymorfismus ovliviiuje jak navazani ligandu (AGE) ale také i signalizaci RAGE.
Geneticka varianta 82Ser koreluje se snizenou koncentraci sRAGE (Huang Q et al.,
2016).

RAGE -374 T/A polymorfismus je lokalizovan v oblasti promotoru a ma efekt na
transkrip¢ni aktivitu. Mechanizmus ale zlstdva nejasny, pfedpoklada se, ze konverze T

na A vede k potlaceni exprese a funkce receptoru RAGE (Falcone C. et al., 2008).
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Polymorfismus RAGE -429T/C je lokalizovan proximalne k — 374T/A polymorfizmu a

substituuje T za C a zvySuje expresi RAGE (Tripathi A.K. et al., 2014).

2.2.11. Vliv RAGE na HIF1la

Kang et al. demonstrovali, Ze navazani RAGE k onkogennimu KRAS podporuje aktivaci
HIF1la a stimuluje rust karcinomu pankreatu za hypoxickych podminek. Hypoxia indu-
kovala NF-kB-zavisle a HIF1a-nezavisle od exprese RAGE v burikdch karcinomu pankre-
atu. Interakce mezi RAGE a mutantnim KRAS se zvysila za hypoxickych podminek, které
pak udrzovali KRAS signdlni drahy (RAF-MEK-ERK and PI3K-AKT), a tim podpofili stabili-
zaci a transkripcni aktivitu HIF1a. Delece RAGE in vitro inhibovala KRAS signalni drahu a
podnécovala degradaci HIF1a a zvysila hypoxii indukovanou bunéénd smrt nddorovych
bunék (KangR. et al., 2014). Vyznam NFkB v upregulaci HIF-1a pres AKT byla zjisténa i u
bunék karcinomu prostaty (Sun H.L. et al., 2007). U bunék karcinomu ledviny zatim

pfima souvislost mezi RAGE a HIF nebyla zkoumana (Pichiule P. et al., 2007).
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3. HYPOTEZY A CiLE PRACE

3.1. Geneticka analyza polymorfizmi RAGE a GLO |

Hypotéza:

Glyoxaldza | a RAGE maji vyznamnou roli v patogeneze karcinom(, vcéetné
svétlobunécného karcinomu ledviny. Polymorfizmy gen( glyoxalazy | a RAGE maji vliv
na funkci receptoru. Proto vyslovujeme hypotézu, Ze existuje souvislost mezi GLO | a

RAGE polymorfismus a svétlobunéénym karcinomem.

Cilem prdce:
Zhodnotit nejc¢astéji studované polymorfizmy (RAGE -429T/C, -374T/A, 2184A/G, G82S

a GLO1 E111A) ve vztahu k ccRCC.

3.2. SRAGE

Hypotéza:

Po interakci RAGE-ligand dochazi ke spusténi signalnich drah vedoucich ke zvySenému
oxidacnimu stresu a zapalové odpovédi, co mize v konecném dlsledku vést az ke vzniku
karcinomu. sRAGE ma cytoprotektivni ucinek, vaze ligandy RAGE a tim zabranuje
aktivaci RAGE. Nizsi hladina je v nékterych studiich spojena s rizikem karcinomu a také
s nepfiznivou progndzou.

Vyslovujeme hypotézu, Ze hodnota sRAGE bude ve skupiné s ccRCC vyznamné nizsi a

bude inverzné korelovat se stadiem onemocnéni a gradem.
Cil prdce:

Stanovit souvislost mezi hladinou sRAGE a karcinomem ledviny a korelovat hodnoty

SRAGE s klinicko-patologickymi charakteristikami.
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3.3. Dynamika sRAGE

Hypotéza:

Dynamiku sRAGE po operacnim vykonu pro karcinom zatim nikdo nestanovoval. SRAGE
je protektivni faktor, je vyssi v pfipadé pooperacnich komplikaci a v jedné studii elevace
SRAGE v pribéhu chemoterapie korelovala s odpovédi na terapii. Proto vyslovujeme
hypotézu, Ze elevace hodnoty sRAGE v prlbéhu sledovani je prediktorem remise
onemocnéni a obrdcené, stacionarni hladina nebo jeji pokles by mél korelovat s

neptiznivou progndzou, resp. s relapsem onemocnéni.

Cil prdce:
stanovit hladinu sRAGE ve 3. tydnech, 3. mésicich a 6. mésicich po opera¢nim obdobi a
pfi relapsu onemocnéni a zjistit zda-li je rozdil v pooperacni hladiné sRAGE u pacient( s

lokalizovanym karcinomem s relapsem onemocnéni a remisi onemocnéni.

3.4. Vedlejsi hypotéza a cil

Hypotéza:

SRAGE vznikd alternativnim sestfihem nebo odstépenim s RAGE ucinkem proteaz.
Aktivita proteaz zavisi na polymorfizmu RAGE G82S.

Vyslovujeme hypotézu, Ze hodnota sRAGE bude zavisla na polymorfizmu genu RAGE
G82S.

Cil prdce:

Zjistit souvislost mezi hladinou sRAGE a polymorfizmem genu RAGE
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4. PACIENTI A METODY

4.1. Soubor pacientu

Do studie bylo zarazeno celkem 214 pacientl s ccRCC (132 muz(i a 82 Zen, prlimérny
vék 63 £ 11 let), ktefi podstoupili radikalni nefrektomii nebo resekci nadoru ledviny mezi

1. lednem 2007 a 30. prosincem 2012. Tabulka 1 ukazuje charakteristiky pacientd s

ccRCC.

Tabulka 1. Charakteristika skupiny pacient s ccRCC

ccRCC
Pocet nemocnych (muZi/zeny) 214 (132/82)

Vék (roky) 63+11

BMI (kg/m?) 28.2+4.82

Hypertenze 152 (71%)

Obezita 68 (31%)

Koureni 96 (45%)

Vyskyt malignity v rodiné 80 (37%)

Diabetes mellitus 40 (19%)

Stadium | 136 (63.6 %)
Stadium Il 23 (10.8 %)
Stadium Il 34 (15.9 %)
Stadium IV 21 (9.8 %)

Grade G1 62 (28.9 %)
Grade G2 108 (50.5 %)
Grade G3 31(14.5 %)
Grade G4 13 (6.1 %)

Data jsou vyjadrena jako primér + SD (smérodajni odchylka), BMI = body mass index
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U této skupiny pacient(i jsme analyzovali polymorfizmy RAGE a GLO I. Vysledky jsme
porovnali s kontrolni skupinou tvofenou 154 zdravymi dobrovolniky (57 muz( a 97 Zen,
pramérny vék 57 + 10 let). Pfi follow-up 1-6 let (median 3 roky) byla zjisténa lokalni

recidiva nebo vzddlené metastazy u 20 (9,3%) pacientl s plivodné lokalizovanym ccRCC.

