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Tytut pracy doktorskiej: ,,Znaczenie biatka KIM-1 w przedoperacyjnej ocenie

stopnia zaawansowania klinicznego raka jasnokomorkowego nerki”

STRESZCZENIE

Wstep

Rak jasnokomoérkowy (ang. clear cell renal cell carcinoma, ccRCC) jest najczestszym
podtypem raka nerki, rozpoznawanym u 75-80 % pacjentow. Wigkszos$¢ przypadkow ccRCC
przebiega bezobjawowo i jest rozpoznawana przypadkowo w badaniach obrazowych. Okoto
20 - 30 % pacjentow z cCRCC jest diagnozowanych w stadium zaawansowanym miejscowo
lub rozsianym, co wiaze si¢ ze ztym rokowaniem. W praktyce klinicznej brakuje taniego
i powszechnie dostgpnego testu, ktory umozliwiatby wykrycie tej choroby w stadium,
w ktorym radykalne leczenie chirurgiczne jest nadal mozliwe. Biatko Kidney Injury
Molecule -1 (KIM-1) zostalo oznaczone we krwi i moczu pacjentow z rakiem
jasnokomoérkowym nerki i moze potencjalnie stuzy¢ jako biomarker diagnostyczny oraz

prognostyczny w tej jednostce chorobowej.

Cele pracy

» QOcena uzytecznosci biatka KIM-1 w moczu i osoczu jako biomarkera diagnostycznego dla
raka jasnokomorkowego nerki.

= Ocena uzytecznosci biatka KIM-1w moczu i osoczu do przewidywania stadium
zaawansowania i stopnia zrdéznicowania histopatologicznego nowotworu oraz obecnos$ci
niekorzystnych cech prognostycznych wsrdd pacjentow z diagnozg jasnokomoérkowego

raka nerki.



Ocena korelacji migdzy cechami klinicznymi 1 histopatologicznymi raka

jasnokomodrkowego nerki, a zakresami stezen biatka KIM-1 w moczu i 0soczu.

= Pordéwnanie rozkladu stezen biatka KIM-1 w moczu i osoczu chorych z jasnokomérkowym
rakiem nerki w zaleznos$ci od parametréw badania ogdlnego moczu.

= Porownanie rozktadu st¢zen biatka KIM-1 w moczu i osoczu chorych z jasnokomorkowym
rakiem nerki w zaleznosci od wystepowania chordb towarzyszacych (otytos¢, nikotynizm,
nadci$nienie tetnicze i cukrzyca).

»  Wyznaczenie optymalnego punktu odcigcia dla st¢zenia biatka KIM-1 w moczu i osoczu
dla zroznicowania pomig¢dzy pacjentami z rakiem jasnokomoérkowym, a osobami
zdrowymi.

= Poroéwnanie wartosci diagnostycznej i prognostycznej pomiedzy oznaczeniami biatka

KIM-1 w moczu i osoczu.

Material i metody

Opisywane badanie kliniczne zostalo przeprowadzone prospektywnie w Oddziale
Urologii i Urologii Onkologiczne; Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego we Wroctawiu
w okresie od marca 2015 do grudnia 2017 roku. Zgodg na realizacj¢ projektu wyrazita Komisja
Bioetyczna przy Wojewodzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu (decyzja KB/nr 5/rok
2015 z dnia 24.03.2015 r). Zaréwno zdrowi ochotnicy, jak i pacjenci z rozpoznanym guzem
nerki wyrazili pisemng, $wiadomg zgode na pozyskanie i wykorzystanie ich probek
biologicznych do celu realizacji powyzszego badania. Grupe badang stanowily osoby w wieku
powyzej 18 r.z., Z rozpoznaniem pierwotnego guza nerki i brakiem ognisk nowotworowych
przeciwlegtej nerki ustalonym na podstawie wyniku badania tomografii komputerowej lub
rezonansu magnetycznego jamy brzusznej. Kryteriami wytaczenia byty: brak zgody na udziat
w badaniu, wspotistniejacy aktywny proces nowotworowy lub przebyte w przesztosci leczenie
z powodu raka nerki. Grupg¢ kontrolng stanowili zdrowi ochotnicy z wywiadem nieobcigzonym
chorobami nerek. Pierwszy, poranny mocz i krew obwodowa pobierane byty rano w dniu
operacji. Analiza histopatologiczna preparatow pooperacyjnych zostala wykonywana w
Zaktadzie Patomorfologii ,,Hist-Med” we Wroctawiu. Oznaczenie st¢zenia ludzkiego biatka
KIM-1 za pomocg protokotu ELISA przeprowadzono przy wykorzystaniu komercyjnych,

