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1 WYKAZ SKROTOW

BC
CAF's
CAM-DR

CCL2
CCLS8
CIS
CLEC-2
CSC's
ctDNA
CTLA-4
CXCL12
DFS
EAU
EBRT
ECM
EGF
EGFR

EMT
ERM
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FAP

FAPI

FDA

FGF2

FGFR3

G-CSF
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rak pecherza moczowego (ang. bladder cancer)

fibroblasty zwigzane z nowotworem (ang. cancer-associated fibroblasts)
oporno$¢ na leki zalezne od adhezji komorkowej (ang. cell adhesion mediated
drug resistance)

motyw C-C chemokiny 2 (ang. C-C motif chemokine 2)

motyw C-C chemokiny 8 (ang. C-C motif chemokine 8)

rak §rédnablonkowy (ang. carcinoma in situ)

lektynopodobny receptor typu C 2 (ang. C-type lectin-like receptor 2)
nowotworowe komorki macierzyste (ang. cancer stem-like cells)

krazace nowotworowe DNA (ang. circulating tumour DNA)

antygen 4 cytotoksycznych limfocytow T (ang. cytotoxic T cell antigen 4)
motyw C-X-C chemokiny 12 (ang. C-X-C motif chemokine 12)

przezycie wolne od choroby (ang. disease-free survival)

Europejskie Towarzystwo Urologiczne (ang. European Association of Urology)
radioterapia wigzka zewnetrzng (ang. external beam radiotherapy)

macierz pozakomorkowa (ang. extracellular matrix)

naskorkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor)
receptor naskdrkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor
receptor)

przejscie epitelialno-mezenchymalne (ang. epithelial-mesenchymal transition)
kompleks biatek: ezryna, radyksyna, moezyna (ang. ezrin-radixin-moesin
proteins complex)

pecherzyki pozakomoérkowe (ang. extracellular vesicles)

biatko aktywujace fibroblasty (ang. fibroblast activation protein)

inhibitor biatka aktywujacego fibroblasty (ang. fibroblast activation protein
inhibitor)

Agencja Zywnoéci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)

czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor)

receptor czynnika wzrostu fibroblastow 3 (ang. fibroblast growth factor
receptor 3)

czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (ang. granulocyte colony-
stimulating factor)

rak o wysokim stopniu zto§liwosci histologicznej (ang. high grade)
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HIF-1
ICIs
IGF-7
IHC
IL-6
LG
LVI
MDSC

MET

MIBC

MMP
MMPI
MMPs
MMT

MRI
MSCs
MVD
NK
NMIBC

NPV

OS

PD-1

PDGF
PD-L1

PECAM-1

PET
PFS

czynnik indukowany hipoksja 1 (ang. hypoxia inducible factor 1)

inhibitory punktow kontrolnych (ang. immune checkpoint inhibitors)
insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin-like growth factor)

badania immunohistochmieczne

interleukina 6 (ang. interleukin 6)

rak o niskim stopniu ztosliwos$ci histologicznej (ang. low grade)
limfangioinwazja (ang. lymphangioinvasion)

komorki supresorowe pochodzenia mieloidalnego (ang. myeloid derived
suppressor cells)

przejscie mezenchymalno-epitelialne (ang. mesenchymal-epithelial transition,
EMT)

rak pecherza moczowego naciekajacy blong migsniowa wlasciwa (ang. muscle
invasive bladder cancer)

metaloproteinaza macierzy (ang. matrix metalloproteinase)

inhibitor metaloproteinaz (ang. matrix metalloproteinase inhibitor)
metaloproteinazy macierzy (ang. matrix metalloproteinases)

przejscie mezenchymalno-mezenchymalne (ang. mesenchymal-to-mesenchymal
transition)

badanie rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance imaging)
mezenchymalne komoérki macierzyste (ang. mesenchymal stem cells)

gestos¢ mikronaczyn (ang. microvasculature vessel density)

komorki NK (ang. natural killers)

rak pecherza moczowego nienaciekajacy blony migsniowej wlasciwej pecherza
moczowego (ang. non-muscle invasive bladder cancer)

ujemna warto$¢ predykcyjna (ang. negative predictive value)

przezycie catkowite (ang. overall syrvival)

receptor programowanej $mierci komorki typu 1 (ang. programmed cell death
receptor 1)

ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor)

ligand receptora programowanej $mierci komorki typu 1 (ang. programmed cell
death ligand 1)

ptytkowa czasteczka adhezyjna komorek srodbtonka 1 (ang. platelet
endothelial cell adhesion molecule)

pozytynowa tomografia emisyjna (ang. positron emission tomography)

przezycie wolne od wznowy (ang. progression-free survival)



PKC
PLAG

PUNLMP
reTURBT
RFS

RGD
SDF-1
SEER
SIR
TAF's
TAM's
TCGA
TGF-$
TMA
TME
TNM
TURBT

UICC

uro-TK
UTUC

VEGF

a-SMA

kinaza proteinowa (ang. protein kinase C)

domena stymulujgca agregacje ptytek krwi (ang. platelet aggregation-
stimulating domain)

brodawczakowaty nowotwor urotelialny o niskim potencjale ztosliwosci (ang.
papillary urothelial neoplasm of low malignant potential)

ponowna przezcewkowa elektroresekcja guza pecherza moczowego (ang.
repeat transurethral resection of bladder tumour)

przezycie wolne od wznowy (ang. recurrence-free survival)

trojpeptyd Arg-Gly-Asp

czynnik 1 pochodzacy z komorek zrebu (ang. stromal cel-derived factor-1)
Onkologiczna baza danych epidemiologii nadzoru i wynikow koncowych (ang.
Database of Surveillance Epidemiology and End Results)

standaryzowany wspotczynnik zachorowalnos$ci (ang. standardized incidence
ratio)

fibroblasty zwigzane z nowotworem (ang. tumour-associated fibroblasts)
makrofagi zwigzane z nowotworem (ang. tumour-associated macrophages)
zaktualizowany atlas genomu raka (ang. The updated Cancer Genome Atlas)
transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor)
mikromacierze tkankowe (ang. tissue microarray)

mikrosrodowisko nowotworowe (ang. tumour microenvironment)
klasyfikacja stopnia zaawansowania nowotworu - guz pierwotny, wezly
chtonne, przerzuty odlegte (ang. Tumour, Node, Metastasis Classification)
przezcewkowa elektroresekcja guza pecherza moczowego (ang. transurethral
resection of bladder tumour)

Miedzynarodowa Unia do Walki z Rakiem (ang. Union for International
Cancer Control)

tomografia komputerowa uktadu moczowego (tzw. urografia TK)

rak gornych drog moczowych (ang. upper urinary tract urothelial cell
carcinoma)

czynnik wzrostu §rédblonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor)

alfa aktyna mie$ni gladkich (ang. a-smooth muscle actin)



2 WSTEP
2.1 RAK PECHERZA MOCZOWEGO
Epidemiologia i czynniki ryzyka

Rak pecherza moczowego jest jednym z najczestszych nowotwordéw ztosliwych u ludzi. Ryzyko
zachorowania na ten typ nowotworu wzrasta wraz z wiekiem. Szczyt zapadalnosci przypada miedzy 50,
a 70 rokiem zycia. Rak pgcherza moczowego jest siddmym najczesciej rozpoznawanym nowotworem
zlosliwym w populacji meskiej, ale jedenastym, uwzgledniajac zapadalno$¢ na ten typ nowotworu u obu
ptci (1). Wskazniki epidemiologiczne dotyczace raka pecherza moczowego w Polsce ksztattuja si¢
niepokojaco na tle innych panstw europejskich. W naszym kraju odnotowano 59% wzrost zachorowan
na raka pecherza moczowego w latach 1991-2006, za§ pod wzgledem umieralnosci na ten typ
nowotworu Polska zajmuje obecnie drugie miejsce w Europie (2). Leczenie raka pgcherza moczowego
zwigzane jest ze znacznym obcigzeniem finansoOw publicznych - w USA rak pgcherza moczowego ma
najwyzszy koszt leczenia w przeliczeniu na jednego pacjenta i zajmuje 5 miejsce wsrod rakéw pod
wzgledem catkowitego kosztu leczenia wszystkich pacjentow (3,4). Mimo postgpu w poznaniu
molekularnych podstaw karcynogenezy oraz wprowadzeniu nowych form terapii, na przestrzeni
ostatnich kilkudziesigciu lat nie zaobserwowano istotnej poprawy sredniej dtugosci zycia pacjentow z
inwazyjnym rakiem pecherza moczowego (Rycina 1, 2). 10-15% pacjentow z rakiem pecherza
moczowego ma zmiany przerzutowe w momencie rozpoznania, natomiast az 50% pacjentow
do$wiadcza wznowy procesu nowotworowego mimo radykalnego usuniecia pgcherza moczowego (5).
5-letnie przezycie pacjentdow z rakiem ograniczonym do narzadu wynosi 70,2%, natomiast w przypadku
obecnosci choroby przerzutowej wynosi ono jedynie 5,5% (6,7). Brak zauwazalnych postepow w
wynikach dotychczasowego leczenia oraz wysokie naktady finansowe opieki zdrowotnej sg przyczyna

poszukiwania nowych, skuteczniejszych form terapii (8).
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Rycina 1. Trend nowych przypadkow (m) oraz Smiertelnosci (V) w przebiegu raka pecherza
moczowego na przestrzeni 45 lat (Database of Surveillance Epidemiology and End Results (SEER),
NCI, USA; https://seer.cancer.gov/statfacts/html/urinb.html)
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Rycina 2. Trend 5-letniego przeiycia w przebiegu raka pecherza moczowego na przestrzeni 40 lat
(Database of Surveillance Epidemiology and End Results (SEER), NCI, USA;
https://seer.cancer.gov/statfacts/html/urinb.html)

Sposrod wielu znanych czynnikéw zwigkszajacych ryzyko wystapienia raka pecherza moczowego do

najwazniejszych naleza:

— Palenie papierosow, ktore odpowiada za 50-65% przypadkow u mezczyzn oraz 20-30%
przypadkow u kobiet (9). Ryzyko zachorowania wzrasta wraz liczbg wypalanych papieroséw oraz
czasem trwania nalogu. Kancerogenne dzialanie zwigzane jest z zawartymi w moczu aminami
aromatycznymi oraz wielopierscieniowymi weglowodorami aromatycznymi. Przedluzone i stale
narazenie na te substancje wynika z fazy gromadzenia moczu w pecherzu moczowym. Ryzyko
zachorowania jest rownie wysokie w przypadku palenia papierosow o niskiej zawartosci substancji
smolistych (10,11). Nikotynizm zwigzany jest z wyzszym ryzykiem nawrotow i progresji raka pecherza
moczowego nienaciekajacego btone migsniowa wilasciwa pecherza moczowego (NMIBC; ang. non-
muscle invasive bladder cancer) oraz mniejsza skutecznoscia BCG-immunoterapii dopecherzowej
(12,13). Zaobserwowano niemal natychmiastowy spadek ryzyka raka pecherza moczowego po
odstawieniu papieroséw — o 40% w ciggu pierwszych czterech lat oraz o 60% po uptywie 25 lat (14).

— Zawodowe narazenie na aminy aromatyczne, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne i
chlorowane weglowodory, ktore odpowiada za ok. 10% przypadkéw zachorowania na raka pecherza.
Narazenie takie wystgpuje glownie zakladach przemystowych zajmujacych si¢ przetworstwem farb,
barwnikow, metali i produktéw ropopochodnych (4,15,16).

— Czynniki genetyczne. Obserwuje si¢ zwigkszong liczbe przypadkéw raka pecherza moczowego u
krewnych pierwszego 1 drugiego stopnia (17). Jak dotad nie zidentyfikowano jednoznacznych
nieprawidlowosci genetycznych zwigzanych ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia raka pecherza

mocCzowego.



— Dieta. Wykazano protekcyjny wpltyw diety $rdédziemnomorskiej oraz negatywny efekt diety
zachodniej bogatej w cukry proste, thuszcze nasycone oraz produkty migsne (18,19). Dieta bogata w
owoce (>100 g na dobg¢) zwigzana bylta z nizszym ryzykiem wystapienia raka pgcherza moczowego, ale
jedynie u kobiet (20).

— Radioterapia. U pacjentow z rakiem gruczolu krokowego leczonych za pomoca radioterapii
stwierdzono zwigkszone ryzyko pojawienia si¢ wtornego nowotworu w postaci raka pecherza
moczowego. Standaryzowany wspotczynnik zachorowalnosci na raka pgcherza moczowego (SIR; ang.
Standardized Incidence Ratio) wynosit 1,42 dla radioterapii wigzka zewnetrzng (tzw. teleradioterapia),
1,10 dla brachyterapii oraz 1,39 dla obu tych metod stosowanych jednoczesnie (21).

— Leki. Wykazano, ze stosowanie pioglitazonu, doustnego leku przeciwcukrzycowego, zwigzane jest
ze wzrostem ryzyka raka pecherza (22). Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw (FDA; ang. Food and
Drug Administration) zalecita rezygnacj¢ ze stosowania tego leku u 0s6b z rozpoznanym rakiem
pecherza moczowego, natomiast w wielu krajach europejskich wycofano lek z obrotu (23,24).

— Zarazenie Schistosoma haematobium. Druga, po malarii, najcze¢stsza choroba pasozytnicza na
$wiecie, wystepujaca w krajach afrykanskich, azjatyckich, amerykanskich oraz karaibskich zwigksza
ryzyko zachorowania na raka pegcherza (25). Na skutek przewlektego stanu zapalnego zwigksza ona
ryzyko rozwoju zardwno raka urotelialnego, jak rowniez raka ptaskonablonkowego, ktory jest

dominujacym typem histologicznym w krajach takich jak Egipt (26).

Klasyfikacja histopatologiczna raka pecherza moczowego

Najczgstszym typem histologicznym raka pgcherza moczowego, w ponad 90% przypadkow, jest
rak urotelialny (rak przejsciowokomorkowy) wywodzacy sie¢ z komorek urotelialnych
(baldaszkowatych), bedacych komorkami nabtonkowymi wyscielajagcymi uktad moczowy. Rzadszymi
typami histopatologicznymi sa: rak ptaskonabtonkowy oraz rak gruczotowy (27). Nowotwory pecherza
moczowego mogg cechowac si¢ brodawkowatym lub ptaskim oraz nieinwazyjnym albo inwazyjnym
typem wzrostu.

Brodawkowaty nowotwor urotelialny o niskim potencjale ztosliwosci (PUNLMP; ang. papillary
urothelial neoplasm of low malignant potential) zwigzany jest z bardzo dobrym rokowaniem (28).
Wykazuje wzrost brodawkowaty z minimalng atypia cytologiczna, o grubo$ci ponad siedmiu komorek.
Zwykle pojedynczy i zlokalizowany w obrebie trojkata pecherza moczowego. Komorki maja zachowang
biegunowos¢ oraz nieznacznie powigkszone jadra. 5-letnie ryzyko nawrotu wynosi 20,1%, gldéwnie w
postaci PUNLMP lub guzow niskiego ryzyka (LG; ang. low grade), natomiast ryzyko progresji
nowotworu do raka naciekajacego blon¢ migsniowa wynosi mniej niz 1% (29).

Rak urotelielny LG charakteryzuje si¢ typowo brodawkowatym wzrostem z wtdknisto-naczyniowa

todyga i czestymi brodawkowatymi rozgalezieniami z komdrkami wiekszych rozmiaréw, zaznaczong
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atypig jadrowa oraz rzadko pojawiajgcymi si¢ figurami podziatu mitotycznego (30). Ryzyko nawrotu
wynosi 48-71%, natomiast ryzyko progresji szacuje si¢ na 2-12% (28).

Rak urotelialny o wysokim stopniu ztosliwosci (HG; ang. high grade) sktada si¢ z brodawkowatej
todygi pokrytej komoédrkami o wysokim stopniu ztosliwosci histologicznej w warstwie nabtonka
urotelialnego. Wystepuje nieuporzadkowana architektura, liczne figury podziatu mitotycznego oraz
pleomorficzne komdrki nowotworowe z wyraznie powigkszonymi jagdrami. Nieleczone zwigzane sg z
80% ryzykiem inwazji tkanki podnablonkowej, przez co uwazane sg za prekursora raka inwazyjnego
(28).

Obecnie wszystkie warianty raka pecherza moczowego innego niz rak urotelialny traktuje si¢ jak
guzy o wysokim stopniu zto§liwos$ci histologicznej, z czego jedynie 15-30% w momencie rozpoznania
nie nacieka btony migsniowej (6,31).

Wyro6znia si¢ nastgpujace typy histologiczne raka pgcherza moczowego: (32) (Tabela 1)

Tabela 1. Typy histologiczne raka pecherza moczowego wg klasyfikacji WHO z 2016 r.