0d 6/2011 jsme studii rozsifili i 0 analyzu SRAGE. Do této podskupiny bylo zafazeno 132
pacientl s ccRCC (86 muzli a 46 zZen, pramérny vék 62,8 + 10,9 let), z toho 104 pacienti
mélo lokalizované onemocnéni bez relapsu v prlbéhu onemocnéni, 16 mélo
onemocnéni ve stadiu generalizace a 12 lokalizované onemocnéni s pozdéjsi
generalizaci. Vytvorili jsme novou kontrolni skupinu, kterou tvofilo 100 dobrovolnikd
bez anamnézy maligniho onemocnéni (55 muzl a 45 Zen, primérny vék 61,2 + 9,5 let).
Tabulka 2 ukazuje charakteristiky kontrol u podskupiny pacientd s ccRCC. Kromé
vyskytu hypertenze nebyl vyznamny rozdil v klinickych charakteristikach mezi kontrolni
skupinou a pacienty s ccRCC.

Pro sledovani dynamiky sRAGE po operacnim vykonu byli analyzovadny vzorky od 59
nemocnych s lokalizovanym ccRCC, z toho u 11 nemocnych byli zjistény vzdalené
metastdzy za 6-12 mésicli (median 9 mésicl) od operacniho vykonu. Doba sledovani

byla 1-3 roky (median 2 roky).

Uéastnici studie s akutnim nebo chronickym zané&tlivym onemocnénim, systémovym
onemocnénim, na hemodialyze, hormonalni substituc¢ni terapii, dalSim malignim
onemocnénim nebo s akutni kardiovaskularni prihodou 6 mésicd pred chirurgickym

vykonem nebo v priibéhu sledovani byli ze studie vylouceni.

Staging onemocnéni byl proveden v souladu se TNM klasifikaci z roku 2009. WHO
klasifikace z roku 2004, resp. jeji modifikace z roku 2015 a klasifikace podle Fuhrmanové
byla pouZitd ke zhodnoceni histologického typu a nuklearniho gradu. Zadny z pacientd
nebyl |é¢en imunoterapii nebo cilenou biologickou terapii. Metastatické Sifeni ccRCC

bylo diagnostikovano na zakladé klinického vySetfeni a radiologického nalezu.
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Studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci a schvdlena etickou komisi FN

Motol. Pfed vstupem do studie podepsal kazdy ucastnik informovany souhlas.

Tabulka 2. Klinické charakteristiky a vysledky laboratornich analyz v podskupiné
pacientl s ccRCC a v kontrolni skupiné

ccRCC Kontrolni skupina p value
Pocet pacient( 132 (86/46) 100 (55/45) 0.12
(muZi/Zeny)
Vék (roky) 62.8+10.9 61.249.5 0.24
BMI (kg/m?) 28.1+4.9 28.1+¥4.4 0.92
Hypertenze 98 (74.2%) 42 (42%) <0.001
Obezita 40 (30.3%) 32 (32%) 0.78
Koufeni 58 (43.9%) 45 (45%) 0.87
Vyskyt malignity v 55 (41.7%) 41 (41%) 0.92
rodiné
Diabetes mellitus 24 (18.2%) 14 (14%) 0.4
SRAGE pg/ml 1120.84675.6 992.6+370.6 0.09
Kreatinin (umol/I) 84.61£38.3 72.61£18.3 0.02
CRP (mg/l) 13.7+£29.2 2.5%+3.7 <0.001
Albumin (g/l) 44.4+3.2 44.3+2.5 0.88
Trombocyty x 10%/I 249.9+75.6 237.1+51.9 0.24

Data jsou vyjadrena jako primér + SD (smérodajna odchylka)

BMI = body mass index, CRP = C reaktivni protein, SRAGE = solubilni receptor pro

produkty konécné glykace

4.2. Laboratorni analyzy

4.2.1. Vzorky

Krev byla odebrana po no¢nim la¢néni punkci loketni Zily, sou¢asné s odbérem krve pfi

rutinnim vySetieni. Pro analyzu DNA byla krev odebrana pred operacnim vykonem do
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zkumavek s EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina). Zkumavky byly skladovany pfi
teploté 4 ° C a izolace DNA byla provedena do 1 tydne po odbéru a uchovédna ve zmra-
zeném stavu pfi teploté -80°C. Genomova DNA byla extrahovana z EDTA antikoagulo-

vané krve AutoGen FLEX STAR v souladu s pokyny vyrobce.

Pro specidlni biochemickou analyzu jsme krev odebiraly do zkumavky bez antikoagu-
la¢ni latky, centrifugovali po dobu 10 minut pfi 1.450g a ihned rozdélili do zkumavek.
Sérum bylo zmrazeno a skladovano pfi teploté -80 ° C az do analyzy. VSechna séra byla
analyzovana do tfi let. Krev k biochemickym analyzdm jsme odebirali pfed operaci, a
potom 3 tydny, 3 mésice, 6 mésicli po operaci a pfi relapsu onemocnéni. Krevni obraz a

rutinni biochemické parametre byly stanovené ihned po odbéru.

4.2.2. Genetickd analyza

RAGE polymorfismy

Gen kodujici RAGE (AGER) je lokalizovan na chromozému 6p21.3 a zahrnuje 11 exon(
(velikosti 3,27 kb). Ctyfi single nukleotidové polymorfismy (SNP) z RAGE genu -429T/C
(Rs1800625), -374T/A (rs1800624), Gly82Ser (557G/A, rs2070600) a 2184A/G
(rs13209119) byly stanoveny z DNA extrahované ze vzorku periferni krve. Pro amplifi-
kaci oblasti obsahujici -374T/A a -429T/C polymorfismy, byly pouZity nasledujici pri-
mery: primy primer 5'GGG GCA GTT CTC TCC TCA CT3' a reverzni primer 5'GGT TCA GGC
CAG ACT GTT GT3'. Polymerazova retézova reakce (PCR) byla provadéna z objemu 25 ul
obsahujici 100 ng genomové DNA a 12,5 pmol kazdého primeru. Nasedaci teplota byla
59,5 ° C a zavérecnd elongace probihala pfi teploté 72° po dobu 7 minut. Restrikéni ana-
lyza byla provedena se vSemi produkty PCR s pouZitim 3 jednotek restrikénich nukledz,
Alul pro -429T/C a Mfel pro polymorfismy -374T/A, pres noc pfi 37°C. Restrik¢ni pro-
dukty byly ptimo separovany elektroforézou na 3% agarézovém gelu a vizualizovany UV

svétlem po nabarveni ethidium bromid. Stépeni Mfel odhalilo fragmenty 215 bp a 35
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pro divoky typ alely -374T a 250 bp pro mutované alely -374A. Po Stépeni Alul byly de-

tekovany fragmenty 250 bp pro -429T alely (divoky typ) a 88 + 162 bp pro alelu -429C.

Gly82Ser (557G/A) polymorfismus v exonu 3 genu RAGE byl amplifikovan pomoci PCR s
pouZitim primerl 5'GTA AGC GGG GCT CCT GTT GCA'3 a 5'GGC CAA GGC TGG GMT TGA
AGG 3'. Po stépeni PCR fragmentu (397 bp) s Alul jsme ziskali fragmenty o velikosti 149
a 248 bp pro GG homozygoty, a fragmenty o velikosti 149, 181 a 67 bp pro AA homo-
zygoty. Nase vysledky byly potvrzeny sekvenacni analyzou.

