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1. Wykaz skrotow

ARI — inhibitor 5-alfa-reduktazy

A2M — ang. alpha-2-Macroglobulin — a2-makroglobulina

ACT — ang. alpha-1-Chymotrypsin — al-antychymotrypsyna

ADT — ang. androgen deprivation therapy — terapia deprywacji androgendéw

API — ang. alpha trypsin inhibitor — inhibitor al-proteazy (API)

BPH — ang. benign prostate hyperplasia — tagodny rozrost gruczotu krokowego
biatka ERM — biatka z kompleksem ezryna-radyksyna-moesyna

CAFs — ang. cancer associated fibroblasts — fibroblasty zwigzane z nowotworem
CCL21 - ang. chemokine (C-C motif) ligand 21 — cytokina nalezgca do rodziny chemokin CC.
CD- ang. cluster of differentiation — marker réznicowania komérkowego

CLEC-2 — C typ lektyny receptor 2

COVID-19 — ang. coronavirus disease — choroba koronawirusowa 2019

CRPC — ang. castration resistant prostate cancer — rak prostaty oporny na kastracje
D2-40, PDPN — podoplanina

DNA — ang. deoxyribonucleic acid — kwas deoksyrybonukleinowy

DRE — ang. digital rectal examination — palpacyjne badanie przez odbyt

EANM — ang. European Association of Nuclear Medicine — Europejskie Towarzystwo Medycyny

Nuklearnej


https://pl.wikipedia.org/wiki/Chemokiny

EAU — ang. European Association of Urology — Europejskie Towarzystwo Urologiczne

eLND — ang. extended lymphadenectomy — roszszerzona limfadenektomia.

EPE — ang. extraprostatic extension — przekraczanie torebki gruczotu krokowego

FSH — ang. follicle-stimulating hormone — hormon folikulotropowy

GnRH — ang. gonadotropin-releasing hormone — hormon uwalniajgcy gonadotropiny

GS — ang. Gleason score — skala Gleasona

hK3 —ang. human Kalikrein 3 —ludzka kalikreina 3

IHC — reakcja immunohistochemiczna

IMRT — ang. Image Guided Intensity Modulated Radiation Therapy — radioterapia oparta o modulacje

intensywnosci wigzek

ISUP — ang. International Society of Urological Pathology — Miedzynarodowe Towarzystwo Patologii

Urologicznej

Ki-67 — antygen Ki-67

LH — ang. luteinizing-hormone —hormon luteinizujacy

LHRH — ang. luteinizing-hormone-releasing hormone — hormon uwalniajgcy hormon luteinizujgcy

LNI —ang. lymph node involvement — zajecie weztéw chtonnych

LRP — laparoskopowa prostatektomia radykalna

mpMRI — ang. Multiparametric MRI — wieloparametryczne badanie rezonansu magnetycznego

MRNA — ang. Messenger RNA — RNA informacyjny, inaczej matrycowy lub przekaznikowy

miRNA ang. microRNA — mikroRNA



p — ang. probability value — prawdopodobienstwo testowe

PARP — inhibitory polimerazy poli ADP-rybozy

PC — ang. prostate cancer — rak gruczotu krokowego

PCA3 — ang. prostate cancer gene 3 — gen raka prostaty

PDPN, D2-40 — podoplanina

PECAM-1 — ang. platelet endothelial cell adhesion molecule — czgsteczka adhezji komérek, ptytek

krwii i srodbtonka typu 1

PET/CT — ang. positron emission tomography — pozytonowa tomografia emisyjna

PFS — ang. progression-free survival — czasu przezycia wolnego od progresji choroby

PLAG — ang. platelet aggregation domain — domena stymulujgca wzrost ptytek

PLND — ang. pelvic lymph node dissection — usuniecie weztéw chtonnych w regionie miednicy