zoptymalizowanych zestawow odczynnikéw firmy Ré&Dsystems. Analize statystyczng



przeprowadzono wykorzystujac komputerowe pakiety programéw statystycznych EPIINFO

Ver. 7.2.4.0 oraz Statistica Ver. 13.3. P<0.05 uznawano za znaczgce statystycznie.

Wyniki

Na potrzebe oznaczenia st¢zenia biatka KIM-1 pobrano probki moczu i krwi od 34 zdrowych
ochotnikéw oraz 73 pacjentéw z diagnoza pierwotnego guza nerki, ktérych nastepnie poddano
leczeniu operacyjnemu — nerkooszczgdzajagcemu ( NSS, n=38) lub radykalnej nefrektomii
(n=35). Na podstawie wynikow histopatologicznych usunigtych guzow dokonano podziatu na
grup¢ pacjentéw z rakiem jasnokomorkowym (ccRCC, n=52) i grupe pacjentow z pozostatymi

podtypami histologicznymi guzéw nerek (non-ccCRCC, n=21).

Obecnos$¢ biatka KIM-1 zostala potwierdzona zaréwno w moczu, jak i w osoczu pacjentow z
grupy badanej (ccRCC) oraz w grupach kontrolnych (non-ccRCC, zdrowi ochotnicy).
Stwierdzono istotny statystycznie wyzszy rozktad stezen KIM-1 w moczu (uKIM-1) i osoczu
(pKIM-1) pacjentow z rakiem jasnokomorkowym w poroéwnaniu z grupami kontrolnymi
(p<0,001). Wykazano istotne statystycznie wyzsze stgzenia uKIM-1 i pKIM-1 u pacjentow z
ccRCC zaawansowanym (T3-T4 NO/1 M0/1 wg TNM) niz ccRCC ograniczonym do nerki (T1-
T2 NO MO0). Obecnos¢ niekorzystnych cech prognostycznych, tj. martwicy, nacieku thuszczu
okotonerkowego i wyzszego zr6znicowania histologicznego w skali WHO/ISUP zwigzane byty
z istotnie wyzszym stezeniem uKIM-1 i pKIM-1 (p<0,001), czego nie wykazano dla inwazji
do naczyn zylnych. Ponadto stezenia uKIM-1 i pKIM-1 byly istotnie wyzsze w przypadku
wystepowania krwinkomoczu, biatkkomoczu oraz leukocyturii (tylko dla pKIM-1) w tescie
paskowym moczu u pacjentow z ccRCC. Nie stwierdzono natomiast istotnej statystycznie
zalezno$ci pomiedzy wystgpowaniem najczestszych chordb cywilizacyjnych a stezeniem

badanego bialka.

Analiza korelacji wykazata istotng statystycznie pozytywna korelacj¢ pomigdzy st¢zeniem
UKIM-1 i pKIM-1 a wielkoscia guza, grupa zaawansowania wg TNM oraz stopniem
zroznicowania histopatologicznego w skali WHO/ISUP (p<0,001). Stezenie pKIM-1
korelowato réwniez pozytywnie z wiekiem pacjenta, st¢zeniem kreatyniny w surowicy

i stezeniem uKIM-1, a negatywnie z eGFR.

Analizujac wyniki wyznaczono optymalne punkty odcigcia stezenia KIM-1 w moczu i osoczu,
dla ktorych zrdoznicowanie pomiedzy chorymi z ccRCC a osobami zdrowymi byloby

najbardziej prawdopodobne. W przypadku uKIM-1 punkt odcigcia wynosit 1,15 ng/mg Cr, przy



czutosci 0,692, swoistosci 0,735 1 AUC roéwnej 0,733. Warto$§¢ pKIM-1 rowna 75 pg/ml

wykazywatla natomiast czuto$¢ 0,904, swoistos¢ 0,941 i AUC rownag 0,930.

