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1 STRESZCZENIE

Ryzyko zachorowania na raka pecherza moczowego, jednego z czestszych nowotworow ztosliwych u
ludzi, wzrasta wraz z wiekiem, a gtobwnym czynnikiem ryzyka jego powstawania jest palenie tytoniu.
Sposrdd licznych typow histologicznych najczgstszym jest rak urotelialny pgcherza moczowego, w ktorym
w zaleznosci od naciekania blony migsniowej S$ciany pecherza moczowego wyrdznia si¢ raka
nieinwazyjnego (ang. non-muscle invasice bladder cancer; NMIBC) oraz raka inwazyjnego (muscle invasive
bladder cancer; MIBC). Klasyfikacja ta ma kluczowe implikacje terapeutyczne.

Mikrosrodowisko nowotworowe (ang. tumour microenvironment, TME) odnosi si¢ do wszystkich
komoérkowych 1 biochemicznych elementéw towarzyszacych komoérkom nowotworowym. W TME
najliczniejsza populacja komorek nienowotworowych sag fibroblasty, ktore w warunkach fizjologicznych
odpowiadajg za podtrzymywanie prawidtowej struktury tkanki poprzez wydzielanie sktadnikow macierzy
pozakomorkowej (ang. extracellular matrix; ECM). W nowotworach w wyniku licznych interakcji
komoérkowych dochodzi do zmian fenotypowych fibroblastow w wyniku czego powstaja tzw. fibroblasty
zwigzane z nowotworem (ang. cancer-associated fibroblasts (CAF’s); ang. tumour-associated fibroblasts
(TAF’s)). W licznych badaniach dowiedziono, ze CAF’s stymuluja wzrost, proliferacje, inwazj¢ oraz
progresje licznych nowotwordéw. Jednym z markerow CAF’s jest podoplanina (D2-40), ktora jest
transblonowg glikoproteing zaliczang jest do mukoprotein. Prognostyczna role podoplaniny zaobserwowano
rowniez w przypadku jej ekspresji na samych komoérkach nowotworowych. W dotychczasowych badaniach
poswieconych ekspresji podoplaniny w raku pecherza moczowego wykazano, ze jej duza obecnos¢ w
komorkach MIBC zwigzana byta z krotszym czasem przezycia wolnego od wznowy oraz krotszym czasem
przezycia ogdlnego.

Jak dotad nie zbadano ekspresji podoplaniny w nieinwazyjnym raku pecherza moczowego (NMIBC) w
kontekscie ryzyka wznowy procesy nowotworowego oraz jego progresji do raka inwazyjnego (MIBC),
dlatego w niniejszej pracy zdecydowano o prospektywnej obserwacji pacjentdw z pierwotnym guzem
pecherza moczowego poddanych zabiegowi przezcewkowej elektroresekeji (TURBT). Badania wykonano
na grupie 79 pacjentow, u ktorych zdiagnozowano NMIBC, 40 przypadkach zaawansowanego raka
urotelialnego pecherza moczowego MIBC oraz 10 tkankach kontrolnych w postaci zdrowej $ciany pgcherza
moczowego. Uzyskany material zatopiono w bloczkach parafinowych, ktore stanowity zrodto do stworzenia
mikromacierzy tkankowych (ang. tissue microarrays; TMA). Na skrawkach parafinowych TMA wykonano
reakcje immunohistochemiczne w celu oceny lokalizacji i poziomu ekspresji antygenow takich jak:
podoplanina (D2-40), Ki-67 (marker proliferacji komorkowej), CD31 oraz CD 34 (markery naczyn
krwiono$nych, ktére pozwolity na oceng MVD). Ekspresj¢ markeréw skorelowano z danymi kliniczno-
patologicznymi uzyskanymi w wyniku prospektywnej obserwacji pacjentow.

Uzyskane wyniki wskazuja na brak istotnych statystycznie réznic w poziomie ekspresji podoplaniny w
komorkach nowotworowych oraz w CAF’s wzgledem grupy kontrolnej. Ponadto, odnotowano brak istotnych

statystycznie rdznic w poziomie ekspresji D2-40 w zalezno$ci od stopnia zaawansowania miejscowego,



stopnia ztosliwosci histologicznej oraz grupy prognostycznej raka NMIBC wg EAU. Stwierdzono natomiast,
ze ekspresja podoplaniny w komorkach nowotworowych byta istotnie wyzsza w guzach MIBC w
poréwnaniu do NMIBC. Wykazano réwniez stabg dodatnig korelacj¢ pomiedzy ekspresja podoplaniny w
komorkach raka, a gestoscig mikronaczyn (MVD) oceniang za pomocg CD31 oraz CD34. Co prawda nie
stwierdzono istotno$ci statystycznej pomigdzy MVD oceniang za pomoca CD31 oraz CD34, ale w obu
przypadkach zauwazalny byl trend dtuzszego przezycia wolnego od wznowy procesu nowotworowego przy
nizszej gestosci mikronaczyn. Dodatkowo, wykazano stabg dodatnig korelacj¢ ekspresji podoplaniny w
CAF’s z MVD oceniang pa podstawie ekspresji CD34. Wyniki te potwierdzaja niejako wplyw CAF’s na
proces neoangiogenezy w obrgbie TME raka urotelialnego pgcherza moczowego. W badaniu nie stwierdzono
istotnego zwiagzku poziomu ekspresji podoplaniny w CAF’s i komorkach nowotworowych z ryzykiem
nawrotu NMIBC. CAF’s wykazujace niska ekspresje podoplaniny oraz komoérki nowotworowe z wysoka
ekspresja podoplaniny byly zwigzane z dluzszym czasem przezycia pacjentow wolnego od wznowy, ale trend
ten nie osiggnat istotnosci statystyczne;.