1. Rak urotelialny (odpowiadajacy za ponad 90% wszystkich przypadkoéw raka pecherza
moczowego) (ang. urothelial carcinoma)

2. Rak urotelialny z cz¢sciowym zr6znicowaniem plaskonablonkowym i/lub gruczolowym lub
odmiennym (ang. urothelial carcinomas with partial squamous and/or glandular or divergent
differentiation)

3. Mikrobrodawkowaty rak urotelialny (ang. micropapillary urothelial carcinoma)

4. Wariant zagniezdzony/mikrocystyczny (ang. nested/microcystic variant)

5. Duzy wariant zagniezdzony (ang. large nested variant)

6. Mikrotubularny rak urotelialny (ang. microtubular urothelial carcinoma)

7. Wariant plazmacytoidalny, sygnetowaty (ang. plasmacytoid, signet ring variant)

8. Wariant przypominajacy limfoepitelioma (ang. [ymphoepithelioma-like variant)

9. Wariant olbrzymiokomoérkowy, rozproszony, niezré6znicowany (ang. giant cell, diffuse,
undifferentiated variant)

10. Sarkomatoidalny rak urotelialny (ang. sarcomatoid urothelial carcinoma)

11. Raki urotelialne z innym rzadkim réznicowaniem (ang. urothelial carcinomas with other rare
differentiations)

12. Raki urotelialne z czesciowym réznicowaniem endokrynnym (ang. urothelial carcinomas with
partial neuroendocrine differentiation)

13. Czysty rak neuroendokrynny (w tym raki neuroendokrynne drobnokomorkowe i
wielkokomorkowe (ang. pure neuroendocrine carcinoma, including small and large cell

neuroendocrine carcinomas)
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Ocena stopnia zaawansowania klinicznego (ang. Tumour stage)

Aktualng klasyfikacje stopni zaawansowania raka pecherza moczowego zaakceptowata w 2016
roku Miedzynarodowa Unia do Walki z Rakiem (UICC; ang. Union for International Cancer Control)
(33) (Tabela 2). Stopien zaawansowania TNM raka pecherza moczowego pozwala na opracowanie
najbardziej optymalnej formy postgpowania oraz spetnia krytyczng rol¢ w rokowaniu pacjenta. TNM
ocenia si¢ na podstawie badania klinicznego, wynikow badan obrazowych i histopatologicznych. Ocena
cechy T okresla gleboko$¢ naciekania raka oraz jego stosunek do $cian pecherza moczowego i
otaczajacych go narzadow. Ocena cechy N okresla stopien rozprzestrzeniania si¢ guza nowotworowego
do regionalnych weztoéw chlonnych znajdujacych si¢ w miednicy, w sasiedztwie pgcherza moczowego.
Cecha M wskazuje natomiast na obecno$¢ przerzutoéw odlegtych (33).

Z uwagi na fakt, iz stwierdzenie nacieku nowotworowego na bton¢ mig$niowg $ciany pecherza
moczowego zwigzane jest ze znacznym pogorszeniem rokowania oraz koniecznos$cig radykalnego
usunigcia pecherza moczowego, stosuje si¢ dodatkowy podziat guzow pecherza moczowego na guzy
nienaciekajace (NMIBC; Ta, T1) i raka naciekajacego btone mi¢sniowa $ciany pecherza moczowego
(MIBC; T2-T4) (34,35). Okoto 75% nowo rozpoznanych rakow pecherza moczowego stanowig raki
NMIBC (36).

Tabela 2. Klasyfikacja TNM raka pecherza moczowego z 2016 roku

T — guz pierwotny (ang. tumour)

Tx Brak mozliwos$ci stwierdzenia guza pierwotnego

TO Nie stwierdza si¢ guza pierwotnego

Ta Nieinwazyjny rak brodawkowaty (ang. non-invasive papillary carcinoma)
Tis Rak srodnabtonkowy (ang. carcinoma in situ; CIS)

T1 Nowotwor naciekajacy podnabtonkowa tkanke taczng (tzw. podscielisko)
T2 Nowotwor naciekajacy btone migsniowg

T2a nowotwor naciekajacy wewnetrzng potowe btony migsniowej

T2b nowotwor naciekajacy zewnetrzng polowe blony migsniowej

T3 Nowotwor naciekajacy
T3a naciekanie poza bton¢ migsniowa widoczne tylko mikroskopowo
T3b naciekanie nowotworu poza btong mi¢sniowa widoczne makroskopowo (guz

przekracza $ciang pecherza moczowego)

T4 Nowotwor naciekajacy narzady sgsiadujgce

T4a nowotwor naciekajacy na stercz, macice pochwe

T4b  nowotwor naciekajacy na §ciang miednicy lub powloki brzuszne
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N — regionalne wezly chlonne (ang. nodes)

Nx Brak mozliwo$ci oceny weztéw chtonnych
NO Brak przerzutéw do weztow chlonnych
N1 Przerzut w pojedynczym wezle chlonnym w miednicy mniejszej (podbrzuszny,

zaslonowy, biodrowy zewnetrzny lub przedkrzyzowy)

N2 Przerzuty w wielu regionalnych weztach chtonnych miednicy mniejszej

(podbrzuszny, zastonowy, biodrowy zewnetrzny lub przedkrzyzowy)

N3 Przerzuty do weztow chlonnych biodrowych wspo6lnych

M - przerzuty odlegle (ang. metastases)

Mx Nie mozna oceni¢ obecnosci przerzutow odlegtych
Mo Nie ma przerzutow odlegtych
M1 Obecnos¢ przerzutéw odleglych

Mla Przerzuty do pozaregionalnych weztow chtonnych

M1b Przerzuty odlegte do innych narzadow

Rak nienaciekajgcy btony
migsniowej sciany

pecherza moczowego —_ T2a: Rak naciekajgcy powierzchowng
(NMIBC) .

czes¢ btony miesniowe;j

T2b: Rak naciekajgcy gteboka czes¢
btony migsniowej

T1: Rak naciekajgcy
podnabtonkowg
tkanke faczng T3a: Rak naciekajgcy mikroskopowo

Ta: Rak nieinwazyjny tkanki okotopecherzowe

. |

Tis: Rak in situ (Cis)

N\

o T3b: Rak naciekajgcy makroskopowo
tkanki okotopecherzowe

T4: Rak naciekajgcy sgsiadujace narzady:
gruczot krokowy, pecherzyki
nasienne, macice, pochwe, pochwe,
sciane jamy brzusznej lub miednicy

Rak naciekajgcy bione
migsniowg sciany

pecherza moczowego
(MIBC)

Rycina 3. Stopnie zaawansowania miejscowego raka pecherza moczowego.

(na podstawie: https://asieris.com/products-retired-20230420/bladder-cancer/)
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Ocena stopnia zroZnicowania histologicznego (ang. histological grade)

Obecnie wykorzystuje si¢ dwie klasyfikacje oceniajace stopien zréznicowania histologicznego raka
pecherza moczowego: klasyfikacie WHO z 1973 roku oraz klasyfikacic WHO z 2004 roku,
aktualizowang w 2016 oraz 2022 roku. Pierwsza z nich podzielita guzy pecherza moczowego na stopien
G1, G2 oraz G3, natomiast druga wprowadzita podziat na guzy PUNLMP (brodawkowaty nowotwor
urotelialny o niskim potencjale ztosliwosci; ang. papillary urothelial neoplasm of low malignant
potential), LG (guzy o niskim stopniu ztosliwosci; ang. low grade) oraz HG (guzy o wysokim stopniu
ztosliwosci; ang. high grade (31,37) (Rycina 3). Konsekwencja zmian byl wzrost liczby pacjentow z
rozpoznanym guzem HG na skutek przesunigcia do tej grupy pacjentdow ze stosunkowo dobrze
rokujacym stopniem G2.(38) Dodatkowo, zmniejszeniu ulegta grupa pacjentdw z rozpoznawanym

PUNLMP.(39)

G1 | G2 | G3
,—’7“..\\ “__,—7‘-._._~§.- "——‘,y
e Tca--mC S e
PUNLMP | LG | HG

Rycina 4. Stopnie zlosliwosci histologicznej raka pecherza moczowego — zestawienie klasyfikacji
WHO z 1973 roku 7 klasyfikacjg WHO z 2004 roku uaktualniong w 2016 oraz 2022 roku (7).

Przeglad systematyczny oraz metaanaliza z 2017 roku nie potwierdzity przewagi zadnej z
wymienionych klasyfikacji pod katem nawrotu lub progresji raka pecherza moczowego (38).
Stwierdzono réwniez, ze jednoczesne stosowanie obu klasyfikacji ma istotng przewage nad
stosowaniem kazdej z tych klasyfikacji osobno dzigki podziatlowi pacjentow ze stopniem G2 na HG/LG.
Dodatkowo wykazano, ze pacjenci z rakiem pgcherza w stopniu TaLG majg takie samo rokowanie jak
pacjenci z rozpoznanym PUNLMP. Aktualnie wytyczne Europejskiego Towarzystwa Urologicznego
(EAU; ang. European Association of Urology) zalecaja jednoczesne stosowanie obu klasyfikacji w
ocenie preparatow histopatologicznych raka pgcherza moczowego (7,40).

Osobnego omodwienia wymaga rak srddnabtonkowy (CIS; ang. carcinoma in situ), ktéry jest

nieinwazyjnym rakiem pecherza o wysokim stopniu ztos$liwosci histologicznej (HG). W wielu
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przypadkach jest zmiang wieloogniskowa 1 przypomina zmiany zapalne. W przeciwienstwie do
pozostatych guzoéw nieinwazyjnych (NMIBC), CIS nie da si¢ wyleczy¢ poprzez izolowane wycigcie
zmiany podczas zabiegu przezcewkowej elektroresekcji guza pecherza moczowego (TURBT; ang.

transurethral resection of bladder tumour) (41).

Podtypy molekularne raka pecherza

Molekularna klasyfikacja raka pgcherza oparta jest na analizie genomu nowotworu wedtug TCGA
(ang. The updated Cancer Genome Atlas). Zidentyfikowano dwie gléwne grupy nowotworow:
luminalny (ang. luminal) 1 podstawno-plaskonablonkowy (ang. basal-squamous) z dalszym ich
podziatem na podtypy: brodawkowaty luminalny (ang. luminal-papillary), naciekajacy luminalny (ang.
luminal-infiltrated), luminalny, ptaskonablonkowy, neuronalny (ang. neuronal). Kazdy z tych podtypow
zwigzany jest z r6znym profilem mutacji, cech histopatologicznych, dalszg prognoza oraz kierunkami
terapeutycznymi (42). Podtyp podstawno-plaskonabtonkowy, ktéry charakteryzuje si¢ ekspresja
cytokeratyn oraz obfitym naciekiem immunologicznym, uwazany jest za podtyp chemowrazliwy.
Podtypy luminalne, ktore charakteryzuja si¢ m.in. mutacjami genu receptora czynnika wzrostu
fibroblastow 3 (FGFR3) oraz obecno$cig markerdw przej$cia nablonkowo-mezenchymalnego (EMT),
moga by¢ zwigzane z opornoscig na chemioterapi¢ (43,44). Ma to bezposrednie implikacje
terapeutyczne w ramach tzw. terapii personalizowanej. Zastosowanie erdafitinibu - inhibitora kinazy
tyrozynowej FGFR1-4, u chorych wykazujacych mutacje w obrebie genu FGFR3, zwigzane bylo ze
stabilizacja lub regresja choroby nowotworowej u 40% pacjentow z zaawansowanym lub rozsianym

rakiem pecherza moczowego (45).

Diagnostyka raka pecherza moczowego

Podstawowym elementem diagnostyki w kierunku raka pegcherza moczowego jest wywiad lekarski.
Najczestszym objawem zglaszanym przez pacjentow jest makroskopowy krwiomocz lub mikroskopowy
krwinkomocz. Wykazano, ze wigkszo$¢ pacjentow z krwiomoczem ma zwykle zdiagnozowany
nowotwor w wyzszym stopniu zaawansowania w poroéwnaniu z pacjentami z krwinkomoczem.(46)
Ryzyko rozpoznania raka pgcherza moczowego u o0sob zglaszajacych si¢ z powodu krwinkomoczu
wynosi 2-5%, natomiast w przypadku krwiomoczu jest to ok. 20%.(47,48) Rak pecherza in situ (CIS)
lub zaawansowane nowotworowy pecherza moczowego moga powodowac uczucie naglacego parcia na
mocz, objawy dysuryczne, czgstomocz, nykturi¢ a nawet bol zlokalizowany z miednicy mniejszej (6,7).

Celem diagnostyki obrazowej w raku pecherza moczowego jest: wykrycie guza, zr6znicowanie
guzow T1 (NMIBC) oraz T2 (MIBC) ze wzgledu na inng forme leczenia, ocena odpowiedzi na leczenie
systemowe, oraz ocena zaawansowania miejscowego, regionalnego i odlegiego w postaci ewentualnych
zmian przerzutowych. Zadna z dostepnych obecnie metod diagnostyki obrazowej nie jest w stanie

wykry¢ CIS. Zwykle w pierwszej kolejnosci wykonywane jest badanie USG jamy brzusznej
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pozwalajace na ocen¢ obecnosci zmian egzofitycznych na $cianie pecherza moczowego, ewentualnego
poszerzenia $wiatta uktadow zbiorczych nerek lub obecnosci zmian ogniskowych nerek. Niestety
badanie USG nie jest w stanie z duzg pewnos$cig wykluczy¢ obecnosci guzow w gornych drogach
moczowych (tzn. moczowodach oraz uktadach kielichowo-miedniczkowych nerek), dlatego standardem
jest obecnie tomografia komputerowa uktadu moczowego (tzw. urografia TK; uro-TK). Badanie to
pozwala dodatkowo na jednoczesng oceng stanu wezidw chtonnych oraz sgsiadujgcych narzadéw jamy
brzusznej 1 miednicy mniejszej (6,49).

Przezcewkowe wziernikowanie pecherza moczowego tzw. cystoskopia, ma na celu zobrazowanie
lokalizacji i1 liczby zmian egzofitycznych na $cianach pecherza moczowego. W przypadku stwierdzenia
zmian we wczesniejszych badaniach obrazowych, zamiast diagnostycznej cystoskopii, zaleca si¢
wykonanie zabiegu TURBT (przezcewkowa elektroresekcja guza pecherza moczowego; ang.
transurethral resection of bladder tumour) w znieczuleniu rdzeniowym lub ogélnym (6,7). Dodatkowo
cystoskopia jest podstawowym elementem okresowe] kontroli onkologicznej pacjentdow po
endoskopowym organooszczedzajagcym usunigciu guza pgcherza moczowego. Czestos¢ badania zalezy
od stopnia ryzyka nawrotu leczonej choroby nowotworowej oraz jej ewentualnej progresji do raka

naciekajacego bton¢ migsniowa wiasciwag (7) (Tabela 3).

Tabela 3. Grupy prognostyczne dla guzow NMIBC wg Europejskiego Towarzystwa Urologicznego

GRUPA

RYZYKA CECHY KLINICZNE RAKA NMIBC

Pierwotny, pojedynczy guz TaT1 LG/G1 o $rednicy <3 cm bez CIS u pacjenta
NISKIE <70r.2.

RYZYKO Pierwotny guz Ta LG/G1 bez CIS z co najwyzej JEDNYM z dodatkowych
klinicznych czynnikow ryzyka

POSREDNIE Pacjenci bez CIS, ktorzy nie zaliczaja si¢ do grup niskiego lub wysokiego
RYZYKO ryzyka

WYSOKIE
RYZYKO

Wszystkie guzy T1, HG, G3, CIS

Cytologia moczu

Badanie cytologiczne moczu zwigzane jest z wysoka czutoscig (84%) w przypadku guzoéow o
wysokim stopniu ztosliwosci histologicznej, natomiast mata (16%) w konteks$cie guzéw o niskiej
ztosliwosci histologicznej. Ujemny wynik badania nie wyklucza obecnosci raka pecherza moczowego,
natomiast wynik dodatni moze sugerowa¢ obecno$¢ nowotworu rowniez w goérnych drogach
moczowych (50). Wynik badania w duzej mierze zalezy od jakosci preparatu (ilos¢ komoérek z

nieuszkodzong btong komorkows), czynnikow zaktdcajacych oceng (m.in. kamica moczowa, zakazenie
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uktadu moczowego, dopecherzowe wlewy preparatow leczniczych) oraz od doswiadczenia
histopatologa oceniajagcego otrzymany material. Specyficzno$¢ badania sigega 90% (51). Algorytmy
sztucznej inteligencji w potaczeniu z cyfrowym przetwarzaniem obrazu (test VisioCyt) poprawity
czutos¢ cytologii w przypadku guzéw HG nawet 0 92% (52). Obowigzujacym w raportowaniu wynikow
badan cytologicznych jest zaktualizowany w 2022 roku System Paryski (53) (Tabela 4).

Tabela 4. System Paryski do oceny wynikow badan cytologicznych moczu z 2022 roku

WYNIK KOMENTARZ

BRAK DIAGNOZY |Brak mozliwosci odpowiedniej diagnozy m.in. ze wzgledu na brak komorek

UJEMNY Nie stwierdzono obecnosci komorek nowotworowych

ATYPIA Nietypowe komorki nabtonka dréog moczowych
PODEJRZANY Podejrzenie komoérek HG/G3 raka urotelialnego
ZEOSLIWY Obecnos¢ komorek HG/G3 raka urotelialnego

Diagnostyka molekularna raka pecherza moczowego — stan obecny

Ze wzgledu na matg czulo$¢ cytologii w guzach LG/G1 oraz czgsta konieczno$¢ inwazyjnej
diagnostyki endoskopowej w postaci cystoskopii, poszukuje si¢ potencjalnych markerow pozwalajacych
na wczesne bezinwazyjne rozpoznanie raka pgcherza moczowego, szczegolnie w grupach ryzyka (m.in.
mezezyzni, po 40-50 r.z., palacy papierosy). Tego typu markery mogtyby mie¢ rowniez rolg w ocenie
ryzyka choroby nawrotowej, progresji nowotworowej, odpowiedzi na stosowane leczenie systemowe
lub koniecznos$ci wczesniejszego leczenia operacyjnego w postaci radykalnego usunigcia pecherza
moczowego. Wiele z proponowanych obecnie testow wykazuje czutos¢ wyzsza niz cytologia moczu,
kosztem wyraznie nizszej specyficznosci (6,7).