PSA — ang. prostate-specific antigen — swoisty antygen dla gruczotu krokowego

PSMA — ang. prostate specific membrane antigen — antygen btony komdrkowej komdrek gruczotu

krokowego

RARP — prostatektomia radykalna w asyscie robota

RNA — ang. ribonucleic acid — kwas rybonukleinowy

RP — prostatektomia radykalna

SCC — ang. squamous cell carcinoma — rak pftaskonabtonkowy

TK — tomografia komputerowa



TMPRSS2 — ang. transmembrane protease, serine 2 — proteaza transbtonowa genu regulowanego

przez androgeny, seryny 2
TRUS — ang. trans rectal ultrasound — przezodbytnicze badanie ultradzwiekowe prostaty
UICC — ang. Union for International Cancer Control — Miedzynarodowa Unia do Walki z Rakiem

VEGF — ang. vascular endothelial growth factor — czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego



2. Wstep

Rak gruczotu krokowego (ang. prostate cancer, PC) wg aktualnie obowigzujacej dziesigtej rewizji
Miedzynarodowej Statystyczne] Klasyfikacji Choréb i Problemdéw Zdrowotnych opublikowanej przez

Swiatowa Organizacje Zdrowia [1] klasyfikowany jest jako:

C61 — nowotwar ztosliwy gruczotu krokowego

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA

Rak gruczotu krokowego (PC) jest jedng z najczestszych chordb nowotworowych na swiecie. Wedtug
raportu GLOBOCAN z 2020, rocznie odnotowuje sie 1414259 nowych przypadkéw oraz 375304 zgondéw
[2]. Rak gruczotu krokowego byt drugim co do czestosci wystepowania nowotworem i pigtg gtéwna
przyczyng zgondw z powodu nowotwordw wsréd mezczyzn w 2020 roku. W ponad potowie krajow
Swiata (112/185) jest to najczesciej diagnozowany nowotwor, z zapadalnoscig wahajacg sie od 6,3
do 83,4 na 100 000 mezczyzn [2]. Najwiekszg zapadalno$¢ odnotowuje sie w Europie Pdétnocnej
i Zachodniej, na Karaibach, w Australii i Nowej Zelandii a najnizszg w Azji i Afryce Pétnocnej. W raporcie
Krajowego Rejestru Nowotwordw z 2020 roku, rak gruczotu krokowego w Polsce byt najczesciej
rozpoznawanym nowotworem ztosliwym u mezczyzn (19,6%) i stanowit drugg co do czestosci
przyczyne zgonu (11%) [2]. W Polsce w 2020 roku odnotowano 5748 zgondw z powodu raka gruczotu

krokowego [3]. Nowotwdr ten jest tez najczesciej rozpoznawany w wiekszosci wojewdédztw, poza



kujawsko-pomorskim i warminisko-mazurskim, gdzie czesciej wystepuje nowotwér ztosliwy ptuca.
W poréwnaniu do 2019, w 2020 roku liczba zachorowan spadta z 17,638 do 14,244 (spadek o0 19,2%),
co koreluje bezposrednio z okresem pandemii COVID-19. Zapadalno$é na raka gruczotu krokowego
zwieksza sie wraz z wiekiem i rzadko jest on rozpoznawany przed 50 rokiem zycia (jedynie

2% przypadkow) [4 —5].