Podsumowujac, na podstawie wynikow przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze ocena ekspresji
podoplaniny (D2-40) w komorkach nieinwazyjnego raka pgcherza moczowego (NMIBC) nie ma warto$ci
prognostycznej w ocenie ryzyka nawrotu i progresji choroby nowotworowej. Moze mie¢ ona jednak warto$¢
w réznicowaniu guzow NMIBC od MIBC oraz szacowaniu czasu wolnego od wznowy procesu
nowotworowego. Mogloby mie¢ realny wptyw na zmniejszenie czestotliwosci badan wykonywanych w
ramach obserwacji onkologicznej pacjentoéw z NMIBC. Jednak do potwierdzenia tych wnioskow konieczne

byloby przeprowadzenie prospektywnego badania na wigkszej grupie pacjentow.



2 SUMMARY

The risk of developing bladder cancer, one of the most common human malignancies, increases
with age and its main risk factor is cigarette smoking. Of the numerous histological types, the most
common is urothelial carcinoma of the bladder, where non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC)
and muscle invasive bladder cancer (MIBC) are distinguished according to infiltration of the bladder

wall muscle membrane. This classification has the key therapeutic implications.

The tumour microenvironment (TME) refers to all cellular and biochemical elements associated
with tumour cells. In the TME, the most abundant population of non-cancerous cells are fibroblasts,
which under physiological conditions are responsible for maintaining normal tissue structure by
secreting extracellular matrix (ECM) components. In tumours, numerous cellular interactions result
in phenotypic changes of the fibroblasts, giving rise to so-called cancer-associated fibroblasts (CAF's)
or tumour-associated fibroblasts (TAF's). Numerous studies has shown that CAF’s stimulate growth,
proliferation, invasion and progression of numerous cancers. Podoplanin (D2-40), marker of CAF’s,
is a transmembrane glycoprotein classified as a mucoprotein. Podoplanin expression in tumour cells
has also shown a prognostic value. Previous studies on bladder cancer have found that high expression
od podoplanin in MIBC cells was associated with shorter recurrence-free survival and shorter overall

survival.

To date, podoplanin expression in non-muscle-invasive bladder cancer (NMIBC) has not been
correlated with the risk of tumour recurrence and progression to invasive bladder cancer (MIBC), so
that in this study I decided to prospectively follow patients with primary bladder tumour undergoing
transurethral resection (TURBT). The study was performed on 79 patients diagnosed with NMIBC,
40 patients with advanced urothelial bladder cancer MIBC and 10 control tissues of healthy bladder
wall. Obtained material was embedded in paraffin blocks, on the basis of which tissue microarrays
(TMAs) were made. Immunohistochemical reactions were performed on paraffin-embedded TMA
scrapings to assess the localisation and expression levels of antigens such as podoplanin (D2-40), Ki-
67 (a marker of cellular proliferation), CD31 and CD 34 (vascular markers that allowed assessment
of MVD). Marker expression was correlated with clinicopathological data obtained from prospective

follow-up of patients.

There were no statistically significant differences in podoplanin expression levels in tumour cells
and CAF's relative to the control group. In addition, it was noted that there were no statistically
significant differences in the expression level of D2-40 according to local stage, histological
malignancy and EAU prognostic group of NMIBC cancer. Nonetheless, podoplanin expression in
tumour cells was found to be significantly higher in MIBC tumours compared to NMIBC. There was

also a weak positive correlation between podoplanin expression in cancer cells and microvessel



density (MVD) as assessed by CD31 and CD34. Admittedly, there was no statistical significance
between MVD assessed with CD31 and CD34, but in both cases there was a noticeable trend towards
longer recurrence-free survival at lower microvessel density. In addition, there was a weak positive
correlation of podoplanin expression in CAF's with MVD as assessed by CD34 expression. These
results in some way confirm the influence of CAF's on the process of neoangiogenesis within the
TME of urothelial bladder cancer. The study did not find a significant association of podoplanin
expression levels in CAF's and tumour cells with the risk of NMIBC recurrence. CAF's with low
podoplanin expression and tumour cells with high podoplanin expression were associated with longer

patiennt’s recurrence-free survival, but this trend did not reach statistical significance.

Based on the results of this study, it can be concluded that the evaluation of podoplanin (D2-40)
expression in non-muscle-invasive bladder cancer (NMIBC) cells has no prognostic value in
assessing the risk of cancer recurrence and progression. However, it may be of value in differentiating
NMIBC tumours from MIBC and estimating the time free from the tumour recurrence. It could have
animpact on reducing the frequency and intensity of oncological follow-up of patients with diagnosis
of NMIBC. Nonetheless, to confirm these conclusions it is needed to do a prospective study on a

larger group of patients.