WhiosKi

Biatko KIM-1 jest oznaczalne w moczu i osoczu krwi pacjentow z rakiem
jasnokomorkowym nerki, a rozktad jego osoczowych stezen jest istotnie wyzszy niz
w grupach kontrolnych.

Rozktad stgzen biatka KIM-1 w moczu i osoczu jest wyzszy w raku
jasnokomorkowym wykazujacym niekorzystne cechy kliniczne 1 histopatologiczne,
tj. wyzsze stadium zaawansowania klinicznego, wyzszy stopien zrdznicowania
histopatologicznego, obecno$¢ martwicy i naciekania thuszczu okotonerkowego.
Stezenie biatka KIM-1 w osoczu 1 moczu, koreluje z wielkoscig guza, stopniem
zaawansowania i zréznicowania raka jasnokomorkowego.

Rozktad stezen biatka KIM-1 w osoczu i moczu jest istotnie wyzszy u pacjentow z
krwinkomoczem lub biatkomoczem.

Rozktad stezen biatka KIM-1 w moczu i osoczu pacjentéw z rakiem
jasnokomorkowym nie rozni si¢ istotnie w przypadku wspotwystepowania otylosci,
nikotynizmu, nadcis$nienia tetniczego lub cukrzycy.

Punkt odcigcia dla stezenia biatka KIM-1 w osoczu rownego 75 pg/ml wykazuje
wysoka czutos¢ 1 swoisto$¢ dla odrdznienia pacjentéw z rakiem jasnokomorkowym
od 0s6b zdrowych.

Oznaczenie biatka KIM-1 w o0soczu wykazuje wyzsza warto$¢ diagnostyczng

| prognostyczng dla raka jasnokomorkowego niz oznaczenie KIM-1 w moczu.

ABSTRACT



Introduction:

Clear cell renal carcinoma (ccRCC) is the most prevalent (75-80%) histological subtype of renal
cell carcinoma. Most of ccRCC cases are asymptomatic and discovered incidentally at imaging,
and around 20-30% of patients are diagnosed with locally advanced or metastatic disease, which
is associated with low survival rate. Unfortunately, in clinical practise there are no screening
tests for early detection of the disease, when it is still curable with surgical treatment. Kidney
injury molecule (KIM-1) has been determined in urine and blood of ccRCC patients in former

studies. It presents good potential to become diagnostic and prognostic biomarker in ccRCC.
Aims:

= Evaluation of the KIM-1 in urine and plasma as a diagnostic biomarkers for clear
cell kidney cancer.

= Evaluation of the KIM-1 in urine and plasma for prediction of the clinical stage,
histopathological grade and the presence of unfavorable prognostic features among
patients diagnosed with ccRCC.

= Correlation analysis between urinary and plasmatic KIM-1 concentrations and the
pathological characteristics of ccRCC.

= Comparison of the distribution of uKIM-1 and pKIM-1 of patients with ccRCC
depending on the urine parameters.

= Comparison of the distribution of uKIM-1 and pKIM-1 of patients with ccRCC
depending on the presence of concomitant diseases (obesity, smoking, hypertension
and diabetes).

= Determination of the optimal cut-off point for the concentration of KIM-1 protein in
urine and plasma for differentiation between patients with clear cell carcinoma and
healthy people.

= Comparison of diagnostic and prognostic value between uKIM-1 and pKIM-1.