2.1.2 ETIOLOGIA

Wywiad rodzinny

Wystepowanie raka gruczotu krokowego w rodzinie stanowi istotny czynnik ryzyka [6].
Randazzo i wsp., w badaniu populacyjnym opartym na danych pochodzgcych z Swiss European
Randomised Study of Screening for Prostate Cancer (ERSPC, Aarau), oceniali dodatni wywiad rodzinny
jako czynnik ryzyka raka stercza [6]. W$érdd 4 932 uczestnikéw badania, 334 (6.8%) miato dodatni
wywiad rodzinny, rozumiany jako wstepowanie nowotworu gruczotu krokowego u krewnego I-stopnia.
U badanych z dodatnim wywiadem istotnie czesciej diagnozowany byt nowotwér gruczotu krokowego
w poréwnaniu do grupy z ujemnym wywiadem (18% vs 12%). W obu grupach wiekszosé
zdiagnozowanych rakéw gruczotu krokowego byta niskiego ryzyka oraz nie wykazano istotnych
statystycznie réznic w poziomie stezenia w surowicy antygenu specyficznego dla gruczotu krokowego
(ang. Prostate-Specific Antigen, PSA) dla wieku, w chwili rozpoznania oraz punktacji w skali Gleasona
(zarowno z biopsji jak i w materiale pooperacyjnym) [7]. Czesto$¢ rozpoznawania rosnie réwniez
zaleznie od ilosci krewnych z nowotworem gruczotu krokowego, z czego najwieksza obserwowana byta
w przypadku dodatniego wywiadu u trzech braci [8]. Rodzinne wystepowanie raka stercza wigze sie

z prawie 4-krotnym wzrostem ryzyka wczesnego wystgpienia PC [9].
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Rasa

Rasa czarna wigze sie z 28-56% wiekszym ryzykiem zachorowania na raka gruczotu krokowego
niz w populacji ogodlnej oraz z 44-75% wyziszym ryzykiem choroby przerzutowej w momencie
rozpoznania [10]. Ponadto, mezczyzni pochodzenia afrykanskiego majg gorsze wyniki leczenia raka
gruczotu krokowego, co jest skorelowane z czynnikami spotecznymi, srodowiskowymi, biologicznymi
oraz socjoekonomicznymi [11]. Z kolei Japoriczycy majg mniejsze ryzyko zachorowania na raka gruczotu
krokowego niz mezczyzni z krajow zachodnich, aczkolwiek ryzyko to rosnie wraz z przeprowadzeniem

sie do miejsca o wyzszej czestotliwosci wystepowania nowotworu [12].

Mutacje genetyczne

Wiele czynnikéw genetycznych moze potencjalnie wyptywac na ryzyko rozwoju raka prostaty.
Zidentyfikowano liczne defekty genetyczne, do ktdrych zaliczajg sie m.in. mutacje w genach BRCAL,
BRACA2, HOXB13, MLH1, MSH2, PMS2, MSH6, EPCAM, ATM, CHEK2, NBN, TP53 oraz btedy w naprawie

DNA, ktdre wptywajg na rozwadj, tempo progresji i agresywnos¢ raka prostaty [13 — 16].

2.1.3 CZYNNIKI RYZYKA

Do czynnikéw ryzyka raka stercza mozna zaliczy¢:

- zespo6t metaboliczny [17]

- otyto$¢ [18] (zwigzana byta z czesciej wystepujagcym nisko zréznicowanym rakiem gruczotu

krokowego)

- dieta (wysokie spozycie alkoholu [19], niskim poziom witaminy D [20], niski poziom witaminy E

i selenu [21] zwigzane byty ze wzrostem ryzyka PC, kofeina [22] oraz soja [23] zmniejszaty ryzyko PC)
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- stosowanie antyandrogendw z grupy inhibitoréw 5-alfa-reduktazy (5ARI) ma prewencyjny
i opdzniajacy wptyw na raka gruczotu krokowego, ale jednoczesnie wigze sie ze zwiekszeniem ryzyka

wystgpienia raka o wyzszym stopniu ztosliwosci [24]

- inne czynniki, takie jak choroby zapalne jelit, tysienie androgenowe, rzezaczka, czynniki zawodowe
np. praca nocna, nikotynizm, narazenie na kadm, HPV-16, narazenie na srodki réwniez owadobdjcze

zwiekszajg ryzyko raka gruczotu krokowego [25 — 32]

Czynniki protekcyjne:

- promieniowanie ultrafioletowe [33]

- obrzezanie [34]

- wieksza czestosc¢ ejakulacji [35](21 i wiecej ejakulacji w ciggu miesigca)

2.1.4 DIAGNOSTYKA

Stezenie markera PSA w surowicy

Badanie stezenia PSA jako badanie przesiewowe jest wykonywane u oséb bez objawdéw w celu
identyfikacji pacjentéw z rakiem gruczotu krokowego w stadium utajenia lub u tych, u ktdrych
wystepuje duze prawdopodobienstwo wystgpienia choroby. Dzieki badaniom przesiewowym mozliwe
jest wykrycie choroby na wczesniejszym etapie rozwoju dzieki czemu mozliwe jest wdrozenie leczenia
radykalnego, co przektada sie na zwiekszenie przezywalnosci, poprawe jakosci zycia oraz mniejsze

obcigzenie opieki zdrowotnej [36].