2184A/G polymorfismus je lokalizovan v intronu 8 RAGE genu. Byl amplifikovan pomoci
PCR s pouZzitim primerd 5'-TAATTT CCT GCC CCATTC TG3' and Primer-R: 5'CAT CGC AAT
CTA TGC CTC CT3'. Po Stépeni PCR fragmentu BsmF1 jsme ziskali fragmenty o velikosti
160 a 236 bp pro mutované alely 2184G a fragment o velikosti 396 bp pro divokou alelu.

Nase vysledky byly potvrzeny sekvenaéni analyzou.

Glyoxaldza | polymorfismus

Oblast o velikosti 203 bp s Glu111Ala polymorfismem byla amplifikovana pomoci poly-
merazové fetézové reakce (PCR) s primery: pfimy primer 5'GCA GGG GTT AGG CCA ATT
AT3' a reverzni primer 5'CAG GCA AAC CCG AAT TTA CC3’. PCR probihala s pocatecni
denaturaci pti 92 ° C po dobu 5 minut, nasledovalo 30 cykll pfi teploté 94 ° C po dobu
305s,60° Cpodobu30sa72°Cpodobulminuty, adale68°Cpodobu5min. Primery

byly navrzeny pomoci webové aplikace Primer 3 Input (http://frodo.wi.mit.edu/). Re-

strikéni analyza byla provedena s restrikéni endonukleazou BsmAl pfes noc pfi teploté
37 °C. Velikost fragmentd byla hodnocena pomoci NebCutter V2.0 (http://to-
ols.neb.com/NEBcutter2) nasledujicim zpisobem: 143 a 60 bp pro alelu divokého typu
419A a 203 bp pro mutovanou alelu 419C. Nasledné byly produkty oddéleny elektrofo-
rézou na 3% agarasovém gelu a vizualizovany UV svétlem po obarveni ethidium bromi-

dem.
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4.2.3. SRAGE

SRAGE bylo méreno pomoci metody ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Stan-
dardni kit (Quantikine, RD Systems, Minneapolis, MN) byl pouZit podle protokolu vy-
robce. V tomto testu je desticka potazena monoklonalni protilatkou proti RAGE a poly-
klonalini protilatka je pouZita pro detekci. Primérnd minimalni detekéni hodnota sRAGE

je 4,12 pg/ml. Vysledky jsou uvedeny v pikogramu na mililitr.

4.3. Statisticka analyza

Data jsou uvedena jako primér + SD (standardni odchylka) pro spojité proménné
a v procentualnim vyjadfeni pro kategoridlni proménné. Korelacni analyzy byly
vykonany s vyuzitim parametrického Pearsonovho testu. Pro spojité proménné byly
rozdily mezi dvéma skupinami hodnoceny pomoci nepdrového oboustranného
Mannovho-Whitneyovho U testu nebo jednofaktorového ANOVA testu. Pro analyzu
spojitych proménnych v ¢ase byla pouzita ANOVA s opakovanym mérenimi. x2 test byl
pouzit k porovnani proporci, kategoridlnich proménnych a pro testovani Hardyho-
Weinbergové rovnovahy. Byly vypolteny poméry S3anci (OR) a 95% intervaly
spolehlivosti (Cl). Jako reference byly pouzity alely divokého typu a genotypy. Také byla
provedend Bonferonniho korekce p hodnot. VSechny vysledky byly povazovany za
vyznamné pfi p < 0,05. Statistické analyzy byli vykonané s pouzZitim statistického
softvérového programu MedCalc (verze 13, Ostend, Belgie). Sila studie byla vypoctena

pomoci G power softvéru (Faul F. et al. 2007).
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5. VYSLEDKY

5.1. Geneticka analyza

Frekvence vyskytu alel jsou uvedené v Tabulce 3. Frekvence genotypl polymorfizmu
GLO | /A419C/, RAGE — 374 T/A, G82S (557G/A), 2184A/G u pacientd s ccRCC
koresponduje s ocfekavanymi frekvencemi podle Hardyho-Weinbergova equilibria.
Avsak geneticky polymorfismus RAGE — 429 T/C nebyl v shodé s Hardyho-
Weinbergovym equilibriem (p= 0,009). Zjistili jsme statisticky vyznamny rozdil
ve frekvenci vyskytu alel agenotypl polymorfismu genu GLO | A419C SNP mezi
nemocnymi a kontrolni skupinou, vyssi frekvence mutované alely C byla detekovana u
pacientl — 58,6% vs. 44,5% v kontrolni skupiné, OR (95% Cl) 1,77 (1,32-2,38), p=0,0002
(korigované p = 0,001), OR (95% Cl) CC vs. AA 2,76 (1,5-4,80), p=0,0004 (korigované
p=0,002), AC+CCvs. AA 2,03 (1,23-3,30), p=0.0034 (korigované p = 0,017). Sila testu byla
87%. Riziko karcinomu ledviny ve vztahu ke vSem studovanym polymorfismim je
znazornén v Tabulce 3. Vysoka agresivita nadoru (grade 4) byla spojena s pfitomnosti C
alely RAGE —429T/C SNP (p = 0,001, korigované p = 0,005) a G alely RAGE 2184A/G SNP
(p < 0,001, korigované p < 0,005) a pro genotypy RAGE -429CC SNP (p = 0,008,
korigované p = 0,04) a RAGE 21484GG SNP (p = 0,005, korigované p = 0,025). Nezjistili
jsme zadné rozdily ve frekvenci alel a genotypl u ccRCC pacientl rozdélenych podle
stadia onemocnéni a relapsu onemocnéni. Ve skupiné pacientli s ccRCC jsme nezjistili
Zzadnou korelaci mezi polymorfismy a klinickymi udaji napf. diabetes, BMI, hypertenze,
obezita. Neprokazali jsme také zadny vztah mezi polymofrismem GLO | a RAGE a

hladinou sRAGE (p > 0,05).
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Tabulka 3. Frekvence alel a genotypl u polymorfizmu GLO | and RAGE u pacient( s
ccRCC a kontrolni skupiny