Kilka z opracowanych testow (UroVysion (FISH), receptor czynnika wzrostu fibroblastow 3
(FGFR3)/odwrotna transkryptaza telomerazy (TERT), biatko macierzy jadrowej NMP22, analiza
mikrosatelitarna), umozliwia przewidywanie ryzyka nawrotu choroby i jej ewentualnej progresji w
przypadku ujemnego wyniku cystoskopii oraz badan obrazowych oceniajacych gorne drogi moczowe
(54-57).

Sposrad testow, ktore sprawdzily si¢ na etapie diagnostyki raka pecherza moczowego, szerszego
omowienia wymaga kilka z nich:

- Cxbladder - test mRNA, wykrywajacy w materiale cytologicznym moczu ekspresj¢ pieciu genéw
(IGF, HOXA, MDK, CDC, ILSR), na podstawie ktorych klasyfikuje si¢ pacjentow wzgledem ryzyka
zachorowania na raka urotelialnego. Wykazuje on podobng negatywna warto$¢ predykcyjna (NPV; ang.

negative predictive value) jak badanie cytologiczne moczu (97% vs 93%) (58).
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- ADXBLADDER - badanie moczu oparte na detekcji MCMS5, bialka zaangazowanego w inicjacje
replikacji DNA, ktérego ekspresja wystepuje we wszystkich komorkach zdolnych do podziatu. W
porownaniu do cytologii moczu wykazuje on wyzsza czutos¢ (51,9% vs 17,6%), nizszg swoistos¢ (6,4%
vs 98%) oraz porownywalng warto$¢ NPV (92% vs 90,7%) (59).

- Xpert Bladder Cancer Monitor - test oceniajacy obecnos¢ ekspresji pieciu gendw (ABL1, UPKIB,
CRH, ANXA10, IGF2), ktérych nadekspresje stwierdza si¢ w komoérkach raka urotelialnego pecherza
moczowego. W poréwnaniu do cytologii moczu, test ten zwigzany jest z wyzsza czutoscig (72,7% vs
7,7%), nizsza swoistoscia (73,7% vs 96,5%) oraz porownywalng wartoscig NPV (96,5% vs 92,8%).
Dodatkowo jest on w stanie wykry¢ guzy HG z 92,3% doktadnoscig (60).

- Bladder EpiCheck - test, bedacy panelem 15 wzorcow metylacji DNA. Zwigzany jest on z 88%
specyficznoscia, 94,4% NPV dla jakiegokolwiek raka pecherza moczowego oraz 99,3% NPV dla raka
HG. Pozytywny wynik testu Bladder EpiCheck wskazuje na istotny wzrost ryzyka nawrotu raka
urotelialnego oraz raka HG (61).

Nowym kierunkiem badan diagnostycznych w ocenie odpowiedzi na leczenie inhibitorami punktow
kontrolnych (ICIs; ang. immune checkpoint inhibitors) jest analiza krazacego nowotworowego DNA
(ctDNA; ang. circulating tumour DNA). Immunoterapia z zastosowaniem Atezolizumabu - przeciwciata
skierowanego wzgledem liganda receptora programowanej $mierci komoérki typu 1 (PD-L1; ang.
programmed death ligand), zwigzana jest z dtuzszym przezyciem wolnym od choroby (ang. disease free
survival; DFS) oraz catkowitym przezyciem (ang. overal survival, OS) u chorych, u ktérych
zidentyfikowano ctDNA (62).

Wedtug stanowiska EAU, obecnie nie ma jednak wystarczajagcych dowodéw na to, zeby uzaleznia¢
postepowanie w raku pecherza moczowego od wynikéw dostepnych obecnie markerow oraz powstate;j

w ostatnim czasie subklasyfikacji raka urotelialnego na podtypy molekularne (6,7).

Leczenie raka pecherza moczowego

W zaleznos$ci od roznych czynnikow, w tym przede wszystkim od stopnia zaawansowania procesu
nowotworowego, wyrdznia si¢ nastgpujace elementy procesu terapeutycznego raka pecherza
moczowego:
- Przezcewkowa elektroresekcja guza pecherza moczowego (TURBT; ang. transurethral resection of
bladder tumour) - celem diagnostycznym zabiegu jest ocena stopnia zaawansowania guza (ang. stage)
oraz jego ztosliwos$ci histologicznej (ang. grade), a w przypadku guzéw NMIBC (PUNLMP/Ta/T1) daje
szans¢ na wyleczenie i unikni¢cie radykalnego wycigcia pecherza moczowego (7).
- Dopecherzowy wlew chemioterapeutyku - ze wzgledu na ryzyko wczesnego nawrotu choroby po
zabiegu TURBT, zastosowanie znajdujg substancje podawane dopgcherzowo takie jak m.in.

chemioterapeutyki np. mitomycyna C, doksorubicyna, epirubicyna, pirarubicyna oraz gemcytabina.
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Pojedynczy dopecherzowy wlew tych substancji wykonany bezposrednio po zabiegu zmniejsza ryzyko
nawrotu guza z 59% do 45% (63).

- BCG-immunoterapia dopecherzowa - dopecherzowe wlewy atenuowanych pratkow gruzlicy typu
bydlecego (tac. Mycobacterium bovis; szczepionka Bacillus Calmette—Guérin; BCG) w postaci cyklu
indukcyjnego oraz cykli przypominajacych powtarzanych przez 12-36 m-cy (64). Wykazano, ze
zastosowanie BCG-terapii zwigzane jest z mniejszym ryzykiem nawrotu oraz progresji nowotworu w
poréwnaniu do pacjentow jedynie po zabiegu TURBT (65,66).

- Radykalne usuni¢cie pecherza moczowego (tzw. cystektomia radykalna) - zabieg usunigcia
pecherza moczowego, miednicznych weziéw chtonnych, gruczotu krokowego u mezczyzn, macicy z
przydatkami i cewka moczowa u kobiet oraz, w zaleznosci od wskazan, meskiej cewki moczowe;.
Zabieg ten mozna wykona¢ tradycyjnie metoda otwartg, laparoskopowo lub w asy$cie robota
chirurgicznego. W przypadku cystektomii radykalnej wykonywanej u pacjentow z MIBC, 5-letnie
przezycie catkowite wynosi 50% (ang. overall survival; OS) (67).

- Leczenie systemowe (chemioterapia oraz immunoterapia) w leczeniu raka MIBC mozna rozwazy¢
w ramach leczenia przedoperacyjnego (tzw. leczenie neoadjuwantowe), pooperacyjnego u 0sob z
wysokim ryzykiem wznowy procesu nowotworowego (tzw. leczenie adjuwantowe) oraz jako leczenie
paliatywne u 0séb z chorobg nowotworowa w stadium rozsiewu, ktorego celem jest przedtuzenie zycia
pacjenta (6). Sposréd roznych schematéw leczenia neoadjuwantowego, najefektywniejsza jest
chemioterapia oparta na cisplatynie (np. MVAC — metotreksat, vinblastyna, adriamycyna, cisplatyna;
CMV - cisplatytna, metotreksat, vinblastyna; CM — cisplatyna, metotreksat; GC — gemcytabina,
cisplatyna; cisplatyna z 5-fluorouracylem) (68). Niejednoznaczne sg wytyczne wzgledem chemioterapii
adjuwantowej u pacjentéw z chorobg w stadium pT3/T4 i/lub N+. Poprawe w 5-letnim przezyciu
stwierdzono jedynie u pacjentéw z bardzo wysokim ryzykiem nawrotu choroby nowotworowej tzn. z
naciekiem tkanek okotopecherzowych i/lub dodatnimi weztami chlonnymi (69). Leczenie raka
urotelialnego pecherza moczowego w stadium rozsiewu nie zmienilo si¢ istotnie na przestrzeni ponad
ostatnich 20 lat 1 oparte jest w pierwsze] kolejnosci na opisanych juz schematach zawierajacych
cisplatyne, ktore to zapewniaja OS na poziomie ok. 12-14 m-cy (70). Natomiast w przypadku leczenia
drugiej linii, po zastosowanej wczesniej chemioterapii, pembrolizumab zwigzany jest z lepszym OS niz

chemioterapia drugiej linii: 10.3 m-cy vs. 7.4 m-cy (71).

Obserwacja w raku pecherza moczowego (tzw. follow-up)

W przypadku NMIBC, ze wzgledu na ryzyko nawrotu oraz ewentualnej progresji choroby
nowotworowej, pacjenci wymagaja Scistej obserwacji majacej za zadanie umozliwi¢ odpowiednio
wczesne rozpoznanie. Podstawg takiej diagnostyki jest okresowo wykonywane badanie cystoskopowe,
cytologia moczu i uroTK. Czgsto$¢ 1 zakres badan oraz czas trwania obserwacji uzalezniony jest od

stopnia zaawansowania oraz stopnia ztos$liwosci histologicznej nowotworu. Na chwilg obecng zaden z
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opisanych wczesniej markerow nie moze zastgpi¢ cystoskopii oraz badania cytologicznego moczu.
Natomiast obserwacja pacjentow po leczeniu radykalnym w przebiegu MIBC koncentruje si¢ na
okresowo wykonywanym badaniu TK klatki piersiowej oraz uroTK. Celem tych badan jest jak
najwczesniejsze wykrycie ewentualnej wznowy miejscowej, zmian weztowych lub przerzutow

odlegtych (6,7).

2.2 PODSCIELISKO NOWOTWOROWE

Pojecie mikrosrodkowiska nowotworowego (TME; ang. tumour microenvironment) odnosi si¢ do
wszystkich komorkowych 1 biochemicznych elementow towarzyszacych komoérkom nowotworowym,
wlacznie z: fibroblastami zwigzanymi z nowotworem (CAF’s; ang. carcinoma-aassociated fibroblasts),
komoérkami ukladu odporno$ciowego, naczyniami krwiono$nymi, hipoksemicznym i1 kwasnym
srodowiskiem oraz elementami sktadajacymi si¢ na macierz pozakomorkowa (ECM; ang. extracellular
matrix) w tym proteoglikany, kwas hialuronowy, kolagen, fibronektyna, laminina, czynniki wzrostu,
chemokiny, cytokiny, przeciwciata oraz r6ézne metabolity (72). W TME fibroblasty sa najliczniejsza
populacja komorek nienowotworowych, natomiast makrofagi sa najliczniejszymi komoérkami uktadu
immunologicznego, petnigc dominujacg rolg w odpowiedzi zapalnej (73).

ECM nie pehi jedynie funkcji biernego rusztowania dla komorek, ale jest dynamiczng strukturg
wplywajaca na polaryzacje komorek, ich ruch, komunikacje miedzykomorkowa i adhezje. Produkcja,
degradacja i1 reorganizacja ECM jest procesem $cisle regulowanym i zaburzenie tego procesu moze
skutkowac nieprawidlowym funkcjonowaniem zasiedlajacych ja komoérek. Wykazano rowniez, ze ECM
ma kluczowe znaczenie dla tworzenia si¢ niszy metastatycznej w miejscu przerzutu nowotworowego.
Dodatkowo, ECM odgrywa istotng rolg¢ w powstawaniu naczyn krwiono$nych i limfatycznych podczas
nowotworowej angiogenezy oraz limfangiogenezy (74,75).

Mikrosrodowisko nowotworowe umozliwia wzrost i progresje¢ procesu nowotworowego oraz
wydaje si¢ by¢ krytycznym czynnikiem regulujacym ucieczke nowotworu spod nadzoru ukiadu
immunologicznego, progresj¢ komorek nowotworowych oraz tworzenie przerzutow odlegtych (76,77).
Wiele badan sugeruje, ze w tkance nowotworowej panuja warunki charakterystyczne dla przewlektego
stanu zapalnego. W wielu nowotworach, w tym w raku pecherza moczowego, wykazano zaleznos¢
pomiedzy przewleklym stanem zapalnym, a ryzykiem karcynogenezy. Dodatkowo, same komorki
nowotworowe wydzielajg szereg cytokin 1 chemokin, ktorych efektem jest rekrutacja komorek
odpowiedzi zapalnej (m.in. makrofagi, mastocyty, granulocyty) (78—80). Pod wptywem tych substancji
nast¢puje zmiana fenotypu rekrutowanych komoérek w efekcie czego dochodzi do powstania m.in. tzw.
makrofagdw zwigzanych z nowotworem (TAM’s; ang. tumour-associated macrophages;), CAF’s oraz
aktywowanych komorek endotelielnych (81,82). Skutkiem toczacego si¢ stanu zapalnego sg takze

zmiany w obrebie uktadu naczyniowego — dochodzi do zwigkszonej przepuszczalnosci istniejacych juz
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naczyn oraz powstawania nowych m.in. w efekcie dziatania VEGF (czynnik wzrostu srédbtonka
naczyniowego; ang. vascular endothelial growth factor) wydzielanego przez makrofagi i fibroblasty. W
wyniku zwigkszonej przepuszczalno$ci naczyn nowotworowych, wolnego przeptywu krwi oraz
wydzielania w tkance nowotworowej czynnikow prozakrzepowych dochodzi do powstawania skrzepow
krwi. Uwalniane w efekcie rozne sktadniki uktadu krzepniecia oraz interakcje ptytek krwi z komérkami
TME mogg odgrywac rol¢ w karcynogenezie oraz progresji nowotworowej (83).

Komorki podscieliska moga przyczynia¢ si¢ do progresji nowotworu poprzez wydzielanie
chemoatraktantow, czynnikdw wzrostu oraz biatek degradujacych ECM jak metaloproteinazy (MMP;
ang. metalloproteinases). Degradacja ECM jest konieczna nie tylko do inwazji komorek
nowotworowych. W trakcie tego procesu uwalniane sg czynniki wzrostu, w tym EGF 1 TGF-B, oraz
odstaniane s3 motywy RGD (trojpeptyd Arg-Gly-Asp), ktére moga by¢ rozpoznane przez integryny
znajdujace si¢ na powierzchni komoérek nowotworowych (84). Ponadto, efektem dzialania MMP jest
przerwanie ciggtosci blony podstawnej naczyn i umozliwienie komoérkom $rodbtonka wrastanie w ECM
podczas procesu neoangiogenezy (85). Sposrdd innych komorek obecnych w obrebie TME, komorki
odpornosciowe wspoéldziataja, aby zapobiega¢ lub promowaé lokalny wzrost guzéw 1 ich
rozprzestrzenianie si¢, przy czym komorki NK (ang. natural killers), TAM’s, komorki supresorowe
pochodzenia mieloidalnego (MDSC; ang. myeloid derived suppressor cells;) oraz limfocyty T
odgrywaja w tym procesie kluczowa role (86).

Ze wzgledu na istotng role ECM 1 komoérek TME w procesie wzrostu i progresji nowotworowej,
podejmowane s3 obecnie liczne proby opracowania strategii terapeutycznych ukierunkowanych na
rozne sktadniki podscieliska guza, w tym czasteczki sygnatowe, proteazy degradujace ECM, komorki

zapalne, komorki srédbtonka i fibroblasty (72).

2.3 FIBROBLASTY ZWIAZANE Z NOWOTWOREM (CAF’s)

Fibroblasty sg komorkami, ktére w warunkach fizjologicznych odpowiadajg za podtrzymywanie
prawidtowej struktury tkanki poprzez wydzielanie sktadnikow ECM (87). Fibroblastami zwigzanymi z
nowotworem (CAF’s) lub ang. tumour-associated fibroblasts (TAF’s) nazywamy komorki, ktore bedac
elementem TME, stymuluja wzrost, proliferacj¢ oraz inwazyjno$¢ komoérek nowotworowych, w
przeciwienstwie do normalnych fibroblastow, ktore zwykle powoduja supresj¢ tworzacego si¢ guza
nowotworowego (88,89). Fibroblasty obecne w TME produkuja elementy ECM, reguluja réznicowanie
komorek oraz moduluja odpowiedZz immunologiczng. Moga one stymulowaé¢ wzrost i inwazyjnosé
komorek nowotworowych, a takze stan zapalny i angiogeneze, a ich obecnos¢ w tkance nowotworowe;j
zwigzana jest zwykle z wickszg agresywnoscig oraz gorszym rokowaniem (90,91). W niektorych jednak
nowotworach CAFs moga wykazywac¢ dziatanie odwrotne, hamujace rozwoj nowotworu (91). Okoto

20% CAF’s pochodzi ze szpiku kostnego z tzw. mezenchymalnych komorek macierzystych (ang.
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mesenchymal stem cells; MSCs), a pozostate to komorki rekrutowane w miejscu guza nowotworowego
(92).

W poréwnaniu z rezydualnymi fibroblastami tkankowymi, CAF’s maja zwigkszony potencjat
proliferacyjny, zwiekszong produkcj¢ sktadnikow ECM i inny profil wydzielanych cytokin (m.in. TGF-
B, IL-6, EGF, SDF1, VEGF, FGF, PDGF oraz HGF). CAF’s indukuja przejscie epitelialno-
mezenchymalne (EMT; ang. epithelial-mesenchymal transition) (93-96). CAF’s wspotodpowiadajg za
powstawanie niszy o wlasciwosciach prozapalnych poprzez wydzielanie cytokin i chemokin ,takich jak
m.in. CXCL12 (znane tez jako SDF-1), CCL2, CCLS, biatko wigzace IGF-7 (97). CAF’s reorganizuja
ECM w taki sposob, ze w efekcie zawiera ona wigkszg ilo§¢ czynnikow parakrynnych (np. IGF-1, IGF-
2) promujacych przezycie komorek nowotworowych.(94) Produkowany przez CAF’s kolagen typu I
moze petnié rolg w opornosci na stosowane leczenie onkologiczne (98).