Badanie przesiewowe w kierunku raka gruczotu krokowego polegajgce na ocenie stezenia PSA
w surowicy krwi, zgodnie z rekomendacjami Europejskiego Towarzystwa Urologicznego z 2022 r, nalezy

przeprowadzi¢ u mezczyzn >50 roku zycia (>45 roku zycia w przypadku dodatniego wywiadu
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rodzinnego lub u osdb rasy czarnej) [37 — 40]. W tym celu bada sie produkowany przez komérki
nabtonka gruczotu krokowego antygen sterczowy (PSA, prostat-specific antygen, hK3, ludzka kalikreina
3), ktdry jest wysoce specyficzny narzgdowo [36]. PSA jest proteazg, ktdrej gtdwna rolg biologiczng jest
uptynnianie nasienia [41]. W surowicy mozemy spotkac dwie formy PSA — wolng (fPSA) oraz zwigzang
(cPSA). Z PSA wigzg sie trzy biatka: al-antychymotrypsyna (ACT), a2-makroglobulina (A2M) i inhibitor
al-proteazy (API), z czego jego potaczenie z ACT doprowadza do jego inaktywacji. 70% PSA w surowicy
jest zwigzana z biatkami (gtéwnie z ACT), 5-10% z A2M i 1-2% z API [41]. Ekspresja PSA jest w duzej
mierze stymulowana przez androgeny. Wzrost stezenia PSA wigze sie z uszkodzeniem btony
podstawnej nabtonka gruczotu krokowego i przedostawaniem sie PSA do krwioobiegu. Poza rakiem
prostaty, podwyzszone stezenie PSA obserwujemy rowniez w tagodnym rozroscie gruczotu krokowego
(ang. benign prostate hiperplasia, BPH), zapaleniu gruczotu krokowego, po instrumentacji drog
moczowych, w urazach stercza, po biopsji oraz intensywnym stosunku seksualnym [36, 42]. Wzrost
PSA po biopsji lub cewnikowaniu drég moczowych moze utrzymywac¢ sie nawet ponad
4 tygodnie. Natomiast, stosowanie inhibitorow 5a-reduktazy (5ARI) takich jak finasteryd i dutasteryd
powoduje obnizenie jego poziomu srednio o ok 50% w ciggu 12 miesiecy [43]. U mezczyzn pomiedzy
60 a 85 rokiem zycia bez rozrostu stercza, PSA rosnie srednio o 0,04 ng/ml/rok, w poréwnaniu
do 0,07 — 0,27 ng/ml/rok u mezczyzn z BPH [44]. Nie powinno sie podejmowa¢ decyzji klinicznych
na podstawie pojedynczego oznaczenia stezenia w surowicy markeru PSA. Wraz ze wzrostem stezenia
PSA rosnie ryzyko raka gruczotu krokowego (dla stezenia PSA w przedziale od 0,0 — 0,5 ng/ml ryzyko

wynosi 6,6%, natomiast dla PSA 3,1 — 4,0 ng/ml wynosi 26,9%) [44].

Poza samym oznaczeniem stezenia PSA, celem doktadniejszej oceny ryzyka raka stercza, mozna
korzysta¢ z innych wskaznikdw takich jak gestos¢ PSA (catkowite PSA podzielone przez objetosé
gruczotu krokowego, PSA density, PSAD), roczny wzrost PSA ng/ml/rok (PSA velocity, PSAV), czas
podwojenia PSA (wykfadniczy wzrost stezenia PSA w surowicy w czasie, PSA-DT) oraz wskaznik

PSA wolnego/catkowitego (f/t PSA) [44 — 46].