p original p original
Case Controls oR 95%
N=214 N=154 (corrected) c (corrected)
(1) (2)
N % N %
GLO1E111A
(419A/C) (%) A 177 41.4 171 55.5 1
0.0001 1.32 0.0002
C 251 58.6 137 44.5 1.77 -
(0.0005) 2.38 (0.001)
AA 43 20.1 52 33.8 1
0.0762 0.98
AC 91 42.5 67 435 1.64 - 0.057
2.74
0.0006 1.50 0.0004
cC 80 37.4 35 22.7 2.76 -
(0.003) 4.80 (0.002)
0.0046 1.26 0.0034
AC+CC 171 79.9 102 66.2 2.03 -
(0.023) 330 (0.017)
RAGE —-429
T/C (%) T 341 79.6 257 83.5 1
0.23 0.88
C 87 20.4 51 16.6 1.29 - 0.20
1.88
1T 142 66.4 109 70.8 1
0.73 0.69
TC 57 26.6 39 25.3 1.12 - 0.64
1.80
0.27 0.72
CC 15 7.0 6 3.9 1.92 - 0.19
5.11
0.43 0.78
TC+CC 72 35.6 45 29.2 1.22 - 0.37
1.92
RAGE — 374
T/A (%) T 285 64.3 198 66.6 1
0.57 0.66
A 143 35.7 110 33.5 0.90 - 0.52
1.23
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T 94 44.8 69 43.5 1
0.52 0.76
TA 97 39.0 60 44.9 1.18 - 0.45
1.86
0.30 0.35
AA 23 16.2 25 11.6 0.67 - 0.23
1.13
0.95 0.68
TA+AA 120 55.2 85 44.9 1.04 - 0.87
1.57
RAGE G825
41 . 297 A4 1
(557G/A) % G 3 96.5 9 96
0.87 0.44
A 15 3.5 11 3.6 0.98 - 0.96
2.17
GG 200 93.5 144 93.5 1
0.89 0.43
GA 13 6.1 9 5.8 1.04 - 0.93
2.50
0.62 0.05
AA 1 0.4 1 0.7 0.72 - 0.82
11.6
0.85 0.44
GA+AA 14 6.5 10 6.5 1.00 - 0.99
2.33
RAGE
2184A/G (%) A 351 82.0 259 84.1 1
0.52 0.78
G 77 18.0 49 15.9 1.16 - 0.46
1.72
AA 146 68.2 110 71.4 1
0.67 0.71
AG 59 27.6 39 25.3 1.14 - 0.58
0.83
0.79 0.44
GG 9 4.2 5 3.3 1.36 - 0.59
4.10
0.59 0.74
AG+GG 68 31.8 44 28.6 1.16 - 0.51
1.83

p (1) — hladina vyznamnosti mezi poctem frekvenci alel a genotypl ve skupiné

nemocnych a kontrolni skupinou.
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p (2) — hladina vyznamnosti v rozdilu OR. Alely a genotypy divokého typu byly pouZzity
jako referencni hodnota. Zkratky: GLO1 - glyoxaldza |, RAGE — receptor pro produkty

pokrocilé glykace), OR — odds ratio, 95% Cl — interval spolehlivosti, N - pocet

5.2 sRAGE

Hodnoty SRAGE, CRP, kreatininu, korigovaného kalcia, albuminu, hemoglobinu,
trombocytl u pacientd s ccRCC a kontrolni skupiny jsou uvedené v Tabulce 2. U pacientu
s ccRCC i u kontrolni skupiny jsme zjistili silnou pozitivni korelaci mezi sRAGE a
kreatininem (r = 0,412, p < 0,0001, resp. r = 0,238, p < 0,0001) (obr. 3). Ve skupiné
pacientl jsme prokazali negativni korelaci sSRAGE s albuminem (r =-0,310, p = 0,0003) a
hemoglobinem (r=-0,186, p =0,032) a pozitivni korelaci s korigovanou hodnotou kalcia
(r=0,257, p = 0,003) u pacientl. Hodnota sRAGE nekorelovala s hodnotami zanétlivych
markerd C-reaktivnim proteinem a leukocyty. U obou skupin jsme nezjistili Zadnou
souvislost SRAGE s vékem, body mass indexem a dalSimi klinickymi charakteristikami

(hypertenze, diabetes, koureni).

)
=]

Kreatinin {umol/l)

il | [ | [ i
o 500 1000 1500 2000 2500

SRAGE {pg/mi)

Obr. 3 Korelace mezi sRAGE a kreatininem u pacientl se svétlobunécnim karcinomem
ledviny. r=0,412, p < 0,0001.
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5.2.1 sRAGE a riziko svétlobunécného karcinomu

Hodnota sRAGE byla u pacientd s ccRCC (1120,8 + 675,6 pg/ml) vyssi v porovnani
s kontrolni skupinou (992,6+370,6 pg/ml). Tento rozdil nebyl vyznamny (p = 0,09) (Obr.
4). Pfi porovnani predoperacnich hodnot sRAGE mezi nemocnymi s lokalizovanym
ccRCC bez relapsu (1107,6 + 645,1 pg/ml), s metastatickym RCC (1147,9+746,8 pg/ml)
a lokalizovanym ccRCC s relapsem (1189,4+878,3 pg/ml) jsme nezjistili signifikantni
rozdil (p = 0,914). (Obr. 5)
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ccRCC kontrolni skupina

Obr. 4 sRAGE v podskupiné pacientl s ccRCC a v kontrolni skupiné. Data jsou
znazornéna jako prlimér + standardni odchylka.
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Obr. 5 sRAGE u pacientt s lokalizovanym ccRCC bez relapsu (IRCC), s metastatickym RCC
(mRCC) a lokalizovanym ccRCC s relapsem (rRCC). Data jsou zndzornéna jako primeér +
standardni odchylka.
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Hladina sRAGE byla nezavisld také od stadia

nukledrniho gradu (p = 0,723) (Tab. 4, Obr. 7).
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Obr. 6 sSRAGE u pacientl podle stadii klasifikace TNM. Data jsou zndzornéna jako

2

onemocnéni (p = 0,820) (Obr. 6),

3 4

Stadium TNM

pramér * standardni odchylka.

Tabulka 4. Hodnoty sRAGE u jednotlivych stadii ccRCC a patologického gradu a u

pacientd s generalizaci plivodné lokalizovaného onemocnéni.

ccRCC Pocet pacientd (%) sRAGE

(PrimérzSD)
Stadium | 89 (67.4 %) 1139.8+697.9
Stadium I 6 (4.6 %) 874.3+553.8
Stadium Il 21 (15.9 %) 1089.8+574.9
Stadium IV 16 (12.1 %) 1147.9+746.8
Grade G1 40 (30.3 %) 1090.7+554.3
Grade G2 66 (50 %) 1176.0+786

Grade G3 17 (12.9 %) 972+565.4
Grade G4 9 (6.8 %) 1130+490.7
Relaps ccRCC 12 (9.1 %) 1189.4+878.3

Data jsou znazornéna jako pramér + standardni odchylka (SD).
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Obr. 7 sRAGE u pacientl podle Fuhrmanové gradu. Data jsou znazornény jako primér
t standardni odchylka.