Wykazano, ze CAF’s pierwotnych guzéw pecherza moczowego wykazuja inny profil ekspres;ji
biatek w porownaniu z tkankowymi fibroblastami uktadu moczowego oraz napletka, a réznica ta moze
wynika¢ m.in. ze zmienionej ekspresji specyficznych miRNA (99). W inwazyjnym urotelialnym raku
pecherza moczowego (MIBC) dochodzi do wigkszej deregulacji CAF’s w poréwnaniu do raka
nieinwazyjnego (NMIBC), co wskazuje na ich rol¢ w procesie inwazji nowotworowej oraz tworzeniu
ognisk przerzutowych (100). Ponadto zwigkszona ekspresja metaloproteinaz (MMPs), produkowanych
miedzy innymi przez CAF’s, zwigzana jest z wigkszym ryzykiem progresji nowotworu oraz
powstawania zmian przerzutowych, co sumarycznie przektada si¢ na gorsze rokowanie tych pacjentow
(101). Poziomy MMP-9 w moczu, MMP-7 w surowicy oraz MMP-2, MMP-7 i MMP-14 w tkankach
zostaly zidentyfikowane jako potencjalne markery prognostyczne raka urotelielnego pecherza

moczowego (102).

2.4 PODOPLANINA (D2-40)

Podoplanina (D2-40), jest transbtonowg glikoproteing o masie czasteczkowej 42 kD (38-50 kDa w
zaleznosci od stopnia sialilacji domeny zewnatrzkomorkowej), sktadajaca si¢ ze 162 aminokwasow,
ktora ze wzgledu na obecno$¢ duzej ilosci tancuchow O-glikozydowych zaliczana jest do mukoprotein.
Znana jest roOwniez pod szeregiem innych nazw: D2-40, Aggrus, gp, 36, gp38, OTS-8, Tla, PA.A26 oraz
M2A, natomiast sama nawa ,,podoplanina” odnosi si¢ do podocytdéw, w ktorych po raz pierwszy w 1997
roku stwierdzono jej ekspresj¢ (103). Biatko to zawiera tzw. domeny stymulujace agregacje ptytek krwi
(PLAG; ang. platelet aggregation-stimulating domain), ktore poprzez zawarta w niej czasteczke O-
glikozydowa tacza si¢ z ektynopodobnym receptorem typu C 2 (CLEC-2; ang. C-type lectin-like
receptor 2) obecnym na ptytkach krwi. Na C-koncu biatka obecne sg aminokwasy taczace si¢ z biatkami
ERM (kompleks biatek: ezryna, radyksyna, moezyna; ang. ezrin-radixin-moesin proteins complex),

ktére pelnia role molekularnych facznikéw miedzy filamentami aktynowymi, a biatkami
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zakotwiczonymi w blonie komorkowej. Domena wewnatrzkomorkowa biatka, poprzez interakcje z
biatkami ERM oraz kinazg proteinowa C (PKC; ang. protein kinase C) wptywa na mobilno$¢ komoérek
nowotworowych oraz ich potencjat inwazyjny. Strukture czasteczki podoplaniny przedstawiono na

rycinie ponizej (104-109) (Rycina 5).
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Rycina 5. Schemat czgsteczki podoplaniny lgczgcej sie z wewngtrzkomdorkowym elementem
kompleksu biatek ERM — ezryng; EC - domena zewngtrzkomorkowa; TM - domena przezblonowa;
IC — domena wewngtrzkomorkowa. (www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4859667)

Ekspresje podoplaniny stwierdzono w wielu prawidlowych tkankach i komoérkach (m.in. wypustki
stopowate podocytow, komorki endotelialne naczyn limfatycznych, pneumocyty typu I, osteocyty,
osteoblasty, komorki mezotelium) oraz w licznych nowotworach, gdzie potwierdzono rolg D2-40 w
adhezji, migracji oraz tworzeniu zmian przerzutowych (110-115). Podoplanina uwazana jest gtdéwnie za
marker komorek endotelialnych naczyn limfatycznych, a przez to procesu limfangiogenezy. Co wigcej,
ekspresje tego bialka stwierdzono w zaréwno w komoérkach nowotworowych, jak i w CAF’s.
Rezydualne fibroblasty tkankowe w przeciwienstwie do CAF’s nie wykazujg ekspresji D2-40 (116—
119).

Podoplanina poprzez swoje oddzialywanie z receptorem CLEC-2 na ptytkach krwi powoduje

powstawanie agregatow pltytkowych, ktore tworzac mikrozatory promuja powstawanie przerzutow oraz
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wchodza w interakcje z komorkami nowotworowymi (114,120—-122). Wyniki badan wskazujg ponadto
na istotng role podoplaniny jako markera aktywnych CAF’s uczestniczacych w progresji procesu
nowotworowego oraz modulowaniu fenotypu komorek nowotworowych (118,123—-127). Najwigcej
CAF’s wykazujacych ekspresje podoplaniny stwierdzono w raku jelita grubego, raku zotadka, raku drog
zotciowych 1 w raku trzustki, podczas gdy w nowotworach takich jak rak pecherza moczowego, rak
gruczotu piersiowego, rak prostaty, rak ptuc, rak watroby, rak macicy i rak jajnika, ekspresje
podoplaniny stwierdzono w mniej niz potowie CAF’s. W raku tarczycy nie odnotowano ekspresji
podoplaniny w podscielisku nowotworowym (TME) (128).

Poziom ekspresji podoplaniany, jak i jej rokownicze znaczenie jest zr6znicowane w zaleznosci od
typu nowowtworu. Wysoki poziom ekspresji podoplaniny w CAF’s raka gruczotu piersiowego, trzustki,
przetyku, gruczolakoraka ptuc i czerniaka zwigzany byl z gorszym rokowaniem pacjentow (127,129—
131). W przypadku gruczolakoraka jelita grubego, wysoka ekspresja podoplaniny w CAF’s okazala si¢
by¢ korzystnym czynnikiem rokowniczym zwigzanym z rzadszym wystepowaniem przerzutow do
watroby (132,133). W raku ptaskonablonkowym ptuc, wysoka ekspresja D2-40 w CAF’s nie miata
istotnej wartosci prognostycznej, podczas gdy w gruczolakoraku ptuc zwigzana byla z opornoscia na
leczenie inhibitorami kinaz tyrozynowych (134-136). W przypadku raka szyjki macicy guzy
wykazujace ekspresje podoplaniny w CAF’s wykazywaly mniejsza tendencje¢ do tworzenia zmian
przerzutowych do weztéw chionnych, a w gruczolakoraku przelyku zwigzane to bylo z krotszym
przezyciem wolnym od choroby (DFS) oraz przezyciem catkowitym (OS) (137,138).

Badania przeprowadzone przez zespo6l Satoshi ef al. wykazaty, ze sposrdd 135 przypadkéw raka
pecherza moczowego potowa przypadkow z potwierdzonymi przerzutami charakteryzowata si¢
podwyzszong ekspresjg D2-40 w komorkach nowotworowych (114). Wyciszenie ekspresji podoplaniny
u myszy z wyindukowanym rakiem pe¢cherza moczowego hamowalo powstawanie agregatéw
ptytkowych 1 zmniejszalo ryzyko powstawania przerzutow do pluc, przez co postuluje si¢ jej
ewentualny potencjat terapeutyczny w tym nowotworze (114,139,140). W innym badaniu stwierdzono,
ze duza ilos¢ komorek wykazujacych ekspresje podpolaniny w tkance inwazyjnego raka pgcherza
moczowego (MIBC) zwigzana jest z krotszym czasem przezycia wolnego od wznowy (RFS; ang.

recurrence-free survival) oraz krotszym czasem przezycia catkowitego (OS) (141).

2.5 MARKERY ANGIOGENEZY

Wzrost nowych naczyn krwiono$nych jest niezbedny do wzrostu guza, inwazji i pozniejszego
tworzenia zmian przerzutowych (142). Patologiczne naczynia tkanki nowotworowej rosng w szybkim
tempie, zapewniajac komorkom nowotworowym sktadniki odzywcze (143). Proces powstawania nowe;j
sieci naczyn krwionosnych na bazie juz istniejagcych nazywamy angiogenezg. Co wazne, m.in. w

kontekscie penetracji stosowanych lekow o dziataniu systemowym, rozklad naczyn w guzach nie jest
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rownomierny — na ich obwodzie naczyn jest wigcej niz wewnatrz guzow (144,145). Interakcja pomiedzy
komorkami nowotworowymi a komorkami $rodblonka odgrywa zasadniczg role w migracji komoérek
przez bariere Sciany naczyn (146). Przekroczenie przez komoérki nowotworowe bariery perycytow blony
podstawnej 1 komorek §rodbtonka jest krytycznym etapem zdolnosci tworzenia zmian przerzutowych
(147).

Dzialanie proangiogenne w tkance guza wykazujg m.in. CAF’s wydzielajac SDF-1 (ang. stromal
cel-derived factor-1; réwniez znane jako CXCLI12), czynnik, ktorego efektem jest rekrutacja
progenitorowych komorek srodbtonka (ang. endothelial progenitor cells; EPC’s) (143). Sposrdod innych
waznych czynnikéw dziatajacych stymulujgco na wzrost naczyn wymienia si¢ m.in. VEGF (ang.
vascular endothelial growth factor), FGF (ang. fibroblast growth factor) oraz EGF (ang. epidermal
growth factor).

VEGF-A wydzielany jest w wyniku hipoksji oraz dzialania czynnikdéw indukownych hipoksja (ang.
hypoxia inducible factor — HIF), takich jak HIF-1 oraz HIF-2. VEGF-A dziala poprzez receptory
znajdujace si¢ na powierzchni komoérek endotelialnych (148). W przypadku nieinwazyjnego raka
pecherza moczowego NMIBC, wyzsza ekspresja mRNA VEGF zwigzana jest z wigkszym ryzykiem
nawrotu, progresji oraz z krotszym DFS (149).

FGF (ang. fibroblast growth factor) jest czynnikiem wzrostu, ktory odgrywa rolg we wzroscie
prawidtowych komorek, ich przezyciu, roznicowaniu oraz angiogenezie, ale bierze rowniez udziat we
wzroscie guza nowotworowego (150). FGF, dzialajac synergistycznie z VEGF-A, wykazuje dziatanie
proagngiogenne (151). Mutacje aktywujace gen FGFR3 (receptora czynnika wzrostu fibroblastow 3;
ang. fibroblast growth factor receptor 3) stwierdzono w 50% guzow pecherza moczowego 1 sg zwigzane
z nizszym ryzykiem progresji oraz $miertelnosci. Sg one szczegdlnie czeste w guzach o niskim stopniu
ztosliwosci, gdzie stwierdza si¢ je az w 85% przypadkow (152).

Stymulujacy wplyw na angiogenez¢ wykazuje rowniez szlak sygnalowy receptora dla EGF (ang.
epidermal growth factor receptor), ktoérego nadekspresj¢ stwierdza si¢ w 31-48% przypadkoéw raka
urotelialnego pecherza moczowego. Hamowanie EGFR zmniejsza poziom VEGF-A, IL8 oraz B-FGF,
ktére sg silnymi czynnikami proangiogennymi (153). Wysoka ekspresj¢ EGFR stwierdza si¢ w 74%
przypadkéw raka pecherza moczowego, natomiast niskag w prawidtowym nabtonku urotelialnym.
Wysoka ekspresja EGFR, sprzyjajaca inwazji oraz migracji, w raku pecherza moczowego zwigzana jest
ze ztym rokowaniem (154,155).

Ocena procesu angiogenezy w tkance nowotworowej ma istotng warto§¢ prognostyczng i
potencjalng warto$¢ predykcyjng w wielu nowotworach (156). Obecnie glowna metoda potilosciowej
oceny liczby nowych naczyn jest pomiar ggstosci mikronaczyn (ang. microvessel density; MVD) za
pomocg markerow srodbtonka, zaproponowany po raz pierwszy przez Weidnera w 1991 roku (157).

Jednymi z czesciej wykorzystywanych markeréw w ocenie MVD sg obecnie CD31 oraz CD34.

CD34 jest transblonowym biatkiem kodowanym przez gen CD34 na chromosomie 1q/32, ulegajacym
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ekspresji w ludzkich komorkach krwiotwoérczych szpiku kostnego 1 uktadu limfatycznego, a takze w
komorkach endotelialnych. CD34 reguluje wczesne roznicowanie komorek krwi, ale takze dziata jako
mi¢dzykomodrkowy czynnik adhezyjny w komoérkach endotelium oraz w hematopoetycznych
komorkach progenitorowych (158).

CD31, ptytkowa czasteczka adhezyjna komorek srédbtonka 1 (PECAM-1, ang. platelet endothelial
cell adhesion molecule;), jest transbtonowym biatkiem kodowanym przez gen PECAM zlokalizowanym
na chromosomie 17q/23. CD31 jest ekspresjonowane w komorkach endotelialnych naczyn
krwiono$nych oraz w mniejszym stopniu naczyn limfatycznych. CD34 oraz CD31 sa powszechnie
stosowanymi markerami naczyn krwionosnych i1 odgrywaja znaczaca rol¢ w ocenie angiogenezy
nowotworowej (159).

W przypadku raka pecherza moczowego NMIBC wykazano, ze wigksza ggstos¢ naczyn (MVD) w
momencie rozpoznania NMIBC zwigzana jest z wickszym ryzykiem progresji choroby nowotworowej,
natomiast w raku pecherza moczowego MIBC, MVD jako niezalezny czynnik prognostyczny zwigzany

jest z krotszym DFS oraz OS (160-162).
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3 CELPRACY

Dotychczas opisywano role¢ podoplaniny w zaawansowanym, inwazyjnym raku pecherza
moczowego stwierdzajac, ze jej wysoka ekspresja koreluje z wielko$cig guza nowotworowego,
ryzykiem jego progresji 1 tworzeniem si¢ przerzutow odlegtych. Jak dotad nie oceniano jednak
ewentualnej wartos$ci diagnostycznej i prognostycznej podoplaniny w raku pecherza moczowego
nienaciekajagcym blony mig$niowej $ciany pgcherza moczowego (NMIBC).

Celem niniejszej pracy jest immunohistochemiczna ocena poziomu ekspresji podoplaniny w
komorkach raka urotelialnego pgcherza moczowego nienaciekajacego btone migsniowa Sciany pecherza
moczowego (NMIBC) oraz w fibroblastach podscieliska nowotworowego (CAF’s), a takze
skorelowanie jej z danymi kliniczno-patologicznymi. Ocenie porownawcze] poddana zostata rowniez
ekspresja podoplaniny w guzach nienaciekajacych (NMIBC) i naciekajacych blong migsniowa wlasciwag
pecherza moczowego (MIBC). Dodatkowo, biorgc pod uwage znaczenie D2-40 w procesach angio- i
limfangiogenezy, celem pracy byla ocena korelacji podoplaniny z ekspresja markerow naczyn
krwiono$nych: CD34 begdacego markerem nowopowstajacych naczyn (tzw. marker neoangiogenezy)
oraz CD31 bedacego markerem dojrzatych naczyn krwionosnych. Zbadana zostata réwniez korelacja

podoplaniny z Ki-67, uznanym markerem proliferacji komorkowe;.
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4 MATERIAL I METODYKA BADAN

4.1 Material kliniczny. Charakterystyka pacjentow.

Materiat do badan pobierano w Oddziale Urologii i Urologii Onkologicznej Wojewodzkiego
Szpitala Specjalistycznego we Wroctawiu w latach 2017-2018. Do badania zakwalifikowano pacjentow
ze stwierdzonym pierwotnym guzem pe¢cherza moczowego. Rozpoznanie nowotworu odbywato si¢ w
toku rutynowej diagnostyki klinicznej tzn. cystoskopii, badania USG lub uroTK.

Materiat do badan stanowity wycinki pobierane podczas zabiegow przezcewkowej elektroresekcji
guzow pecherza moczowego (TURBT) o $r.>1 cm. Wycinki pobierane byly za pomoca kleszczy
biopsyjnych, celem wykluczenia negatywnego wpltywu energii elektrycznej stosowanej podczas
wlasciwej czesci zabiegu (tzw. elektroresekcji monopolarnej lub bipolarnej). Material zabezpieczono w
10% roztworze zbuforowanej formaliny 1 zatopiono w parafinie na potrzeby pdzZniejszych badan
immunohistochemicznych. W zaleznosci od wyniku badania histopatologicznego oraz stwierdzonego
ryzyka nawrotu Ilub progresji choroby nowotworowej, pacjenci otrzymywali jednorazowy
dopecherzowy wlew chemioterapeutyku (roztwér 40 mg mitomycyny C lub 50 mg doksorubicyny) lub
kwalifikowani byli do trwajacej 12-26 miesigcy dopecherzowej BCG-immunoterapii.