13



Do innych biomarkeréw raka gruczotu krokowego pozwalajacych na zmniejszenie liczby
niepotrzebnych biopsji oraz wykazujgcych dziatanie komplementarne do rezonansu magnetycznego
(ang. Magnetic Resonance Imaging - MRI), ktdre jeszcze nie sg szeroko stosowane w praktyce

klinicznej, zaliczamy:

- PHI/4K score/lsoPSA — oznaczenie czterech form kalikrein (PSA, fPSA, intactPSA

i kalikreiny 2 (hK2)) [47],

- PCA3/SelectMDX/Mi Prostate score (MiPS)/ExoDX — oznaczenie ekspresji genu raka gruczotu

krokowego (ang. Prostate Cancer Gene 3, PCA3) [48 — 49]

- geny fuzji — nieulegajgcego translacji regionu 5’ proteazy transbtonowej genu regulowanego przez
androgeny, seryny 2 (ang. Transmembrane protease, serine 2, TMPRSS2) z homologiem onkogenu

E26 wirusa erytroblastozy v-ets (ERG) [50]

Palpacyjne badanie palcem (ang. Digital Rectal Examination — DRE)

Nieodtgcznym elementem badania urologicznego w diagnostyce raka stercza jest palpacyjne
badanie przezodbytnicze (Digital rectal examination, DRE). Zgodnie z danymi literaturowymi
ok 18% rakdéw gruczotu krokowego jest wykrywana w rezultacie dodatniego badania DRE [51].
Nieprawidtowosci w DRE wigzg sie ze wzrostem ryzyka raka o wyzszym zaawansowaniu oraz
sg wskazaniem do wykonania MRI i biopsji [52 — 53]. Nalezy podkresli¢, ze badanie przezodbytnicze
jest niezbedne do okreslenia kategorii klinicznego stopnia zaawansowania guza pierwotnego w skali

TNM [54].

Przezodbytnicze badanie ultradZwiekowe prostaty (ang. trans rectal ultrasound — TRUS)

Badanie USG nie wykazuje wystarczajgcej czutosci i swoistosci w wykrywaniu zmian podejrzanych
w obrebie gruczotu krokowego i obecnie wykorzystywane jest gtéwnie do wykonywania biopsji

podejrzanych zmian [55].
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Rezonans magnetyczny (ang. magnetic resonance imaging - MRI)

MRI wieloparametryczne (ang. Multiparametric MRl — mpMRI) jest obecnie podstawowym
narzedziem wykorzystywanym w diagnostyce raka prostaty, charakteryzujgcym sie wysoka czutoscia,
szczegblnie wobec zmian powyzej 10 mm Srednicy [56]. Do opisu zmian podejrzanych w mpMRI stuzy
5-stopniowa skala PI-RADS, ktdra polega na prawdopodobienstwie opracowania kategorii ocen, ktore
wskazujg na ryzyko podejrzenia raka istotnego klinicznie. Poza samg detekcjg zmian podejrzanych,
mpMRI stanowi podtoze do wykonania biopsji fuzyjnej przezkroczowej i przezodbytniczej gruczotu
krokowego, w ktdrej obrazy z rezonansu i ultrasonografii sg naktadane w czasie rzeczywistym celem
doktadnego okredlenia miejsc pobierania wycinkdw. W wysokowyspecjalizowanych zaktadach
diagnostyki obrazowej mozliwe jest rdwniez pobierania wycinkdw ze stercza pod kontrolg MRI,
natomiast wigze sie to z dtugim czasem zabiegu, znacznym dyskomfortem pacjenta oraz koniecznoscig
jego Scistej wspotpracy z przeprowadzajgcym zabieg [57]. Rezonans magnetyczny stuzy takze lepszemu
zaplanowaniu zabiegu, np. dzieki pomiarowi dtugosci cewki moczowej mozna przewidzieé¢ efekty
czynnosSciowe zabiegu, a znajomos¢ doktadnej lokalizacji guza zmniejsza ryzyko uzyskania dodatnich

marginesow chirurgicznych [58].