5.2.2. Dynamika sRAGE

Pfedoperacné, jsme v podskupiné 59 pacientl také nezjistili rozdil (p = 0,891) v
hodnotach sRAGE mezi pacienty s lokalizovanym ccRCC bez relapsu (1098,4 + 79,8
pg/ml) a s relapsem (1119,7 + 239,4). Tti tydny po operacnim vykonu jsme prokazali
narGst hladiny sRAGE vobou skupindch, vyznamny byl pouze ve skupiné
s lokalizovanym ccRCC bez relapsu (p < 0,0001). Tento ndrlst nejspiSe odpovida
pooperacnimu zvySeni hladiny sérového kreatininu (p = 0,0001). Hodnoty kreatininu a
SRAGE pred vykonem a v jednotlivych ¢asovych odstupech po vykonu jsou uvedené v
Tabulce 5. V dalsim sledovani jiz hladina kreatininu zGstala v obou skupinach stabilni.
Avsak ve skupiné s lokalizovanym ccRCC bez relapsu doslo tfi a Sest mésicll po operaci
k elevaci SRAGE (1340,5 + 90,9 pg/ml resp. 1411,7 + 111,1 pg/ml). Hodnoty sRAGE byly
v 3. a 6. mésicich signifikantné vyssi v porovnani s predopera¢nim obdobim s hodnotou
SsRAGE 3 tydny po operaci (p < 0,015) (Obr. 8). Mezi hodnotami sRAGE ve 3. a 6. mésici
jsme jiz neprokazali signifikantni rozdil (p = 0,692). U pacientl s relapsem onemocnéni
se hodnota sRAGE po 3 tydnech dale nezvySovala a zlstala i v dobé relapsu stabilni

(Tabulka 5, Obr. 9).
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Tabulka 5. Dynamika hladiny sRAGE a kreatininu u pacientd s lokalizovanym

karcinomem bez relapsu a s relapsem.

Doba odbéru

Lokalizovany RCC bez relapsu

Lokalizovany RCC s relapsem

SRAGE

pg/ml

Kreatinin

umol/I

SRAGE

pg/ml

Kreatinin

umol/I

Prdmér + SD

Prdmér + SD

Prdmér + SD

Primér + SD

Pred operaci 1098,4 + 79,8 75,5+ 26,1 1119,7 £+239,4 | 106,5 + 40,8

Po operaci 3 tydny 1195,3 + 86,4 109,7 £ 39,6 1328,2 £200,1 | 124,8+48,7
3 meésice | 1340,5+90,9 108,5 + 36,8 1366,4 +217,0 | 127,4+58,1

6 mésicd | 1411,7 £+111,1 107,3 £ 36,2 1359,5+224,1 | 121,6+42,7

PFi relapsu onemocnéni X X 1329,7 +227,1 | 118,9+39,7

Hodnoty jsou prezentovany jako pramér + SD
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Obr. 9 Dynamika hladin sRAGE u pacientl s lokalizovanym ccRCC s relapsem
onemocnéni
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6. DISKUSE

V této studii jsme jako prvni demonstrovali vyznam genetickych polymorfizm( gen(
RAGE a GLO | a predoperacni hodnoty sRAGE ve vztahu k riziku ccRCC a vyznam
dynamiky sRAGE ve sledovani nemocnych po radikalni nefrektomii nebo resekci nadoru
ledviny u lokalizovaného ccRCC. Zjistili jsme, Ze polymorfismus GLO | A419C je spojeny
s rizikem vzniku ccRCC a dva polymorfizmy genu RAGE SNPs (429 T/C and 2184 A/G)
maji vztah k agresivité nddoru. Hladina sRAGE pred operaénim vykonem nebyla spojena
s rizikem karcinomu ledviny, avSak ve skupiné pacientll s generalizaci plvodné
lokalizovaného onemocnéni nedoslo k elevaci sRAGE, jak to bylo zietelné ve skupiné

bez recidivy onemocnéni.

Typickou zndmkou nadorovych bunék je upregulace glykolyzy. Metylglyoxal, metabolit
glykolyzy je vysoce cytoxicky a je prekurzorem AGEs. AGEs mulZe poskozovat buriky
neptfimo interakci s RAGE. Interakce RAGE ligand pravdépodobné potencuje rist,
invazivitu a tvorbu metastdz. Pfimé zmény jsou zplsobené naruSenim struktury a
funkce proteinl. Nékteré AGEs mlzou zpusobit i zmény DNA a tak indukovat formaci
charakteristickych nukleotidovych aduktli, které jsou spojené s karcinogenezi a
mutagenezi. Metabolizovanim metylglyoxalu, glyoxylasa | chrani nadorové bunky pred
jeho toxickymi ucinky a také pred toxicitou AGEs (Kalousova M. et al., 2005; Thornalley
P.J. etal., 2011).

Nékolik studii prokazalo vyssi aktivitu a expresi GLO | v rliznych nadorovych tkanich
(Wang Y. et al., 2012; Fonseca-Sanchez et al., 2012; Cheng W.L. et al., 2012; Bair W.B.
et al.,, 2010; Antognelli C. et al., 2006). GLO | byl také nejvice amplifikovany gen u
nadorovych bunécénych linii (Santarius T. et al., 2010). Vyssi exprese GLO | je asociovand
s mnohocetnou lékovou rezistenci (Thornalley P.J. et al., 2011). Antognelli et al. zjistili

signifikantné vyssi Uroven transkripce GLO | v ccRCC v porovnani se zdravou tkani
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ledviny (Antognelli C. et al., 2006). Aktivita GLO | byla pfiblizné 2,5 ndsobné vyssi v
patologickych vzorcich v porovnani s kontrolou. Navic, GLO | byla spojena s

metastatickym potencialem SN12C lidskych RCC klon(i (Tanaka T. et al., 2013).

Aktivita GLO | je ovlivnéna polymorfizmy genu GLO |. Barua et al. prokazali, Ze
pfitomnost alely A je spojena se sniZzenou aktivitou enzymu GLO | (Barua M. et al., 2011).
V nasi studii jsme odhalili vy3$si zastoupeni mutované alely C a genotypu CC v porovnani
s kontrolni skupinou. Tento vysledek je v souladu se zjiSténim, Ze mutovana alela C je
spojena s vyssi aktivitou GLO |, ktera je typicka pro malignitu. Vyssi frekvence mutované
alely C byla detekovdna také u pacientek s karcinomem prsu a negativnimi
estrogenovymi receptory nebo v klinickém stadiu Ill v porovnani s kontrolni skupinou
(Germanova A. et al., 2009). Genotyp CC je rizikovy faktor i pro nemaligni onemocnéni.
Je spojen s vyssi prevalenci kardiovaskularnich onemocnéni a perifernich vaskularnich
onemocnéni u chronicky dialyzovanych pacientl (Kalousova M. et al., 2008) a také
zvysuje riziko vzniku roztrousené sklerdzy (Sidoti A. et al., 2007). Na druhé strané
pritomnost A alely korespondovala s mirnym rizikem karcinomu prostaty a vyraznym
rizikem progrese karcinomu a kratsi dobou preziti (Antognelli C. et al., 2013). Krechler
et al. nezjistili Zadny rozdil mezi vyskytem alel a genotypli mezi kontrolni skupinou a

nemocnymi s karcinomem pankreatu (Krechler T. et al., 2010).

RAGE patti mezi klicové faktory v akceleraci progrese naddoru a metastatického Sireni u
raznych typa karcinomu, véetné ccRCC. DiNorcia et al. prokazali, Ze delece genu RAGE
inhibuje karcinogenezi a progresi karcinomu pankreatu (DiNorcia J. et al., 2012).