Dalszej obserwacji onkologicznej poddawano pacjentéw, u ktérych po zabiegu nie stwierdzono raka
urotelialnego naciekajacego btong migsniowa wlasciwa §ciany pecherza moczowego, czyli pacjentow z
guzem NMIBC. W przypadku, w ktorym stwierdzono raka naciekajacego (MIBC), pacjenci wytaczani
byli z dalszej obserwacji, jednak uzyskany material biologiczny zabezpieczano na potrzeby
pozniejszych badan porownawczych. Z badania wylaczono réwniez pacjentéw z rakiem in situ (Cis)
oraz o typie histologicznym innym niz rak urotelialny. Zabieg ponownej przezcewkowej elektroresekc;ji
(reTURBT; ang. repeat transurethral resection of bladder tumour;) wykonywany rutynowo 2-6 tygodni
po pierwotnym zabiegu TURBT u pacjentéw z grupy ryzyka nie spetniat kryterium wznowy procesu
nowotworowego. Czas prospektywnej obserwacji pacjentow przewidziano na okres minimum 36 m-cy
lub do czasu stwierdzenia wznowy lub progresji procesu nowotworowego. Za wWznowe uznawano
ponowne pojawienie si¢ guza nowotworowego potwierdzonego wynikiem badania histopatologicznego.
Natomiast progresj¢ nowotworu stwierdzano w przypadku wyzszego stopnia zaawansowania
miejscowego (skala TNM) lub wyzszego stopnia zlosliwosci histologicznej (skala LG/HG oraz
G1/G2/G3) w wycinkach uzyskiwanych podczas kolejnych zabiegow TURBT.

Grupe kontrolg stanowili pacjenci po zabiegach radykalnego usunigcia pgcherza moczowego, u
ktorych wycinki pobierano z makroskopowo zdrowego fragmentu S$ciany pgcherza moczowego, u
ktorych w wyniku badania histopatologicznego catego pecherza moczowego nie stwierdzono
wspotistnienia raka in situ (Cis). Dodatkowo, celem oceny réznic w ekspresji biatek w rakach NMIBC

oraz MIBC wycinki z guza pobierano rdwniez od pacjentow poddawanych cystektomii radykalnej .
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Badania wykonano za zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Piastoéw
Slaskich we Wroctawiu (KB 532/2018). Pacjentom zakwalifikowanym do badania przekazano
informacje¢ dla pacjenta, §wiadomg pisemng zgode¢ na udziat w badaniu, zgod¢ na przetwarzanie danych
osobowych, zgodg¢ na pobranie 1 wykorzystanie materiatu tkankowego w celach badawczych oraz zgode
na przedstawione warunki ubezpieczenia. Do badania wiaczono chorych, od ktorych uzyskano pisemna
$wiadoma zgode. Srodki na przeprowadzenie badan pozyskano w ramach Grantu dla Mtodych
Naukowcow przyznanego przez Centrum Wspierania Nauki Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

w2018 .

4.2 Mikromacierze tkankowe

Materiat do badan stanowito 79 bloczkéw parafinowych od pacjentéw po zabiegu TURBT w
przebiegu nieinwazyjnego raka urotelialnego pecherza moczowego (NMIBC), 10 bloczkow
parafinowych tkanki kontrolnej w postaci fragmentu zdrowej $ciany pecherza moczowego oraz 40
archiwalnych bloczkoéw parafinowych rakow naciekajacych blong¢ migsniowa pecherza moczowego
(MIBC) z Zaktadu Patomorfologii ,,Hist-Med” we Wroclawiu.

Bloczki parafinowe pokrojono na skrawki o grubosci 4 pum, a nastgpnie wykonano preparaty
barwione hematoksyling 1 eozyng. Preparaty zeskanowano przy uzyciu skanera histologicznego
Pannoramic MID (3DHistech). Zdjecia preparatow pozwolity na wybranie reprezentatywnych obszaréw
tkanki (spoty) w celu stworzenia mikromacierzy tkankowych (TMA; ang. tissue microarrays) za
pomoca automatycznego systemu TMA Grand Master (3DHistech) — po 3 spoty z kazdego bloczka
parafinowego, kazdy o $rednicy 1,5 mm. Zastosowanie mikromacierzy pozwolito na redukcje kosztow
zwigzanych z badaniami umozliwiajac jednoczesng analiz¢ preparatéw pochodzacych od duzej liczby

pacjentow.

4.3 Reakcje immunohistochemiczne (IHC)

Pierwszym etapem reakcji immunohistochemicznej bylo gotowanie skrawkéw parafinowych w
temperaturze 97°C w aparacie PTLink (DAKO, Dania) w buforze EnVision FLEX Target Retrieval
Solution przez 20 minut celem deparafinizacji, uwodnienia oraz odstoni¢cia epitopow. Preparaty
studzono w buforze pluczacym Wash Buffer (bufor TBS z Tween 20). Celem zapewnienia statych
warunkow reakcji oraz powtarzalnosci wynikow, wlasciwe reakcje immunohistochemiczne
przeprowadzono z uzyciem automatycznego systemu AutostainerLink 48 (DAKO, Dania) z
zastosowaniem systemu do wizualizacji EnVision FLEX+, Mouse, High pH (DAKO, Dania). Kolejnym
etapem IHC bylo blokowanie aktywnosci endogennej peroksydazy przy uzyciu odczynnika EnVision
FLEX Peroxidase Blocking Reagent - w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Nastepnie preparaty
przeplukano buforze pluczacym i poddano 20-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej z

pierwszorzedowym przeciwciatami: anty-D2-40 (IR072, ready-to-use; DAKO, Dania), anty-Ki-67
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(IR626 ready-to-use; DAKO, Dania), anty-CD31 (IR610, ready-to-use; DAKO, Dania), anty-CD34
(IR632, ready-to-use; DAKO, Dania), anty-wimentyna (IR630, ready-to-use; DAKO, Dania) oraz anty-
a-SMA (IR611, ready-to-use; DAKO, Dania). Za pomocg Wash Buffer przeptukano preparaty usuwajac
nadmiar przeciwciat. Kolejnym krokiem byta 20 minutowa inkubacja z drugorzgdowym przeciwcialem
sprzgzonym z peroksydaza chrzanowag (EnVision FLEX/HRP) w temperaturze pokojowej. Po
przeplukaniu w buforze pluczacym dodano roztwor tretrachlorowodorku 3°3’-diaminobenzydyny
(DAB) begdacego substratem dla peroksydazy chrzanowej - 5 min inkubacja w temperaturze pokojowe;j.
Resztki odczynnika usuni¢to poprzez dwukrotne plukanie preparatow w buforze ptuczacym. W
kolejnym etapie wykonano barwienie kontrastujgce hematoksyling (EnVision FLEX Hematoxylin;
DAKO, Dania) - 5 minutowa inkubacja w temperaturze pokojowej. Ostatniego ptukania dokonano przy
uzyciu wody destylowane;j. Tak uzyskany materiat odwodniono przeprowadzajgc preparaty przez szereg
alkoholowy o wzrastajacym stezeniu procentowym (70%, 96%, 99,8%) — 5 minut w kazdym stezeniu.
Ostatecznie preparaty inkubowano 5-minut w roztworze ksylenu. Uzyskany preparaty zamknigto przy
uzyciu zywicy syntetycznej DAKO Mounting Medium (DAKO, Dania) w automatycznej zaklejarce
Coverslipper (DAKO, Dania)

4.4 Ocena reakcji immunohistochemicznych

Skrawki guzéw NMIBC po wybarwieniu hematoksyling i eozyng poddano standardowej ocenie
histopatologicznej wg klasyfikacji WHO.(31) W celu oceny poziomu ekspresji D2-40 (w komorkach
podscieliska nowotworowego oraz w komorkach nowotworowych) wykorzystano potilosciowa skale
IRS wg Remmele i Stegner (skala w zakresie od 0-12 punktow uwzgledniajaca intensywnos¢ reakcji
barwnej oraz odsetek pozytywnych komorek).(7abela 5)(163) Wynik oceny preparatéw IHC stanowi

srednig oceny z trzech reprezentatywnych obszarow (tzw. spotow) materiatu tkankowego.

Tabela 5. Skala IRS wg Remmele’go i Stegner.

ODSETEK INTENSYWNOSC ILOSC UZYSKANYCH
POZYTYWNYCH REAKCIJI ” INTERPRETACIJA
KOMOREK (%) PUNKTACIA BARWNE) PUNKTACIJA PU(I:\I)((LC))W WYNIKU
(A) (B)
0 0 Brak reakcji 0 0-1 Negatywny
<10 1 Mata 1 2-3 Staba ekspresja
10-50 2 Srednia 2 4-8 Srednia ekspresja
51-80 3 Duza 3 9-12 Silna ekspresja
>80 a | ==
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Do oceny poziomu ekspresji Ki-67 wykorzystano 4-stopniowg skale oceniajacg odsetek komorek
wykazujacych reakcje barwng (7Tabela 6. Skala oceny ekspresji Ki-67 na podstawie odsetka komorek
wykazujacych reakcje barwnag). Do dalszej analizy statystycznej wykorzystano $rednig warto$¢ oceny

uzyskang z pomiarow trzech reprezentatywnych obszardéw (tzw. spotow) materiatu tkankowego.

Tabela 6. Skala oceny ekspresji Ki-67 na podstawie odsetka komorek wykazujgcych reakcje barwng.

ODSETEK POZYTYWNYCH KOMOREK (%) PUNKTACJA
<5 0
6-25 1
26-50 2
>50 3

Reakcja IHC z wykorzystaniem przeciwciat zastosowanych w celu detekcji wimentyny oraz a-SMA
(uznanych markeréw fibroblastow) mialo za zadanie potwierdzi¢ lokalizacje obszarow zajmowanych

przez CAF’s.

Oceny reakcji immunohistochemicznych majacych na celu detekcje antygendéw: D2-40, Ki-67,
wimentyny oraz a-SMA dokonano za pomoca mikroskopu $wietlnego (BX-40; Olympus, Japonia).
Ekspresje antygendw: CD31 (markera dojrzalych naczyn krwiono$nych) oraz CD34 (markera
nowopowstatych naczyn krwionos$nych) oceniono z uzyciem mikroskopu $§wietlnego w powigkszeniu
400x mierzac gesto$¢ mikronaczyn (ang. microvasculature vessel density; MVD) za pomoca okularu

Chalkleya (Chalkley Point Array graticule; Pyser SGI, Edenbridge, UK).

4.5 Analiza statystyczna

Analize¢ statystyczng przeprowadzono za pomocg programu GraphPad Prism 5,0 (La Jolla, Ca,
USA). Do okreslenia rozktadu badanych cech ilosciowych wykorzystany zostat test Kolmogorowa-
Smirnowa. Korelacje pomigdzy dwoma cechami (parametrami kliniczno-patologicznymi, a ekspresja
badanych markeréw) analizowano za pomocg testu t-Studenta. Test Manna-Whitneya wykonywano, gdy
porownywane grupy nie spehliaty zatozen testu parametrycznego. W przypadku gdy ocenie
poréwnawcze] poddawano wigcej niz dwie cechy wykorzystywano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji
(ANOVA) lub test Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan Dunna. W celu zbadania
istniejacych korelacji, w zaleznosci od rozktadu cech, wykorzystano testy korelacji Pearsona lub
Spearmana. Analize prawdopodobienstwa wystgpienia wznowy raka pecherza moczowego

przeprowadzono za pomoca testu Mantela Coxa, Dodatkowo, przy uzyciu metody Kaplana-Meyera,
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przygotowano krzywe prawdopodobienstwa wystgpienia wznowy choroby. We wszystkich analizach

wyniki uznano za istotne statystycznie, gdy p<0,05.
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5 WYNIKI

Charakterystyka kliniczno-patologiczna przypadkow nieinwazyjnego raka urotelialnego pecherza
moczowego (NMIBC)

Do badania w okresie od 02.02.2017 r. do 12.12.2018 r. zrekrutowano 120 pacjentow, ktérych
poddano zabiegowi TURBT oraz od ktorych uzyskano i zabezpieczono materiat tkankowy. Z tej grupy
79 pacjentéw spehito kryteria w postaci rozpoznania guza NMIBC oraz obserwacji onkologicznej
trwajacej minimum 36 m-cy lub do czasu stwierdzenia wznowy lub progresji procesu nowotworowego.
W tym czasie zabezpieczono réwniez material ze zdrowej §ciany pgcherza moczowego od 10 pacjentow
oraz materiat z zaawansowanego raka urotelialnego pecherza moczowego MIBC od 40 pacjentow.

Sposrod 79 pacjentéw poddanych prospektywnej obserwaciji 24 stanowity kobiety, natomiast 55
mezezyzni (30,4% vs 69,6%). Sredni wiek pacjentow w dniu zabiegu przezcewkowej elektroesekeji
guza pecherza moczowego wynosit 67,9 lat (35-90 r.z.). 59 pacjentéw (74,7%) mialo dodatni wywiad
w kierunku palenia wyrobow tytoniowych trwajacy od 2 do 100 paczkolat ($r. 18,6 paczkolata). Guzy
pecherza moczowego u 52 pacjentow (65,8%) rozpoznane byty w toku diagnostyki krwiomoczu, u 23
pacjentow (29%) do rozpoznania doszto przypadkowo podczas badania USG jamy brzusznej
wykonanego z innego powodu, u 3 pacjentéw (3,9%) guz stwierdzono podczas cystoskopii wykonanej
w ramach diagnostyki zaburzen mikcji, natomiast u 1 pacjentki (1,3%) guz zdiagnozowano podczas
przezpochwowego badania USG wykonanego w ramach okresowej kontroli ginekologicznej. Sredni
czas trwania krwiomoczu poprzedzajagc moment rozpoznania guza wynosit 3,08 m-ce (0,5-24 m-ce).
Mnogiego guza pe¢cherza moczowego podczas zabiegu TURBT stwierdzono u 27 pacjentéw (34,2%).
Srédzabiegowo stwierdzono obecnoéé od 2 dol11 guzow (Srednio 1,89). Nawr6t choroby nowotworowej
stwierdzono ostatecznie u 29 pacjentow (36,7%), srednio po 621,2 dniach od pierwotnego zabiegu
TURBT (112-1657 dni). Progresj¢ nowotworu do guza o wyzszym stopniu zaawansowania
miejscowego lub o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej rozpoznano u 11 pacjentéw (14%).
Podstawowe informacje dotyczace charakterystyki badanych guzéw zawarto w Tabela 7.

Charakterystyka
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Tabela 7. Charakterystyka przypadkow nieinwazyjnego raka urotelialnego pecherza moczowego
(NMIBC) poddanych prospektywnej obserwacji oraz analizie statystycznej

PARAMETR LICZBA %
Stopien zaawansowania miejscowego
Ta 56 70,9
T1 23 20,1

Stopien zlosliwosci histologicznej wg. skali WHO z 1973 roku

Gl 50 63,3
G2 14 17,7
G3 15 19

Stopien zlosliwosci histologicznej wg. skali WHO z 2004/2022 roku
LG 50 63,3
HG 29 36,7

Grupy ryzyka raka nieinwazyjnego (NMIBC) wedlug Europejskiego Towarzystwa
Urologicznego

Niskie ryzyko 33 41,8
Posrednie ryzyko 17 21,5
Wysokie ryzyko 29 36,7

Nawrot choroby nowotworowej

NIE 29 36,7
TAK 50 63,3
Sredni czas do nawrotu 604,5 dni

Progresja choroby nowotworowej

NIE 68 86
TAK 11 14

Wyniki oceny reakcji immunohistochemicznych oraz korelacje 7 danymi kliniczno-patologicznymi w

nieinwazgyjnych rakach urotelialnych pecherza moczowego (NMIBC)

Ekspresje podoplaniny (D2-40) w CAF’s stwierdzono we wszystkich badanych preparatach
(100%), natomiast ekspresje D2-40 w komorkach nowotworowych zaobserwowano u 59 pacjentow
(74,7%). W Tabeli 8 przedstawiono podsumowanie rozktadu nasilenia ekspresji badanych

immunohistochemicznie markerow w grupie pacjentow z NIMBC.
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Tabela 8. Rozklad nasilenia ekspresji badanych markerow: podoplaniny (D2-40), Ki-67, CD31 oraz
CD34 w raku urotelialnym nieinwazyjnym NIMBC .