Biopsja stercza

Zgodnie z rekomendacjami Europejskego Towarzystwa Urologicznego przed wdrozeniem
jakiejkolwiek procedury leczniczej niezbedne jest potwierdzenie obecnosci raka gruczotu krokowego
w badaniu histopatologicznym, w materiale pozyskanym drogg biopsji gruboigtowej [59]. Moze ona
by¢ wykonana metodg przezodbytniczg lub przezkroczowg. Dostep przezkroczowy, zgodnie
z wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Urologicznego z 2022 roku, jest dostepem preferowanym

w zwigzku ze znacznie zmniejszonym ryzkiem rozwoju infekcji. Wskazaniem do biopsji stercza jest:

- podwyzszony lub narastajgcy poziom stezenia PSA w surowicy
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- wyczuwalny guz w DRE

- wykrycie podejrzanej zmiany w badaniach obrazowych (mpMRI) [52, 58 — 60]

Przy wskazaniach do biopsji stercza nalezy uwzgledni¢ réwniez wiek pacjenta, choroby
wspotistniejgce oraz konsekwencje terapeutyczne zwigzane z wykryciem PC. W przypadku braku
uzyskania potwierdzenia histopatologicznego nalezy dazy¢ do powtdrzenia biopsji, w przypadku
gdy w dalszym ciggu narasta stezenie PSA w surowicy, pojawity sie nowe zmiany w badaniach
obrazowych, poprzednio wykryte zmiany ewoluujg lub stwierdzono w biopsji raka srodprzewodowego,

ktoéry wigze sie z >90% ryzykiem wspotwystepujgcego raka stercza o wysokim stopniu ztosliwosci [61].

Tomografia komputerowa (TK) i MRI jamy brzusznej i miednicy

W celu prawidtowej oceny przedoperacyjnej stopnia zaawansowania choroby, TK i MRI jamy
brzusznej stuzg poszukiwaniu zajetych chorobg nowotworowga weztéw chtonnych. Za wezty podejrzane
uwazamy takie, w ktdorych wymiar osi krotkiej wynosi >8mm dla weztéw potozonych w miednicy
i >10 mm dla weztéw poza miednica. Badania te, mimo ich rutynowego zastosowania, charakteryzujg

sie niskg czutoscig na poziomie 40% [62].

Pozytonowa tomografia emisyjna (ang. positron emission tomography — PET /CT)

Standardowe badanie PET/CT z choling, z uwagi na swojg niskg czutos¢ i swoisto$¢ nie jest
wykorzystywane w praktyce klinicznej [63]. Zamiast tego, celem okreslenia ryzyka zajecia weztéw
chtonnych (LNI), wykorzystywany jest specyficzny antygen btony komérkowej komorek gruczotu
krokowego (ang. prostate specific membrane antigen — PSMA) PSMA PET/CT). Jest to specjalistyczne
badanie wykorzystujgce PSMA w potaczeniu z gadoling [64]. Wieksza ekspresja antygenu PSMA
na powierzchni komérek raka stercza pozwala na wykrycie nowotworu juz na jego wczesnych etapach