Miki et al. ukazali, Ze RAGE po interakci s RAGE ligandem AGE-BSA (bovine serum
albumin) indukuje in vitro rGst bunék RCC a podporuje produkci interleukinu 6 (IL-6),
ktery je v in vitro podminkach rlstovych faktorem (Miki S. et al., 1993). Jind studie
prokazala vyssi ko-expresi HMBG1 v nadorové tkani ccRCC. Interakce HMBG1/RAGE

iniciuje intracelularni signalni drahu a pres aktivaci ERKs (extracellular signal-regulated
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kinases) zvysi genovou expresi, syntézu protein(, rist, migraci a invazivitu RCC (Lin L. et
al.,, 2012). Navic bylo zjisténo Ze upregulace ENRAGE, jednoho s primarnich ligand(
RAGE, muze vést k lokalni a autokrinni stimulaci RAGE a tak podporovat progresi
karcinomu. Vyssi Uroven exprese ENRAGE byla detekovana u pacient(i s RCC s divokou

alelou VHL genu a u pacient( s neptiznivou progndzou (Eckel-Passow J.E. et al., 2014).

Nékolik genetickych variant genu RAGE muze ovliviiovat expresi a funkci RAGE a tak mit
vliv na vznik onemocnéni (Gaens K.H. et al., 2009). Jednim z nejc¢astéji studovanych je
G82S polymorfismus. Je to kodon 82 v exonu 3 RAGE genu a vede ke zméné z glycinu na
serin v oblasti domény proteinu, kde se predpoklada navazani ligandu. Pfedpoklada se,
Ze se jedna o funkéni polymorfismus a je spojen s moznosti ovlivnéni signalizace RAGE
(Hofmann M.A. et al., 2002). RAGE G82S polymorfismus ovliviiuje doménu N-glykosy-
l[acni oblasti, ke které se vaie AGE. G82S varianta zvysSuje afinitu pro AGE ligandy
(Osawa M. et al., 2007). Navic vysledky funkénich studii naznacuiji, Ze tato varianta muze
ovlivnit i aktivitu proteaz, které odstépuji RAGE a varianta 82Ser je spojenad se snizenim
proteolyzy (Gaens K.H. et al., 2009). Toto zjisténi mlze vysvétlovat, proc nositelé této
alely maji nizsi koncentraci cirkulujiciho sRAGE. Meta-analyza 15 studii také potvrdila,
Ze geneticka varianta 82Ser je spojena se zménou koncentrace cirkulujiciho sRAGE, co
ma za nasledek zménénou nachylnost ke vzniku maligniho onemocnéni (Huang Q et al.,
2016). Tyto vysledky potvrzuji i nedavné studie, které odhalili asociaci G82S polymor-
fismu s rdznymi onemocnénimi, véetné onemocnéni korondrnich artérii (Gao J. et al.,
2010), koznich komplikaci u diabetu Il. typu (Kartkova K. et al., 2001), diabetické retino-
patie a nefropatie (Karikova K. et al. 1999, 2005 a 2007). Pfredchézejici studie demon-
strovali asociaci mezi zvySenym rizikem karcinomu Zaludku v ¢inské populaci a polymor-
fismem G82S (Gu H. et al., 2008). V jiné studii, genotyp S82S a distribuce alely 82S byla
spojena nejen se zvySenim rizika nemalobunécného karcinomu plic, ale také spojena s
nepfriznivou prognodzou a nizkou odpovédi na chemoterapii (Wang X. et al., 2012). Dalsi

studie odhalili, Ze 82SS frekvence je asociovand s vyssim rizikem karcinomu délozniho
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Cipku a epitelidlnim ovarialnim karcinomem v ¢inské populaci (Xu Q. et al., 2012; Zhang
S. et al., 2013). V nasi studii jsme nenasli spojeni mezi polymorfismem RAGE G82S a
rizikem ccRCC. Toto muUzZe byt vysvétleno nizsi frekvenci S alely a genotypu SS v nasi
populaci v porovnani s ¢inskou skupinou: 3.5% vs. 46.19% a 0.7% vs. 23.33% (Zhang S.
et al., 2013). Nizsi frekvence S alely a genotypu SS v nasi studii pravdépodobné také vy-
svétluje, pro€ jsme nezjistili spojitost mezi variantou 82Ser a hladinou sRAGE.

RAGE -374 T/A polymorfismus je lokalizovan v oblasti promotoru a ma efekt na
transkrip¢ni aktivitu. Meta-analyza prokazala, Ze alela -374A muze byt protektivnim
faktorem vaskularnich komplikaci u diabetes mellitus 2. typu (Lu W. et al., 2010).
Falcone et al. zjistili vy$si prevalenci genotypu AA u dlouhovékych muzd (= 90 let), ale
ne Zen (Falcone C. et al., 2013). Mechanizmus potencionalné protektivniho efektu AA
genotypu polymorfizmu -374T/A z(stavad nejasny. Falcone et al. se domnivaji, Ze
konverze T na A vede k potlaceni exprese a funkce receptoru RAGE (Falcone C. et al.,
2008). Na druhou stranu TT genotyp predstavuje signifikantné nizsi riziko
nemalobunécného karcinomu plic (Wang X. et al., 2012), pravdépodobné z davodu vlivu
na snizeni regulace RAGE, ktera je povazovana za kriticky krok v karcinogenezi plicniho

nadoru (Bartling B. et al., 2005; Marinakis E. et al., 2014).

Dalsi polymorfismus RAGE -429T/C je lokalizovan proximalne k — 374T/A polymorfismu
a ovliviuje transkripci RAGE (Hudson B.1. et al., 2001). Zvysena exprese C alely u -429T/C
RAGE je spojena s vyssim rizikem inzulinové rezistence (Sullivan C.M. et al., 2005),
infarktem myokardu (Zee R.Y. et al., 2006) a prevalence retinopatie u diabetikd 2. typu
(Hudson B.l. et al., 2001). V nasi studii jsme nezjistili Zadny rozdil mezi alelickymi a
genotypovymi frekvencemi u polymorfismu RAGE genu 429 T/C, -374T/A a 2184 A/G
mezi nemocnymi s ccRCC a kontrolni skupinou. Ke stejnému zavéru pfisli ve svych
pracich také Krechler a Tesarova, ktefi také nezjistili spojitost mezi polymorfizmy téchto
genu a rizikem vzniku karcinomu pankreatu a prsu (Krechler T. et al., 2010; Tesafova P.