PARAMETR PRZI;;I(’:A?II)SI?()W %
Ekspresja podoplaniny (D2-40) w komdrkach nowotworowych
UJEMNA 20 25,3
DODATNIA 59 74,7
Ekspresja podoplaniny (D2-40) w CAF’s
UJEMNA 0 0
DODATNIA 79 100
Srednia ekspresja podoplaniny (D2-40) w skali IRS
Komérki nowotworowe 2,791
CAF’s 8,616
Naczynia limfatyczne w preparatach z podoplaning (D2-40)
NIEOBECNE 71 89,9
OBECNE 8 10,1
Srednia ekspresja pozostatych markeréw
Ki-67 1,89
CD31 (MVD) 2,32
CD34 (MVD) 5,03

Przyktadowe reakcje immunohistochemiczne obrazujace ekspresj¢ podoplaniny w komorkach raka
urotelialnego, CAF’s oraz w komorkach endotelialnych naczyn limfatycznych przedstawiono na

Rycinie 6.
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sy B
Rycina 6. Obrazy reakcji immunohistochemicznej (A, B, C) przedstawiajgce ekspresje podoplaniny
(D2-40) w raku urotelialnym pecherza moczowego. Niebieskq strzatkq oznaczono ekspresje D2-40 w
podscielisku (obraz A i B). Bialg strzalkq oznaczono silng blonowq ekspresje podoplaniny w
komorkach nowotworowych (obraz C). Zoltg strzalkq oznaczono komorki endotelialne naczyn
limfatycznych (obraz B).
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Obecnos¢ CAF’s w badanych tkankach potwierdzano poprzez oznaczenie uznanych markeréw
fibroblastow podscieliska nowotworowego: a-SMA (alfa aktyna miesni gltadkich; ang. a-smooth muscle

actin) oraz wimentyny (biatko cytoszkieletu nalezace do III typu filamentdw posrednich) (Rycina 7).
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Rycina 7. Ekspresja markerow w fibroblastach podscieliska nowotworowego (CAFs’) w seryjnych
przekrojach nieinwazyjnego raka uwurotelialnego pecherza moczowego (NMIBC) przy uZyciu
przeciwcial przeciwko a-SMA (A), podoplaninie (D2-40) (B) oraz wimentynie (C).
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Cztery stopnie nasilenia ekspresji Ki-67 w komorkach raka urotelialnego pgcherza moczowego

przedstawiono na Rycinie 8.
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Rycina 8. 4 stopnie nasilenia ekspresji jgdrowej antygenu Ki-67 w komdrkach nieinwazyjnego raka
urotelialnego pecherza moczowego (NMIBC): <5% (A), 6-25% (B), 26-50% (C), >50% (D)
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Ekspresj¢ CD31 oraz CD34 w komorkach $rodbtonka naczyn krwiono$nych zlokalizowanych w

podscielisku nowotworowym zobrazowano na Rycinie 9.
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Rycina 9. Przykladowa ekspresja markerow neo- i angiogenezy, CD31 (A) oraz CD34 (B) w
nieinwazyjnym urotelialnym raku pecherza moczowego (NMIBC)
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Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w ekspresji podoplaniny zarowno pomiedzy kontrolg, a
ekspresja podoplaniny w CAF’s (p=0,291), jak rowniez pomigdzy kontrola, a ekspresja D2-40 w
komorkach nowotworowych (p=0,505). (Rycina 10)

=0,505 p=0,291
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Rycina 10. Poréwnanie poziomu ekspresji (IHC) podoplaniny (D2-40) w kontroli (prawidtowych
fibroblastach) wzgledem ekspresji w CAF’ (p=0,505) (A) oraz w komorkach nowotworowych

»=0,291) (B)

Nie wykazano roznic w poziomie ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,21) oraz w komodrkach
nowotworowych (p=0,596) w zalezno$ci od stopnia zaawansowania miejscowego ocenianego wg

klasyfikacji TNM. (Rycina 11)
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Rycina 11. Poziom ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,21) (A) oraz w komdrkach
nowotworowych (p=0,596) (B) w zaleinosci od stopnia zaawansowania miejscowego raka
nieinwazgyjnego (NMIBC)
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Nie stwierdzono roznic w poziomie ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,723) oraz w
komorkach nowotworowych (p=0,471) w zalezno$ci od stopnia zto§liwosci histologicznej ocenianej

wedhug skali WHO z 2004/2022 roku. (Rycina 12)
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Rycina 12 Poziom ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,723) (A) oraz w komdrkach
nowotworowych (p=0,471) (B) w zaleznosci od stopnia zlosliwosci histologicznej ocenianej wedlug
skali WHO z 2004/2022 roku

Nie wykazano réznic w poziomie ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,876) oraz w komdrkach
nowotworowych (p=0,633) w zaleznosci od stopnia ztosliwosci histologicznej ocenianej wedtug skali

WHO z 1973 roku. (Rycina 13)
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Rycina 13. Poziom ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,876) (A) oraz w komdrkach
nowotworowych (p=0,633) (B) w zaleinosci od stopnia zlosliwosci histologicznej ocenianej wedlug
skali WHO z 1973 roku
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Nie stwierdzono roéznic w poziomie ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,25) oraz w
komorkach nowotworowych (p=0,706) w zaleznos$ci od grupy prognostycznej ryzyka progresji
nieinwazyjnego raka urotelialnego pgcherza moczowego w skali opracowanej przez Europejskie

Towarzystwo Urologiczne. (Rycina 14)
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Rycina 14. Poziom ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,25) (A) oraz w komorkach
nowotworowych (p=0,706) (B) w zaleinosci od grupy prognostycznej ryzyka progresji nieinwazyjnego
raka urotelialnego pecherza moczowego wg Europejskiego Towarzystwa Urologicznego

Nie wykazano roznic w poziomie ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,355) oraz w komorkach
nowotworowych (p=0,829) u pacjentow u ktérych doszto do wznowy procesu nowotworowego w

poréwnaniu do pacjentow wolnych od nawrotu choroby. (Rycina 15)
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Rycina 15. Poziom ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,355) (A) oraz w komorkach
nowotworowych (p=0,829) (B) w zaleznosci od ryzyka wznowy procesu nowotworowego
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Nie stwierdzono roznic w poziomie ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,829) oraz w
komorkach nowotworowych (p=0,316) u pacjentow u ktorych doszio do progresji procesu

nowotworowego w porownaniu do pacjentow, u ktorych do takiej progresji nie doszlo. (Rycina 16)
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Rycina 16. Poziom ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,829) (A) oraz w komdrkach
nowotworowych (p=0,316) (B) w zaleznosci od ryzyka progresji procesu nowotworowego

Nie wykazano istotnej statystycznie roznicy w przezyciach wolnych od wznowy (RFS) (p=0,278)
pomiegdzy pacjentami, u ktorych ekspresja podoplaniny (D2-40) w CAF’s w skali IRS byta nizsza niz 8

(mediana), w poréwnaniu do pacjentow, u ktorych ta ekspresja byla wyzsza lub rowna 8. (Rycina 17)
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Rycina 17. Krzywa przeiy¢ Kaplana-Meiera. Brak istotnych roZnic w czasie przeiy¢ wolnych od
wznowy (RES) w zaleinosci od poziomu ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,278)
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Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy w przezyciach wolnych od wznowy (RFS) (p=0,117)
pomiedzy pacjentami, u ktoérych ekspresja podoplaniny (D2-40) w komorkach raka pecherza
moczowego w skali IRS byla wicksza od 2,33 (mediana), w poréwnaniu do pacjentow, u ktorych ta

ekspresja byta nizsza lub rowna 2,33.(Rycina 18)
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Rycina 18. Krzywa przeiy¢ Kaplana-Meiera. Brak istotnych roZnic w czasie przeiy¢ wolnych od
wznowy (RFS) w zaleznosci od poziomu ekspresji podoplaniny (D2-40) w komoérkach nowotworowych
(r=0,117)

Wykazano, ze poziom ekspresji podoplaniny (D2-40) w komorkach nowotworowych u pacjentow z
nieinwazyjnym rakiem urotelialnym pe¢cherza moczowego (NMIBC) byt istotnie statystycznie wyzszy
niz u pacjentow z rakiem inwazyjnym (MIBC) (p=0,016). Brak istotnej roznicy w poziomie ekspresji

podoplaniny w CAF’s w przypadkach NMIBC w poréwnaniu z MIBC (p=0,176). (Rycina 19)
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Rycina 19. Poziom ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s (p=0,176) (A) oraz w komorkach
nowotworowych (p=0,016) (B) w raku pecherza moczowego nieinwazyjnym (NMIBC) oraz
inwazyjnym (MIBC).

44



Nie stwierdzono istotnej statystycznie korelacji pomigdzy poziomem ekspresji podoplaniny (D2-40) w

komorkach raka urotelialnego a poziomem ekspresji podoplaniny w CAF’s (p=0,078). (Rycina 20)
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Rycina 20. Korelacja poziomu ekspresji podoplaniny (D2-40) w komdérkach raka urotelialnego z
poziomem ekspresji podoplaniny w CAF’s ( p=0,078; r=0,199)

Wykazano istotng statystycznie staba dodatnig korelacj¢ pomiedzy poziomem ekspresji podoplaniny

(D2-40) w CAF’s a gestosciag mikronaczyn wykazujacych ekspresje CD34 (p=0,035; r=0,238). (Rycina

21)
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Rycina 21. Korelacja poziomu ekspresji podoplaniny (D2-40) w CAF’s 7z gestosciq mikronaczyn
wykazujgcych ekspresje CD34 (p=0,035; r=0,238)
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Stwierdzono istotng statystycznie stabg dodatnig korelacje pomi¢dzy poziomem ekspresji podoplaniny
(D2-40) w komorkach raka urotelialnego pecherza moczowego z gesto$cig mikronaczyn wykazujacych

ekspresje CD31 (p=0,046; r=0,225). (Rycina 22)
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Rycina 22. Korelacja poziomu ekspresji podoplaniny (D2-40) w komorkach raka urotelialnego
pecherza moczowego 7 gestoscig mikronaczyn wykazujgcych ekspresje CD31 (p=0,046; r=0,225)

Wykazano istotng statystycznie $rednig dodatnig korelacj¢ pomigedzy poziomem ekspresji podoplaniny
(D2-40) w komorkach nowotworowych a gestoscig mikronaczyn wykazujacych ekspresje CD34
(p=0,0007; r=0,372). (Rycina 23)
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Rycina 23. Korelacja poziomu ekspresji podoplaniny (D2-40) w komdrkach nowotworowych 7
gestoscig mikronaczyn wykazujgcych ekspresje CD34 (p=0,0007; r=0,372)
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Stwierdzono, ze poziom ekspresji Ki-67 w komorkach nowotworowych byt istotnie statystycznie
wyzszy niz w prawidtowych komorkach urotelialnych (p=0,034). Ekspresja Ki-67 byta rowniez wyzsza
w guzach w stopniu zaawansowania miejscowego T1 w pordwnaniu do stopnia Ta (p<0,0001).
Podobnie, poziom ekspresji Ki-67 w guzach HG byt wyzszy niz w guzach LG (p<0,0001). Biorac pod
uwage skale WHO z 1973 roku przetozyto si¢ to istotnie statystycznie nizszg ekspresj¢ Ki-67 w guzach
Gl w poréwnaniu do guzéw G2 (**) oraz guzdéw G3 (*). Nie zaobserwowano natomiast roéznic

pomiedzy guzami G2 oraz G3. (Rycina 24)
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Rycina 24. Poréwnanie poziomu ekspresji Ki-67 w komorkach nowotworowych: wzgledem kontroli
(»=0,034) (A), w zaleinosci od stopien zaawansowania miejscowego raka pecherza moczowego
(»<0,0001) (B), wzgledem stopienia zlosliwosci histologicznej wg. WHO z 2004/2022 roku (p<0,0001)
(C), oraz wzgledem stopienia zlosliwosci histologicznej wg. WHO 7z 1973 roku (p=0,0006) (D)
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Wykazano, ze poziom ekspresji Ki-67 byt istotnie statystycznie nizszy w grupie pacjentow niskiego
ryzyka nawrotu i progresji raka urotelialnego pecherza moczowego w poréwnaniu do grupy wysokiego
ryzyka (¥**; p<0,0001). Ekspresja Ki-67 byla réwniez wyzsza w grupie pacjentow z rakiem
naciekajagcym blong mig$niowa wilasciwg $ciany (MIBC) w porownaniu do pacjentdéw z rakiem

nienaciekajagcym (NMIBC) (p<0,0001). (Rycina 25)
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Rycina 25. Porownanie poziomu ekspresji Ki-67: w roZnych grupach prognostycznych raka
nieinwazgyjnego (NMIBC) wedlug Europejskiego Towarzystwa Urologicznego (***; p<0,0001) (A), w
nieinwazyjnym (NMIBC) oraz inwazyjnym (MIBC) raku pecherza moczowego ( p<0,0001)(B)
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Stwierdzono, ze gestos¢ mikronaczyn wykazujacych ekspresje CD31 w tkance raka urotelialnego byta
istotnie statystycznie nizsza niz w $cianie prawidtowego pecherza moczowego (p=0,013). Zaleznosci
takiej nie wykazano w przypadku gestosci mikronaczyn wykazujacych ekspresje CD34. Stwierdzono
jednak, ze wyzsza gesto$¢ mikronaczyn wykazujacych ekspresje CD34 zwigzana byla z rakiem NMIBC
w porownaniu do raka MIBC (p=0,0002) oraz z wyzszym ryzykiem progresji procesu nowotworowego.

(Rycina 26)
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Rycina 26. Gestos¢ mikronaczyn (MVD) oparta na ocenie ekspresji CD31 w komorkach
nowotworowych i komorkach prawidtowych (p=0,013) (A), MV D oparta na ocenie ekspresji CD34 w
komorkach nowotworowych i komorkach prawidlowych (p=0,283) (B), MVD oparta na ocenie
ekspresji CD34 w raku pecherza moczowego nieinwazyjnym (NMIBC) oraz inwazyjnym (MIBC)
(»=0,0002) (C), MVD oparta na ocenie ekspresji CD34 wzgledem ryzyka progresji procesu
nowotworowego (p=0,032) *(D).
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Nie wykazano istotnego statystycznie zwigzku gestosci mikronaczyn wykazujacych ekspresjg CD31 z
czasem przezycia wolnym od wznowy (RFS). Zauwazalny byt jednak wyrazny trend, w ktorym
gesto$¢ mikronaczyn (MVD) mniejsza lub rowna 2,33 (mediana) zwigzana byla z dluzszym

przezyciem bez nawrotu raka urotelialnego pecherza moczowego. (Rycina 27)
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Rycina 27. Krzywa przeiy¢ Kaplana-Meiera. Brak istotnych roZnic w czasie przeiy¢ wolnych od
wznowy (RFS) w zaleinosci od gestosci mikronaczyn (MVD) ocenionej na podstawie ekspresji CD31
w komorkach srodblonka (p=0,292)

Nie wykazano istotnego statystycznie zwigzku gestosci mikronaczyn wykazujacych ekspresje CD34 z
czasem przezycia wolnym od wznowy (RFS). Zauwazalny byt jednak niewielki trend, w ktorym
gestos¢ mikronaczyn (MVD) mniejsza lub rowna 5,33 (mediana) zwigzana byta z dluzszym

przezyciem bez nawrotu raka urotelialnego pecherza moczowego. (Rycina 28)
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Rycina 28 Krzywa przeiy¢ Kaplana-Meiera. Brak istotnych roZnic w czasie przeiy¢ wolnych od
wznowy (RES) w zaleinosci od gestosci mikronaczyn (MVD) ocenionej na podstawie ekspresji CD34
w komorkach srodblonka (p=0,504)
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6 DYSKUSJA

W wielu badaniach wykazano, ze ekspresja podoplaniny (D2-40), traktowanej poczatkowo jedynie
jako marker limfangiogenezy, wystepuje w réznych typach nowotworow. Lokalizacja tkankowa biatka
D2-40 jest zrdéznicowana, gdyz wystepuje ono zaréwno komorkach nowotworowych, jak 1 w
fibroblastach podscieliska nowotworowego (CAF’s). Jak dotad opisano ekspresj¢ podoplaniny w
nowotworach, takich jak: guzy zarodkowe jadra, rak ptaskonablonkowy jamy ustnej,
niedrobobnokomodrkowy rak ptuc, rak trzustki, rak ptaskonablonkowy przetyku czy rak krtani (119).
Wykazano, ze rokownicze znacznie ekspresji podoplaniny jest rozne, w zaleznosci od typu nowotworu
(164-167). Wysoka ekspresja podoplaniny w CAF’s w raku piersi, trzustki, przetyku, gruczolakoraku
ptuc i czerniaka zwigzana jest z gorszym rokowaniem, podczas gdy w gruczolakoraku jelita grubego
oraz w raku szyjki macicy, guzy wykazujace ekspresj¢ podoplaniny w CAF’s charakteryzuja si¢
mniejsza tendencja do tworzenia zmian przerzutowych (127,129-131,133,137).

Dotychczasowe dane literaturowe dotyczace ekspresji D2-40 w raku pecherza moczowego sa
niespojne. Z jednej strony Satoshi ef al. wykazal, iz blisko potowa sposréd 135 badanych pacjentow z
rakiem urotelialnym pecherza moczowego wykazywala ekspresje podoplaniny w komoérkach
nowotworowych (114). Z drugiej za$ strony Okajima ef al. w badaniu obejmujacym grupg¢ pacjentow z
inwazyjnym rakiem urotelialnym pecherza moczowego (MIBC; >T2) poddanych radykalnemu leczeniu
operacyjnemu nie stwierdzit obecnosci ekspresji D2-40 w komoérkach nowotworowych (168).
Tymczasem, w badanej przez nas grupie pacjentow z pierwotnym nieinwazyjnym rakiem urotelialnym
pecherza moczowego (NMIBC) odnotowano ekspresj¢ tego markera w komorkach nowotworowych w
przypadku 74,7% pacjentow. W kontekscie badanego podscieliska, w badaniu zespotlu Kitano et al.
oceniajacego ekspresje podoplaniny w kilkunastu ré6znych nowotworach, stwierdzono ekspresj¢ D2-40
w 52% CAF’s raka pecherza moczowego, podczas gdy w naszym badaniu zaobserwowano ekspresj¢
tego biatka u wszystkich badanych pacjentéw (128). Wydaje sie, ze rdéznice te mogg wynikac z roznic
W zastosowane] preparatyce i sposobie barwienia immunohistochemicznego oraz z zupetnie innego
profilu badanych pacjentow. W badaniu Okajimy et al. badano jedynie pacjentéw z rakiem inwazyjnym,
natomiast w badaniu Kitano et al. guzy nieinwazyjne stanowity jedynie 38% (11 z 29) wszystkich
badanych przypadkéw raka pecherza moczowego (128,168).