Material and methods:

The clinical trial was conducted prospectively in the Department of Urology and
Oncological Urology of the Regional Specialist Hospital in Wroctaw in the period from March
2015 to December 2017. The project was approved by the Bioethics Committee at the Regional
Specialist Hospital in Wroctaw (KB/5/2015 - 24.03.2015). Both healthy volunteers and patients

diagnosed with a kidney tumor gave written, informed consent to the acquisition and use of



their biological samples for the purpose of the above study. The study group consisted of people
over 18 years of age, with a diagnosis of a primary kidney tumor and the absence of
concomitant tumor in the contralateral kidney in the contrast-enhanced abdominal imaging
studies. The exclusion criteria were: lack of consent, concomitant active malignant disease or
previous treatment for kidney cancer. The first, morning urine and peripheral blood were taken
in the morning on the day of the operation. Histopathological reports of excised tumors were
performed at the Department of Pathology "Hist-Med" in Wroctaw. The determination of the
concentration of human protein KIM-1 using the ELISA protocol was carried out using
commercial, optimized reagent kits from R&Dsystems. The statistical analysis was performed
using the statistical software EPIINFO Ver. 7.2.4.0 and Statistica Ver. 13.3 (P<0.05 was

considered statistically significant).

Results:

Urine and blood samples were taken from 34 healthy volunteers and 73 patients with a diagnosis
of primary kidney tumor, who were subsequently subjected to surgical treatment — nephron
sparing surgery (NSS, n = 38) or radical nephrectomy (n = 35). Based on the histopathological
results of the excised tumors, a division was made into a group of patients with clear cell
carcinoma (ccRCC, n=52) and a group of patients with other histological subtypes of renal

tumors (non-ccRCC, n=21).

The presence of KIM-1 protein was confirmed both in the urine and plasma of patients in the
study group (ccRCC) and in control groups (non-ccRCC, healthy volunteers). KIM-1
concentrations in urine (uKIM-1) and plasma (pKIM-1) was found statistically significantly
higher in ccRCC group compared to the control groups (p<0.001). Statistically significant
higher concentrations of uKIM-1 and pKIM-1 were demonstrated in patients with advanced
ccRCC (T3-T4 NO/1 MO0/1 according to TNM) than ccRCC limited to the kidney (T1-T2 NO
MO). The presence of unfavorable prognostic features, i.e. necrosis, perineal fat infiltration and
higher histological grade were associated with significantly higher concentrations of uKIM-1
and pKIM-1 (p<0.001), which was not demonstrated for venous invasion. In addition, uKIM-1
and pKIM-1 concentrations were significantly higher for erytrocyturia, proteinuria and
leukocyturia (for pKIM-1 only) in patients with ccRCC. However, no statistically significant
association was found between the presence of the most common concomittant diseases and the

concentrations of the biomarkers.



Correlation analysis showed a statistically significant positive correlation between both uKI1M-
1, and pKIM-1 concentrations, and tumor size, TNM staging group, and histopathological grade
(p<0.001). pKIM-1 also correlated positively with the patient's age, serum creatinine and

uKIM-1 concentrations, but negatively with eGFR.

Optimal cut-off points for uKIM-1 and pKIM-1 concentrations, for differentiation between
ccRCC and healthy volunteers, were determined. For uKIM-1, the cut-off point was 1.15 ng/mg
Cr, with a sensitivity of 0.692, a specificity of 0.735 and an AUC of 0.733. A pKIM-1 value of
75 pg/ml showed a sensitivity of 0.904, a specificity of 0.941 and an AUC of 0.930.

Conclusions:

* The KIM-1 protein is present in the urine and plasma of patients with ccRCC, and
the distribution of its plasma concentrations is significantly higher than in the control
groups.

= The distribution of concentrations of KIM-1 protein in urine and plasma is higher in
clear cell carcinoma showing unfavorable clinical and histopathological features, i.e.
a higher stage and grade or the presence of tumor necrosis and perirenal fat
infiltration.

= The concentration of uKIM-1 and pKIM-1 correlates with tumor size, stage and
grade in ccRCC.

= The uKIM-1 and pKIM-1 concentrations are significantly higher in ccRCC patients
presenting with erythrocyturia or proteinuria.

= The uKIM-1 and pKIM-1 concentrations of ccRCC patients does not differ
significantly in the case of on the presence of concomitant diseases (obesity,
smoking, hypertension and diabetes).

= The cut-off point for pKIM-1 protein of 75 pg/ml shows high sensitivity and
specificity to distinguish patients with ccRCC from healthy volunteers.

» Plasma KIM-1 demonstrates a higher diagnostic and prognostic potential in ccRCC

than urinary KIM-1.