et al., 2007). Avsak v nasi praci jsme zjistili, Ze frekvence C alely byla signifikantné vyssi
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ve skupiné pacientl ccRCC s Fuhrmanové grade 4 v porovnani s kontrolni skupinou
(42.3% vs. 16.6%). Stejny rozdil jsme pozorovali u genotypl TC a CC (53.8% vs. 25.3%,
15.4% vs. 3.9%). Také jsme prokdzali asociaci mezi skupinou ccRCC a Fuhrmanové
gradem 4 a vyssi frekvenci alely G RAGE 2184A/G polymorfizmu lokalizovaném na
introné 8. sSRAGE produkovdn alternativnim sestfihem RAGE mRNA zahrnuje oblasti
mezi introny 7 a 9, z toho vyplyva oblast polymorfismu RAGE 2184A/G je hypoteticky
lokalizovana do regulacniho vazebniho mista a ma vliv na produkci sRAGE. V predchozi
studii bylo potvrzeno, Ze 2184 GG genotyp a -429 CC genotyp je spojen s vySSimi
sérovymi hodnotami sRAGE u dialyzovanych pacientt se selhdnim ledvin (Kalousova M.
et al., 2007) a také s vyssi mortalitou hemodialyzovanych pacient( (Kalousova M. et al.,
2010). Alela 2184G je rizikovy faktor psoridzy (Vaska V. et al., 2002). Polymorfismus
RAGE -429T/C, -374T/A a 2184A/G je také spojen ze systémovym lupus erytematosus
a lupusovou nefritidou. C alela polymorfismu -429T/C, T alela-374T/A a G alela 2184A/G
byly detekovany v signifikantné vyssi frekvenci u pacientl se systémovym lupusem
a lupusovou nefritidou nez v kontrolni skupiné. Navic u lupusové nefritidy frekvence C
alely RAGE -429T/C, A alely -374T/A a G alely 2184A/G polymorfism( byli signifikantné

vevys

2012).

SRAGE bylo zkoumano u celé rfady nenadorovych onemocnéni. Elevace sRAGE byla
prokdzana u pacientd s diabetes mellitus 1. a 2. typu. Vyssi hodnoty sRAGE také byli
spojeny s fatalnimi i nefatdInimi kardiovaskularnimi udalostmi u pacient(l s diabetes 1.
typu (Nin J.W. et al., 2010) a také u pacientl s diabetem 2.typu byla hodnota sRAGE
vyssi ve skupiné pacientl s ischemickou chorobou srdecni (Colhoun H.M. et al., 2002).
Tyto vysledky jsou vsak v rozporu ze zavéry jinych studii, ve kterych autofi naopak
prokazali nizSi hodnotou sRAGE u pacient(l s diabetem neZ v kontrolni skupiné (Koyama
H. et al., 2005; Krechler T. et al., 2010). Zndma je souvislost mezi selhanim ledvin a

hladinou sRAGE. U hemodialyzovanych pacientl navic byla hladina sSRAGE prediktorem
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mortality (Kalousova M. et al., 2010). V souhrnném ¢lanku Prasad poukdzal na spojitost
nizsi hodnoty sRAGE s aterosklerdzou, hypertenzi, chronickou obstrukéni plicni nemoci,
ischemickou chorobou srdce, srde¢nim selhanim a hypercholesterolémii (Prasad K,
2014). Naproti tomu Cai et al. ve své praci uvadéji, Zze hodnoty krevniho tlaku
nekorelovali s hodnotu sRAGE (Cai W. et al., 2015). Nejednoznacné jsou také vysledky
studii tykajici se vlivu koureni na hladinu sRAGE. Biswas el al. zjistili, Ze skupina kurak
méla vyznamné vyssi hodnotu sRAGE v porovnani s nekuraky, navic byla prokdzana i
silnd korelace mezi poétem vykourenych cigaret denné a hladinou sRAGE (Biswas S.K.
et al., 2013). Naproti tomu, dalsi prace tyto vysledky nepotvrdili (Yokota C. et al., 2009;
Gopal P. et al.,, 2014). | kdyZz vétSina studii naznacuje souvislost mezi internimi
komorbiditami a SRAGE, nékteré studie tuto souvislost nepotvrzuji. My jsme v nasi praci
také neprokazali souvislost mezi sRAGE a hypertenzi, body mass indexem, vékem,

diabetem a kourenim.

Posledni meta-analyza zroku 2016 naznacila potenciondlni kauzalni vztah meazi
cirkulujicim sRAGE a vsemi typy karcinomU a vyslovila domnénku, Ze cirkulujici SRAGE
muze byt prediktivnim biomarkerem v diagnostice a progresi onemocnéni (Huang Q. et
al. 2016). Na druhé strané, nékteré nize uvedené studie neprokazuji jednoznacny
vyznam sRAGE v diagnostice karcinoml. Moy et al. ve své epidemiologické studii, ve
které zjistovali souvislost mezi hladinou sRAGE a AGEs v séru a rizikem
hepatocelularniho karcinomu u finskych kufak, sice prokazali mirnou zavislost mezi
SRAGE a redukci rizika hepatocelularniho karcinomu, ale pouze pfi porovnani
kontinualnich hodnot (p = 0,09), avSak po rozdéleni sRAGE do skupin podle tercild, jiz
nezjistili rozdil pfi porovnani nejvyssiho tercilu s nejnizsim. Vysledky této studie mGzou
byt ovlivnény tim, Ze sérova hodnota sRAGE a AGEs byla stanovena nejméné 5 let pred
vznikem hepatocelularniho karcinomu. | kdyz v této studii vychazeli z jedné skupiny
kuraka, ze které pak vytvorili dvé skupiny — jednu skupinu tvofili kufaci, u kterych se v

prabéhu sledovani vyvinul hepatocelularni karcinom a druhou skupinu tvofili kuraci bez
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rozvoje maligniho onemocnéni. Rozdil mezi skupinami byl minimalni ve véku a vyskytu
diabetu, avsak kardiovaskuldrni onemocnéni, kterd mdizou mit také vliv na sRAGE
nebyla zaznamenana (Moy K.A. et al., 2013). Jiao et al. publikovali vysledky stejné
epidemiologické studie, ale zamérené na riziko kolorektalniho karcinomu. Po rozdéleni
hodnot sérového sRAGE na kvintily, zjistili vyznamné niZsi riziko vzniku kolorektalniho
Tento vysledek byl nezavisly od véku, koufeni a body mass indexu. Také nebyl rozdil
v lokalizaci karcinomu (Jiao L. et al., 2011). Inverzni asociace mezi rizikem kolorektalni
karcinomu a hladinou sRAGE u postmenopauzalnich Zen byla prokazana v dalsi studii.
Avsak pouze v podskupiné obéznich Zen. V praci bylo sSRAGE rozdélené na kvartily a
nebyl vyznamny (Chen L. et al., 2016). V dalsi praci Jiao prokazal inverzni asociaci mezi
SRAGE a rizikem vzniku kolorektalniho adenomu, ale pouze ve skupiné s hypertenzi (Jiao
Letal., 2012).