Podoplanina jest uznanym markerem komorek endotelialnych naczyn limfatycznych, a przez to
markerem procesu limfangiogenezy (169). Ma to szczegdlne znaczenie bioragc pod uwage fakt, iz
stwierdzenie limfangioinwazji (LVI; ang. lymphangioinvasion) w wycinkach raka pgcherza moczowego
uzyskanych podczas zabiegu TURBT zwigzane jest z wigkszym ryzykiem progresji nowotworu oraz
gorszym rokowanie (170). Dlatego wiarygodne rozpoznanie obecnosci LVI wydaje si¢ istotne w
konteks$cie dalszej, pozabiegowej obserwacji pacjenta. W badaniu Martini et al. zauwazono, ze

wzbogacenie standardowej oceny wynikéw raka pecherza moczowego po zabiegu radykalnej
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cystektomii o ekspresje podoplaniny (D2-40) w komorkach endotelialnych naczyn limfatycznych,
pozwalalo na rozpoznanie LVI u dodatkowych 5% pacjentow z falszywie ujemnym wynikiem badania
opartego na rutynowym barwieniu HE (hemotaoksyling i eozyng) (171). W naszym badaniu obecno$¢
naczyn limfatycznych wykazujacych ekspresje podoplaniny stwierdzono jedynie u 10,1% pacjentow (8
z 79). Wynika to w przewazajacej mierze z zupetnie innej histologii raka nieinwazyjnego (NMIBC) oraz
raka inwazyjnego (MIBC) oraz z r6znej ilo$ci materiatu tkankowego jakim dysponuje histopatolog po
zabiegu TURBT w pordéwnaniu do zabiegu radykalnego usunigcia pgcherza moczowego. Dodatkowo,
ilo§¢ podscieliska nowotworowego w guzach NMIBC (ktore charakteryzuje brodawkowato
rozgaleziajacy si¢ cienki wtoknisto-naczyniowy rdzen pokryty komoérkami raka urotelialnego) jest duzo
mniejsza niz ilos¢ zrgbu w guzach MIBC, w ktorych to naczynia limfatyczne wykazujace ekspresje
podoplaniny (D2-40) stwierdzono u 55,2% pacjentéw (141). W badaniu Bolenz et al. z 2013 roku
oceniajagcym materiat tkankowy uzyskany po zabiegu TURBT, obecno$¢ naczyn limfatycznych w tkance
guza NMIBC stwierdzono w 80% przypadkow, a w tkance okolonowotworowej u 90% badanych
pacjentow. Naczynia limfatyczne wewnatrz guza zwykle byly zapadnigte, podczas gdy naczynia
polozone obwodowo wykazywaly $wiatlo szeroko otwarte (172). Roznice w odsetku stwierdzonych
naczyn limfatycznych w preparacie tkankowym w naszym badaniu moze ttumaczy¢ fakt pobierania
wycinkéw jedynie z powierzchownych fragmentow brodawkowatych guzoéw. Ocene histologiczng i
molekularng tkanek uzyskiwanych podczas przezcewkowej elektroresekcji guza moze zaburzac
stosowany w trakcie zabiegu prad elektryczny oraz znaczna fragmentacja tkanek, dlatego wdrazane
stopniowo laserowe techniki enukleacyjne guzéw pecherza daja nadzieje¢ na dysponowanie w
przysztosci zdecydowanie lepszym materiatem badawczym (173).

Prognostyczng rolg CAF’s w inwazyjnym raku urotelialnym pecherza moczowego (MIBC)
potwierdzaja wyniki wielu dotychczasowych badan. Wykazano, ze w inwazyjnym urotelialnym raku
pecherza moczowego (MIBC) w porownaniu do raka nieinwazyjnego (NMIBC) dochodzi do wigkszej
deregulacji CAF’s, co wskazuje na ich potencjalng role¢ w procesie inwazji nowotworowej oraz
tworzeniu ognisk przerzutowych (100). W innym badaniu stwierdzono, ze guzy MIBC z duzg ilo$cia
komorek wykazujacych ekspresje podoplaniny w obrgbie podscieliska nowotworowego zwigzane byly
z krotszym czasem przezycia pacjentdow wolnego od wznowy oraz krotszym czasem przezycia
catkowitego (141). Na gorsze rokowanie u tych chorych wplyw maja przede wszystkim zwigzki
wydzielane przez CAF’s, takie jak metaloproteinazy (MMPs). Wykazano miedzy innymi, ze zwigkszona
ekspresja metaloproteinaz zwigzana jest z wigkszym ryzykiem progresji raka urotelialnego pecherza
moczowego oraz powstawaniem zmian przerzutowych (101).

Nieinwazyjny rak urotelialny pecherza moczowego (NMIBC) ro6zni si¢ diametralnie od raka
inwazyjnego (MIBC) tym, ze w tym pierwszym ciggle mozliwe jest leczenie oszczedzajace pecherz
moczowy, jednak kosztem $cistego nadzoru onkologicznego w postaci okresowo wykonywanych badan

cytologicznych moczu, cystoskopii, badan uro-TK, kwalifikacji do BCG-immunoterapii dopgcherzowej
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oraz ponownych zabiegow TURBT w przypadku nawrotu procesu nowotworowego (7). Dlatego tez
leczenie raka NMIBC generuje najwigksze koszty w leczeniu raka pgcherza moczowego. Dodatkowo,
ze wzgledu na to, Ze cystoskopia jest badaniem inwazyjnym, a badanie cytologiczne moczu obarczone
jest niska czuto$cig w guzach o niskim stopniu ztosliwos$ci histologicznej (LG), nadal poszukiwane sa
nowe markery diagnostyczne i1 prognostyczne w tym nowotworze. Na chwile obecng nie ma jednak
wystarczajagcych dowoddéw na to, zeby postepowanie w raku pecherza moczowego uzaleznia¢ od
wynikow dostepnych obecnie nowych markerow (6,7).

Obecnie nadal brakuje informacji odnosnie ekspresji podoplaniny w nieinwazyjnym raku pgcherza
moczowego (NMIBC) w kontekscie ryzyka wznowy procesy nowotworowego oraz jego progresji do
raka inwazyjnego (MIBC). To sklonitlo mnie o prospektywnej obserwacji pacjentow z pierwotnym
guzem pecherza moczowego poddanych zabiegowi przezcewkowej elektroresekceji (TURBT).

Nawroty guzoéw pecherza moczowego oraz genez¢ mnogich ognisk raka urotelialnego w uktadzie
moczowym starajg si¢ wyjasni¢ dwie hipotezy. Zgodnie z pierwsza z nich, teorig ,,pojedynczej komorki
progenitorowe]” (ang. ,,single progenitor cel” hypothesis), wieloogniskowos¢ raka pecherza
moczowego jest efektem wysiewania lub S$rodnablonkowego rozprzestrzeniania si¢ komorek
nowotworowych. Druga koncepcja jest tzw. hipoteza ,,defektu pola” (ang. ,,field defect” hypothesis),
wedtug ktorej komorki nabtonka drog moczowych sa przygotowane do przej$cia transformacji
nowotworowej w wyniku wczesniejszego dziatania czynnikéw prokarcynogennych (174,175). Szacuje
si¢, ze ryzyko ponownego nawrotu guza zalezy od wielu czynnikéw, takich jak wiek i1 ple¢ pacjenta, od
wielkos$ci guza pierwotnego, liczby ognisk nowotworowych, wspoétistnienia raka srédnabtonkowego
(ang. carcinoma in-situ; Cis), wyjsciowego stopnia zaawansowania oraz stopnia ztosliwosci
histologicznej (7). Okoto 50-70% guzéw NMIBC nawraca w ciggu 5 lat (176). W moim badaniu poziom
ekspresji podoplaniny (D2-40) zarowno w komodrkach nowotworowych jak i w CAF’s nie byt zwigzany
z ryzykiem wystapienia wznowy raka pegcherza moczowego, ktora wystapila ostatecznie u 63,3%
pacjentow. Natomiast CAF’s wykazujace niska ekspresje podoplaniny oraz komorki nowotworowe z
wysoka ekspresja podoplaniny byly zwigzane z dluzszym czasem przezycia wolnego od wznowy, ale
trend ten nie osiagnal istotnos$ci statystyczne;.

Ryzyko progresji nieinwazyjnego raka pecherza moczowego (NMIBC) do raka inwazyjnego
(MIBC), podobnie jak ryzyko nawrotu, uzaleznione jest od licznych czynnikow. Z tego tez powodu
powstaly grupy prognostyczne niskiego, posredniego i wysokiego ryzyka (7). W zaleznosci od grupy
prognostycznej S-letnie ryzyko progresji raka NMIBC do raka o wyzszym stopniu zaawansowania
miejscowego lub do raka o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej wynosi od 0,93% do 9,6%. 40%
jesli wyodrebni si¢ grupe bardzo wysokiego ryzyka, do ktorej zalicza si¢ guzy TIHG+Cis wraz z
dodatkowymi czynnikami ryzyka tzn. wiek pacjenta >70 lat, mnogi guz pierwotny i/lub guz o Srednicy

>3cm.(40) W moim badaniu progresje raka NMIBC stwierdzono u 14% pacjentow. Nie
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zaobserwowatem natomiast, zeby ekspresja podoplaniny (D2-40) w komdrkach nowotworowych jak i
w CAF’s byta zwigzana z ryzykiem progresji raka pecherza moczowego.

W moim badaniu nie wykazatem rowniez, aby ekspresja podoplaniny (D2-40) w komorkach
nowotworowych oraz w CAF’s istotnie rdznila si¢ od jej ekspresji w grupie kontrolnej, od stopnia
zaawansowania miejscowego pT1/Ta, od stopnia ztosliwosci histologicznej wg WHO z 2004/2022 roku,
od stopnia zlosliwosci histologicznej wg WHO z 1973 roku oraz od grupy prognostycznej wg
Europejskiego Towarzystwa Urologicznego. Podobne wyniki uzyskano w badaniu Takagi et. al., w
ktérym nie stwierdzono istotnej réznicy w ekspresji podoplaniny w komoérkach raka pecherza
moczowego o stopniu ztosliwosci G1-G3, jednak zauwazono istotnie wyzsza jej ekspresje w ogniskach
przerzutowych (114). W innym badaniu ekspresj¢ podoplaniny w komoérkach nowotworowych guzow
MIBC stwierdzono w 17,2% przypadkach, sposrod ktorych wszystkie wykazywaly stopien ztosliwosci
G3 (141).

Stwierdzono réwniez, ze ekspresja podoplaniny w komorkach nowotworowych byla istotnie
statystycznie wyzsza w inwazyjnym raku pgcherza moczowego (MIBC) u pacjentow po radykalnym
usunieciu pecherza moczowego w poréwnaniu do komoérek nowotworowych raka nieinwazyjnego
(NMIBC) pacjentow po zabiegu TURBT. Zalezno$ci takiej nie zaobserwowano w przypadku ekspres;ji
podoplaniny w CAF’s. Wykazano réwniez, ze wraz ze wzrostem ekspresji podoplaniny w CAF’s
wzrastata ekspresja podoplaniny w komodrkach nowotworowych, ale trend ten nie osiggnal jednak
istotnosci statystycznej. Niejako potwierdzenie ma to w badaniu oceniajacym ekspresj¢ podoplaniny w
CAF’s licznych typéw nowotwordéw, w tym rowniez w raku pecherza moczowego, w ktérym wykazano
czestszg jej obecnos¢ wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania miejscowego —26% w guzach T1 oraz
49% w guzach T2-T4 (134). W badaniu tym nie ré6znicowano nieinwazyjnego raka pgcherza na stopien
Ta oraz T1.

Wykazano réwniez staba dodatnig korelacj¢ pomigdzy ekspresja podoplaniny w komorkach raka a
gestoscig mikronaczyn (MVD) oceniang za pomocg ekspresji CD31 oraz CD34. Podobnie, stabg
dodatnig korelacje wykazata ekspresja podoplaniny w CAF’s z MVD oceniang na podstawie ekspresji
CD34. Oceniajac gestos¢ mikronaczyn (MVD) w wycinkach raka NMIBC, MVD oparta na ekspresji
CD34 byla nizsza w tkance guza niz w zdrowej $cianie pecherza moczowego w przeciwienstwie do
MVD opartej na ekspresji CD31, gdzie takiej zalezno$ci nie zaobserwowano. Natomiast MVD oparta
na ocenie gestosci naczyn krwiono$nych wykazujacych ekspresje CD34 byta wyzsza u pacjentow
doswiadczajacych progresji procesu nowotworowego oraz w raku inwazyjnym (MIBC) w poréwnaniu
do raka nieinwazyjnego (NMIBC). Co prawda nie wykazano istotnos$ci statystycznej pomiedzy MVD
oceniang za pomocg ekspresji CD31 oraz CD34, ale w obu przypadkach zauwazalny byt trend dtuzszego
przezycia wolnego od wznowy procesu nowotworowego przy nizszej gestosci mikronaczyn. Jest to
zgodne z wynikami ostatnich badan, ktére wykazaty, ze CAF’s mogg indukowa¢ proliferacj¢ komorek

nowotworowych oraz stymulowa¢ neoangiogeneze, ktorej markerami sa wlasnie CD31 oraz CD34
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(143,177-179). W przypadku nieinwazyjnego raka urotelialnego pecherza moczowego (NMIBC)
stwierdzono, ze wigksza gestos¢ mikronaczyn (MVD) zwigzana jest z wiekszym ryzykiem progresji
choroby nowotworowej, natomiast w raku inwazyjnym (MIBC) MVD jest niezaleznym czynnikiem
prognostycznym, zwigzanym z krétszym przezyciem wolnym od choroby (DFS) oraz krotszym
przezyciem catkowitym (OS) (160-162).

Oceniajgc ekspresje Ki-67, uznanego markera stopnia proliferacji komoérek nowotworowych,
stwierdzono jego wyzsza ekspresj¢ w komorkach nowotworowych niz komoérkach prawidtowego
nabtonka urotelialnego, w raku w stopniu zaawansowania miejscowego T1 w poréwnaniu do stopnia
Ta, w raku w stopniu ztosliwosci histologicznej G2 1 G3 w poréwnaniu do stopnia G1 oraz w raku w
stopniu ztosliwosci histologicznej HG w porownaniu do stopnia LG. Dodatkowo, ekspresja Ki-67 byta
wyzsza w grupie wysokiego ryzyka progresji wg Europejskiego Towarzystwa Urologicznego oraz w
raku MIBC w poréwnaniu do raka NMIBC. Jest to zgodne z wynikami przegladu systematycznego oraz
metaanalizy z 2016 roku, w ktorej wyzszy poziom ekspresji Ki-67 w komorkach raka urotelialnego
pecherza moczowego zwigzany byl z wyzszym stopniem zlosliwosci histologicznej nowotworu oraz
wigkszymi rozmiarami guza (180). W opozycji jednak do naszych wynikow w badaniu tym
zaobserwowano istotng statystycznie wyzsza ekspresje Ki-67 u pacjentéw z guzem w stadium Ta/T1
doswiadczajacych wznowy procesu nowotworowego (180). Natomiast w badaniu He e al. takiego
zwigzku w guzach NMIBC nie zaobserwowano (181). Wykazano ponadto, wyzszy poziom ekspresji
tego markera w guzach w stadium T1 w pordwnaniu do guzéw w stadium Ta, podczas gdy w moim
badaniu trend ten nie osiggnal ostatecznie istotnosci statystycznej (180). W przeciwienstwie do moich
wynikow, w badaniu Warli et. al. z 2018 roku nie wykazano r6znic w ekspresji Ki-67 w pomigdzy rakiem
nieinwazyjnym (NMIBC) a rakiem inwazyjnym (MIBC) (182). Moze by¢ to efekt zastosowania w tych
badaniach innej skali oceny ekspresji Ki-67 w komodrkach nowotworowych raka pgcherza moczowego.

Sposrdod czynnikow, ktdre potencjalnie mogly mie¢ niekorzystny wptyw na ostateczne wyniki tej
pracy, niewatpliwie najwazniejszym jest to, ze sposrod 120 pacjentow zakwalifikowanych wstepnie do
badania przed pierwotng przezcewkowa elektroresekcja raka pecherza (TURBT), kryteria wigczenia i
czas prospektywnej obserwacji spehito ostatecznie 79 chorych (66%). Mozliwe, ze wigksza grupa
badanych spowodowataby, ze trend dtuzszego przezycia wolnego od nawrotu choroby w zaleznos$ci od
poziomu ekspresji podoplaniny w komodrkach nowotworowych oraz CAF’s nabratyby istotnosci
statystycznej. Mozliwe byloby wtedy ewentualne szacowanie czasu wolnego od wznowy procesu
nowotworowego, a to z kolei mogloby mie¢ realny wplyw na zmniejszenie czgstosci badan
wykonywanych u pacjentéw z rakiem nieinwazyjnym (NMIBC) Wydaje si¢ dodatkowo, ze o ile
materiat z guza pecherza moczowego pobrany za pomocg biopsji kleszczykowej jest wystarczajacy do
badan z zakresu biologii molekularnej, o tyle moze by¢ niewystarczajacy podczas oceny tkanki
nowotworowej w badaniach immunohistochemicznych. Mozliwe, ze makroskopowo nieinwazyjne guzy

pecherza usuwane w calo$ci (tzw. en-block) zapewnialyby lepszy jakosciowo material badawczy z
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jednoczesng obecnoscig calego brodawkowatego guza, warstwa podsluzowa 1 blong mi¢sniowa $Sciany
pecherza moczowego.

Otrzymane przeze mnie rezultaty niewatpliwe §wiadcza o pewnych trendach z wigzanych z
nasileniem ekspresji podoplaniny zar6wno w komoérkach nowotworowych jak i w fibroblastach
podscieliska nowotworowego (CAF’s) raka urotelialnego pecherza moczowego, w aspekcie wartosci
prognostycznej D2-40, a takze w korelacji z danymi kliniczno-patologicznymi. Mozliwe, ze szerzej
zakrojone badania na materiale tkankowym uzyskanym od wigkszej liczby pacjentdw oraz z
zastosowaniem metod biologii molekularnej (qQPCR, Western-blot, mikrodyssekcja laserowa i inne)

mogtyby pozwoli¢ na uzyskanie bardziej jednoznacznych wynikow.
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7 WNIOSKI

Przeprowadzone badania pozwalaja na wysunigcie nast¢pujacych wnioskdw:

1. Ocena poziomu ekspresji podoplaniny (D2-40) w komorkach raka urotelialnego pgcherza moczowego
moze stanowi¢ potencjalny marker réznicujacy guzy naciekajgce btong miesniowa $ciany pecherza
moczowego (MIBC) od guzéw nienaciekajagcych (NMIBC), zwickszajac tym samym ryzyko

koniecznosci radykalnego usunigcia pgcherza moczowego.

2. Wysoki poziom ekspresji podoplaniny (D2-40) w komorkach nieinwazyjnego raka urotelialnego
pecherza moczowego (NMIBC) moze by¢ potencjalnym markerem dluzszego przezycia wolnego od
wznowy, ale celem potwierdzenia takiej zaleznosci konieczne byloby przeprowadzenie badan na

wigkszej grupie pacjentow poddanych kilkuletniej prospektywnej kontroli onkologiczne;j.

3. Wyzszy poziom ekspresji podoplaniny (D2-40) w komorkach raka nieinwazyjnego (NMIBC) oraz
CAF’s wydaje si¢ by¢ markerem zmian zachodzacych w tkance nowotworowej, w tym zwiekszone;j

gestosci mikronaczyn przemawiajgcej za nasileniem procesu angiogenezy.

4. Wyzsza gestos¢ mikronaczyn wykazujacych ekspresj¢ CD34 (MVD) jest potencjalnym markerem
ryzyka progresji nieinwazyjnego raka pecherza moczowego (NMIBC) do raka o wyzszym stopniu

zaawansowania miejscowego lub o wyzszym stopniu ztosliwosci histologiczne;.
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9 STRESZCZENIE

Ryzyko zachorowania na raka pecherza moczowego, jednego z czgstszych nowotworow
zto$liwych u ludzi, wzrasta wraz z wiekiem, a gtownym czynnikiem ryzyka jego powstawania jest
palenie tytoniu. Sposréd licznych typoéw histologicznych najczestszym jest rak urotelialny pgcherza
moczowego, w ktorym w zaleznos$ci od naciekania btony mig¢$niowej $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 komdrkowych i1 biochemicznych elementow towarzyszacych komérkom nowotworowym.
W TME najliczniejsza populacja komoérek nienowotworowych sa fibroblasty, ktore w warunkach
fizjologicznych odpowiadaja za podtrzymywanie prawidlowej struktury tkanki poprzez wydzielanie
sktadnikow macierzy pozakomoérkowej (ang. extracellular matrix; ECM). W nowotworach w wyniku
licznych interakcji komorkowych dochodzi do zmian fenotypowych fibroblastéw 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, proliferacj¢, inwazj¢ oraz progresje licznych nowotworow. Jednym z markerow CAF’s jest
podoplanina (D2-40), ktora jest transblonowa glikoproteing zaliczang jest do mukoprotein.
Prognostyczng role podoplaniny zaobserwowano rowniez w przypadku jej ekspresji na samych
komorkach nowotworowych. W dotychczasowych badaniach poswieconych ekspresji podoplaniny w
raku pecherza moczowego wykazano, ze jej duza obecno$¢ 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 pgcherza moczowego
(NMIBC) w kontekscie ryzyka wznowy procesy nowotworowego oraz jego progresji do raka
inwazyjnego (MIBC), dlatego w niniejszej pracy zdecydowano o prospektywnej obserwacji pacjentow
z pierwotnym guzem pecherza moczowego poddanych zabiegowi przezcewkowej elektroresekcji
(TURBT). Badania wykonano na grupie 79 pacjentow, u ktérych zdiagnozowano NMIBC, 40
przypadkach zaawansowanego raka urotelialnego pecherza moczowego MIBC oraz 10 tkankach
kontrolnych w postaci zdrowej Sciany pecherza moczowego. Uzyskany materiat zatopiono w bloczkach
parafinowych, ktore stanowity zrodlo do stworzenia mikromacierzy tkankowych (ang. ftissue
microarrays; TMA). Na skrawkach parafinowych TMA wykonano reakcje immunohistochemiczne w
celu oceny lokalizacji 1 poziomu ekspresji antygenow takich jak: podoplanina (D2-40), Ki-67 (marker

proliferacji komoérkowej), CD31 oraz CD 34 (markery naczyn krwiono$nych, ktore pozwolity na ocene
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MVD). Ekspresj¢ markerow skorelowano z danymi kliniczno-patologicznymi uzyskanymi w wyniku
prospektywnej obserwacji pacjentow.

Uzyskane wyniki wskazuja na brak istotnych statystycznie rdéznic w poziomie ekspresji
podoplaniny w komoérkach nowotworowych oraz w CAF’s wzgledem grupy kontrolnej. Ponadto,
odnotowano brak istotnych statystycznie réznic w poziomie ekspresji D2-40 w zaleznos$ci od stopnia
zaawansowania miejscowego, stopnia ztosliwosci histologicznej oraz grupy prognostycznej raka
NMIBC wg EAU. Stwierdzono natomiast, ze ekspresja podoplaniny w komadrkach nowotworowych byla
istotnie wyzsza w guzach MIBC w poréwnaniu do NMIBC. Wykazano rowniez stabg dodatnig korelacje
pomiedzy ekspresja podoplaniny w komorkach raka, a gestoscig mikronaczyn (MVD) oceniang za
pomocg CD31 oraz CD34. Co prawda nie stwierdzono istotnosci statystycznej pomigdzy MVD oceniang
zapomocg CD31 oraz CD34, ale w obu przypadkach zauwazalny byt trend dluzszego przezycia wolnego
od wznowy procesu nowotworowego przy nizszej gestosci mikronaczyn. Dodatkowo, wykazano staba
dodatnig korelacj¢ ekspresji podoplaniny w CAF’s z MVD oceniang pa podstawie ekspresji CD34.
Wyniki te potwierdzaja niejako wptyw CAF’s na proces neoangiogenezy w obrgbie TME raka
urotelialnego pgcherza moczowego. W badaniu nie stwierdzono istotnego zwiazku poziomu ekspresji
podoplaniny w CAF’s i komodrkach nowotworowych z ryzykiem nawrotu NMIBC. CAF’s wykazujace
niskg ekspresje podoplaniny oraz komorki nowotworowe z wysoka ekspresjag podoplaniny byly
zwigzane z dluzszym czasem przezycia pacjentdw wolnego od wznowy, ale trend ten nie osiggnat
istotnosci statystycznej.

Podsumowujac, na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze ocena
ekspresji podoplaniny (D2-40) w komodrkach nieinwazyjnego raka pecherza 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. Mogtoby mie¢ realny wptyw na zmniejszenie czgstotliwosci badan
wykonywanych w ramach obserwacji onkologicznej pacjentow z NMIBC. Jednak do potwierdzenia tych

wnioskow konieczne bytoby przeprowadzenie prospektywnego badania na wigkszej grupie pacjentow.
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10 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 (TMASs)
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
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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.
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KOMISJA BIOETYCZNA

pray

Uniwersytecie Medycznym

we Wroclawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ Nr KB - 532/2018

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroclawiu, powotana
zarzadzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 133/XV R/2017 z dnia 21
grudnia 2017 r. oraz dzialajaca w trybie przewidzianym rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
1 Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999 r. (Dz.U. nr 47, poz. 480) na podstawie ustawy
0 zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 28 z 1997 r. poz. 152 z pOzniejszymi
zmianami ) w skladzie:

dr hab. Jacek Daroszewski (endokrynologia, diabetologia)

prof. dr hab. Krzysztof Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski  (chirurgia szcz¢kowa, chirurgia stomatologiczna)
mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof. dr hab. Jerzy Liebhart (choroby wewnetrzne, alergologia)

ks. dr hab. Piotr Mrzygléd (duchowny)

mgr prawa Luiza Miller (prawo)

dr hab. Stawomir Sidorowicz (psychiatria)

dr hab. Leszek Szenborn (pediatria, choroby zakazne)

Danuta Tarkowska (pielegniarstwo)

prof. dr hab. Anna Wiela-Hojenska (farmakologia kliniczna)

dr hab. Andrzej Wojnar (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel Dolnoslaskiej Izby
Lekarskie))

dr hab. Jacek Zielinski (filozofia)

pod przewodnictwem
prof. dr hab. Jana Kornafela ( ginekologia i poloznictwo, onkologia)

Przestrzegajac w dzialalnodei zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsinskiej,

po zapoznaniu si¢ z projektem badawczym pt.:

»Lkspresja podoplaniny (1)2-40) oraz jej warto$¢ prognostyczna w raku urotelialnym
pecherza moczowego



zgloszonym przez prof. dr hab. Piotra Diggicla zatrudnionego w  Katedrze Morfologii i
Embriologii Czlowicka, Zakladzie Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego im.
Piastow Slaskich we Wroclawiu oraz zlozonymi wraz z wnioskiem dokumentami, w tajnym
glosowaniu postanowila wyrazi¢ zgodg¢ na przeprowadzenie badania przez lek. Adriana
Czekaja w Zakladzie Histologii i Embriologii Katedry Morfologii i Embriologii Czlowieka
UMW oraz  Oddziale Urologii i Urologii  Onkologicznej Wojew6dzkiego Szpitala
Specjalistyeznego we Wroclawiu pod warunkiem zachowania anonimowo$ci uzyskanych
danych.

Uwaga: Badanie to zostalo obj¢te ubezpieczeniem odpowiedzialnosci cywilnej Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu z tytulu prowadzonej dziatalnosei.

Pouczenie: W ciagu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje prawo
odwolania do Komisji Odwotawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we
Wroclawiu.

Opinia powyzsza dotyczy projektu badawczego bedacego podstawa grantu dla miodych
naukowcow.

o Uniwersytel Medygz yveWrocfaﬂu
Wroclaw, dnia ¢\ wrzednia 2018 r. KOMISA _ClNA

prof. dr hat]. Jan Komafel



Wojewadzki Szpital Specjalistyczny we Wroclawiu, @ A
Ofrodek Badawczo-Rozwojowy v
ul. Kamienskiego 73a, 51-124 Wroclaw

Informacja

dla os6b uczestniczgcych w badaniu naukowym

Osrodek naukowy:
Wojewodzki Szpital Specjalistyczny we Wroclawiu, Osrodek Badawczo-Rozwojowy.

ul. Kamienskiego 73A, 51-124 Wroctaw

Temat badania:
Poszukiwanie markeréw progresji nowotworowej w pierwotnych powierzchownych

nowotworach pecherza moczowego

Zalozeniem badania jest opracowanie fragmentu pobranego guza w trakcie zabiegu
przezewkowej elektroresekcji. Czes¢ tkankowa zostanie pobrana w ilosci niezaktdcajacej
procesu diagnostyki histopatologicznej. Material zabezpieczony zostanie przekazany do
Katedry i Zakladu Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu celem
badan molekularnych. Beda one dotyczyly mechanizméw wplywajacych na progresje

choroby nowotworowej

W czasie pobytu w szpitalu jestescie Panstwo objgci polisg ubezpieczeniowa
Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego we Wroclawiu.

Wszelkie informacje zgromadzone w trakcie badania bgda zebrane w pamigci
komputera ale bez Pani/Pana nazwiska. Tylko lekarz bedzie wiedzial, kt6ra informacja odnosi
sie do Pani/Pana. Zbieranie i przechowywanie danych bedzie przebiegalo zgodnie z
obowigzujgcym stanem prawnym.

W kazdym momencie badania moze Pan/Pani wycofa¢ si¢ z udzialu w badaniu, bez
podawania przyczyny. Taka decyzja w Zadnym stopniu nie wptynie na proces dalszego
leczenia.

Osoba

wlaczona do
hadania -
(Imig¢ i Nazwisko) (data i podpis)

Lekarz

prowadzacy

(Imig i Nazwisko) (data i podpis)




OSWIADCZENIE BADANEGO
Zgoda na przyjecie warunkow ubezpieczenia

3. Temat badan:  Poszukiwanie markeréw progresji nowotworowej w pierwotnych

powierzchownych nowotworach pecherza moczowego”

Oswiadezam, ze zostalem/am szczegélowo poinformowany/na o warunkach

ubezpieczenia mojego udzialu w badaniach i przyjmuje¢ te warunki.

Podpis badacza Podpis badanego

Miejsce, data



OSWIADCZENIE BADANEGO
Zgoda na udzial w badaniach
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4. Temat badan:

Poszukiwanie markerow progresji nowotworowej w pierwotnych powierzchownych

nowotworach pecherza moczowego

Oswiadczam. ze zostalem poinformowany o celu zamierzonych badan i sposobie ich
przeprowadzania. Rozumiem na czym maja one polegac i do czego potrzebna jest moja
zgoda. Zostalem poinformowany/na, ze mog¢ odmowic¢ zgody na udzial w badaniach na
kazdym etapie realizacji projektu badawczego.

Wyrazam petna i swiadoma zgodg¢ na udzial w badaniach

Imig i Nazwisko badacza Imig i Nazwisko pacjenta
(drukowanymi) (drukowanymi)



OSWIADCZENIE BADANEGO
Zgoda na przetwarzanie danych

................................................................................................

.............................................................................................................

3. Temat badan

Poszukiwanie markeréw progresji nowotworowej w pierwotnych powierzchownych

nowotworach pecherza moczowego

Oswiadczam, ze wyrazam zgod¢ na przetwarzanie moich danych osobowych w

zakresie niezb¢dnym do realizacji projektu badawczego, w ktérym biore¢ udzial.

Podpis badacza Podpis badanego

Miejsce, data
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UNIWERSYTET MEDYCZNY
M. PIASTOW SLASKICH WE WROCLAWIU

CENTRUM WSPIERANIA NAUKI
Sekcja Krajowych Projektéow Naukowych

Wasze pismo z dnia: Wasz znak: Nasz znak: RN-N/2131-4111/2018 Data: 10.08.2018

prof.dr hab. Piotr Dziggiel
Katedra Morfologii i Embriologii Czlowieka

Szanowny Panie,

uprzejmie informuje, ze w zwiazku z pozytywna oceng Recenzenta, projekt badawczy pt. ,Ekspresja
podoplaniny (D2-40) oraz jej warto§é prognostyczna w raku urotelialnym pecherza moczowego” zgtoszony
przez Panstwa zostal skierowany do realizacji od 01.01.2018 r. Na jego realizacj¢ w 2018 r. przyznano kwotg:
2420,00 zl. Przyznane srodki finansowe nalezy wykorzystywaé systematycznie w ciggu calego roku,
z zastrzezeniem, ze do dnia 30 listopada 2018 roku nalezy uruchomié wszystkie procedury zwigzane
z wykorzystaniem biezgcej dotacji. Dysponowanie srodkami z dotacji roku poprzedniego mozliwe jest wylacznie

do dnia 30 czerwea 2019 roku. Po tym terminie $rodki przechodza do dyspozycji Prorektora ds. Nauki.

Dysponowanie $rodkami bedzie mozliwe po dostarczeniu do Centrum Wspierania Nauki, Sekcja Krajowych
Projektow Naukowych (Budynek Rektoratu,‘ IIp., pok. 20), w terminie do 30.09.2018 r., kalkulacji kosztow
na rok biezgcy, zgodnej z przyznanym finansowaniem. Numer ewidencyjny Projektu zostanie nadany po ztozeniu

wymaganej kalkulacji kosztow i potwierdzony przez e-mail z adresu: spk@umed.wroc.pl.

Wzory wymaganych formularzy sa dostgpne na stronie CWN: https://www.nauka.umed.wroc.pl/dzial-nauki-
formularze. Bardzo prosze¢ o przeslanie dokumentow zaréwno w wersji papierowej, jak i edytowalnej wersji
elektronicznej na adres: spk@umed.wroc.pl (podajac w tytule e-mail: imig i nazwisko Kierownika Projektu).

Wydatkowanic $rodkéw powinno byé zgodne z Zarzadzemiem nr 29/XV R/2017 Rektora UMW z dnia
29.03.2017 r. Warunkiem rozliczenia projektu wilasnego jest przedstawienie Prorektorowi ds. Nauki kopii co
najmniej 1 publikacji w czasopismie z listy A MNiSW. W przypadku projektu promotorskiego koncowe
rozliczenie projektu nastgpuje po przediozeniu oryginatu zaswiadczenia o uzyskaniu stopnia naukowego doktora
w przypadku uczestnikdw studiéw doktoranckich.

Dodatkowo prosz¢ Kierownikéw zadan badawczych rozpoczynajacych si¢ w 2018 roku o przediozenie do CWN
do dnia 30.09.2018 r. stosownej zgody wilasciwej komisji, jezeli zadanie obejmuje badania z udziatlem ludzi,
zwierzat, itd. Jezeli zgoda nie jest wymagana Kierownik zadania wraz z Kierownikiem jednostki zobowiazani sg
ztozy¢ wlasciwe o$wiadczenie. Brak zgody wiasciwej Komisji lub o$wiadczenia spowoduje wstrzymanie
finansowania projektu badawczego.

Osobg kontaktowg w powyzszej sprawic jest Katarzyna Skowronska-Dzierzba tel. 71 784 14 90 e-mail:
spk@umed.wroc.pl

7 wyrazami szacunku
Uniwersytst Madyczny we Wroctawiu
Katedra Morfologii i Embriclogii Czlowieka oo
Zaklad Histotogii | Embriologii \ !
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