Krechler et al. zjistili vyznamné snizenou hodnotu sRAGE u pacientl s karcinomem
pankreatu v porovnani se skupinou zdravych dobrovolniki a skupiny diabetikd. U
diabetikQl nebyli pfipadné kardiovaskularni komorbidity analyzovany (Krechler T. et al.,
2010). Dalsi studie potvrzuji vysledky pfedchozi studie a byla zjisténa inverzni souvislost
mezi hodnotou sRAGE a rizikem karcinomu pankreatu a prsu (Duan Z. et al.,, 2014;
Tesarova P. et al., 2007). Tesafova et al. navic prokazali vy$si hodnotu u pacientek
s nizkym gradem a pozitivnimi estrogenovymi receptory a paradoxné také ve vyssim
stadiu onemocnéni. Také u pacientl s pokroc¢ilym melanomem bylo nepfiznivé celkové
preziti pti nizké hodnoté sRAGE (Wagner N.B. et al., 2015). V nasi praci jsme nepotvrdili
SRAGE jako biomarker v detekci karcinomu ledviny. Hodnota sRAGE u pacientli s ccRCC
byla mirné vyssi nez u kontrolni skupiny, tento rozdil vsak nebyl vyznamny. PFicinou je
zfejmé vyssi hodnota kreatininu u pacientl s karcinomem ledviny. Vysledky nasi prace
jsou v souladu s literarnimi daty, kde nizkd hodnota sRAGE neni spojend jednoznacné

s vyskytem karcinomu.
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Pouze nékolik studii analyzovalo souvislost mezi sSRAGE a stadiem onemocnéni. Krechler
et al. nezjistili rozdil v hodnotach sRAGE mezi jednotlivymi stadiemi onemocnéni
(Krechler T. et al., 2010), Tesarova et al. prokazali paradoxne vyssi hodnotu sRAGE ve
[1l. stadiu onemocnéni (Tesafova P. et al., 2007). V nasém souboru také nebyl rozdil mezi
lokalizovanym a generalizovanym onemocnénim pred operac¢nim vykonem.

Dynamika sRAGE byla analyzovédna pouze v nékolika studiich. Simm et al. zjistili, Zze zvy-
Send intraoperacni hodnota sRAGE muze byt novym prediktorem vysledku kardiochi-
rurgického vykonu. Dale zjistili vice nez tfindsobnou elevaci SRAGE 10 minut po sterno-
tomii v porovndni s predoperacni hladinou. Sérovda hodnota sRAGE postupné klesala
k predoperacnim hodnotam v pribéhu dvou dnl po operacénim vykonu. Hodnota
SRAGE ve skupiné s komplikovanym pooperacnim prabéhem byla vyssi a kinetika, resp.
pokles SRAGE byl pomalejsi v porovnani se skupinou bez pooperacnich komplikaci. Pre-
doperacni hodnota sRAGE byla v obou skupinach podobna (Simm A. et al., 2013).

V dalSich pracich byla zkoumana dynamika sRAGE ve vztahu k u¢innosti chemoterapie.
Wittwer et al. ve své studii sledovali vyznam sRAGE u pacientd s pokrocilym
karcinomem pankreatu. | kdyz nezjistili rozdil v hodnotach sRAGE pred zahdjenim
chemoterapie mezi skupinou pacientl se stabilnim onemocnénim nebo parcialni remisi
a skupinou pacientl s progresi onemocnéni, tak 42. den po zahajeni chemoterapie méla
skupina pacientl se stabilnim onemocnénim nebo parcidlni odpovédi vyznamné vyssi
hodnotu sRAGE v porovnani se skupinou s progresi onemocnéni. Tento rozdil nebyl
jesté zretelny 21. den po zahajeni terapie (Wittwer C. et al.,, 2013). Dalsi préace
analyzovala dynamiku sRAGE pred a 24 hodin po transarteridalni chemoembolizaci
karcinomu jater. sRAGE byl potvrzen jako prediktor Uspésnosti chemoembolizace.
Hodnota sRAGE byla vyssi ve skupiné bez progrese onemocnéni v porovnani se
skupinou s progresi. Tento rozdil byl vyznamny pred i 24 hodin po terapii. Hodnota

SRAGE po chemoembolizaci klesla v obou skupinach pacientd (Kohles N. et al., 2012).
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V nasi praci jsme potvrdili vyznam sRAGE ve sledovani pacienti s lokalizovanym karci-
nomem ledviny. Ve skupiné pacientd, ktefi neméli relaps onemocnéni v pribéhu sledo-
vani, doslo k postupné elevaci sRAGE tfi a Sest mésicl po vykonu v porovnani s predo-
peracni hodnotou a hodnotou po 3 tydnech. Na druhé strané, ve skupiné pacient( s re-
lapsem onemocnéni zlstala hodnota sRAGE v séru v prlibéhu sledovani stabilni. Nase
vysledky poukazuji na potencialni vyuZiti dynamiky sRAGE v dispenzarizaci karcinomu

ledviny.
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7. ZAVER

V nasi praci jsme jako prvni demonstrovali souvislosti mezi E111A (419A/C) GLO1 SNP a
rizikem svétlobunécného karcinomu a spojitost mezi polymorfizmem RAGE -429T/C a
2184A/G SNP a agresivitou ccRCC. Souvislost mezi ostatnimi polymorfismy a rizikem
ccRCC jsme v nasi studii nepotvrdili. Limitaci studie byla relativné kratka dispenzarizace,
a proto nebylo moiné zhodnotit vztah polymorfizmd k dlouhodobé progndze
onemocnéni. V nasi prédci jsme se zaméfili pouze na geneticky podklad genl GLO |,
nehodnotili jsme aktivitu enzymu ve vztahu k polymorfizmu. Dalsi studie jsou proto
potifebné ke zhodnoceni aktivity glyoxalazy | a polymorfizmu GLO |, zejména s ohledem

na potenciondlni terapii.

V nasi praci jsme nepotvrdili hypotézu, Ze hladina sRAGE zavisi od polymorfizmu genu
RAGE G82S. Predoperacni sRAGE se nejevi jako potencialni diagnosticky marker u
karcinomu ledviny ani jako prediktor progndzy. Hodnota sRAGE nezdvisi od stadia
onemocnéni, nuklearniho gradu u karcinomu ledviny. Avsak jsme prokazali vyznam
SRAGE v dispenzarizaci nemocnych s lokalizovanym onemocnénim po chirurgickém
vykonu. Hodnota po radikalnim chirurgickém vykonu se ve skupiné pacientt bez relapsu
zvySuje, zatim co pfi relapsu onemocnéni hodnota sRAGE je stabilni. Predikce dalSiho
prabéhu onemocnéni je dalezitd pro sprdvné nacasovani kontrolni laboratornich a
radiologickych vysetfeni k restagingu onemocnéni. Intervaly restangingu se m{zZou
zredukovat u pacientll s dobrou progndézou nebo nizkym stupném progrese
onemocnéni a u pacientd s vysokym rizikem progrese a nepfiznivou prognézou mize
byt v€as zahajena adjuvantni terapie. sRAGE se jevi jako potenciondlni biomarker
v predikci relapsu lokalizovaného karcinomu ledviny. Jsou potfebné dalsi studie
k potvrzeni naSich vysledkl a také kprozkoumani jinych RAGE-ligandd jako

potencionalnich markert v diagnostice a sledovani karcinomu ledviny.
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