[64].
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Nomogramy

Do oceny ryzyka zajecia weztdw chtonnych i koniecznosci rozszerzenia zabiegu operacyjnego
o limfadenektomie miedniczng (Pelvic lymph node dissection, PLND) stuzg nomogramy. Prognozujg
one, na podstawie zebranych dotychczasowych wynikdéw badan pacjenta przed leczeniem radykalnym,
stopien zaawansowania nowotworu. Dwa najczesciej wykorzystywane to nomogram MSKCC oraz
Briganti, Partin [65 — 66]. Pozwalajg one, na podstawie wartosci PSA, liczby dodatnich wycinkdw,
stopnia zaawansowania w skali TNM oraz stopnia ztosliwosci w skali Gleasona, na okreslenie
m.in ryzyka zajecia weztdw chtonnych (ang. lymph node involvement — LNI) oraz przekraczania torebki
gruczotu krokowego (ang. extraprostatic extension — EPE) [65 — 66] Dzieki temu mozliwe jest
odpowiednie zaplanowanie rozlegtosci zabiegu operacyjnego. Ryzyko wystgpienia przerzutéow
weztowych >5% na podstawie wyzej wymienionych nomogramow stanowi podstawe do rozszerzenia
zabiegu o eLND (ang. extended lymphadenectomy — roszszerzona limfadenektomia). W przypadku
nomogramow wyznaczanych na podstawie biopsji celowanej opartej na mpMRI, mozna odstgpié od

eLND jezeli ryzyko LNI jest mniejsze niz 7% [67].

OCENA ZAAWANSOWANIA RAKA STERCZA

Do oceny zaawansowania klinicznego raka stercza wykorzystywana jest klasyfikacja TNM
opracowana przez Miedzynarodowg Unie do Walki z Rakiem (Union for International Cancer Control,

UICC) [54]. W sktad klasyfikacji wchodza:

- T — wielko$¢/rozlegtos¢ guza

- N — brak lub obecnos¢ przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych
- M — brak lub obecnos¢ przerzutéw odlegtych

Dodatkowe oznaczenia:

- p — przypadek oceniany na podstawie badania histopatologicznego

- ¢ —ocena kliniczna
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- a—ocena sekcyjna

Doszczetnos¢ resekcji oznacza sie jako:

- RO — nowotwdr usuniety catkowicie

- R1 —resekcja nieradykalna w badaniu mikroskopowym

- R2 — resekcja nieradykalna makroskopowo

Klasyfikacja TNM dla raka stercza:

T (tumor) — guz pierwotny nowotworu

Tx — nie mozna ocenic guza pierwotnego

TO — nie stwierdza sie guza pierwotnego

T1 — guz klinicznie niewidoczny w badaniach obrazowych, niebadalny

Tla — przypadkowo wykryty guz w wycietej tkance <5% objetosci wycietej tkanki
T1b — przypadkowo wykryty guz w wycietej tkance >5% objetosci wycietej tkanki
T1c — guz wykryty biopsjg wykonang z innych wskazan, np. podwyzszony poziom PSA
T2 — guzy wyczuwalny lub widoczny w badaniach obrazowych, w obrebie prostaty
T2a — wielko$¢ ponizej potowy jednego ptata, guz ograniczony do jednego ptata
T2b — wielkos¢ powyzej potowy jednego ptata, guz ograniczony do jednego ptfata
T2c — guz obejmuje oba ptaty

T3 — guz przekracza granice torebki gruczotu krokowego

T3a — guz nacieka poza torebke, w tym mikroskopowe naciekanie szyi

T3b — naciekanie pecherzykéw nasiennych

T4 — guz nieruchomy lub naciekajacy przylegte struktury inne niz pecherzyki nasienne, np. zwieracz

zewnetrzny odbytu, pecherz moczowy, miesien dZzwigacz odbytu, $ciana miednicy
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N (lymph nodes) — stan regionalnych weztéw chtonnych’

Nx — nie mozna ocenic regionalnych weztéw chtonnych

NO — brak przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych

N1 — obecne przerzuty w regionalnych weztach chtonnych
*Przerzuty nie wieksze niz 0,2 cm mogg by¢ oznaczone jako pNmi
M (metastases) — przerzuty odlegte™

Mx — brak mozliwosci oceny przerzutédw odlegtych

MO — nie stwierdza sie obecnosci przerzutow odlegtych

M1 — obecne przerzuty odlegte

M1la — przerzuty w jednym lub wiecej pozaregionalnych weztach chtonnych

M1b — przerzuty do kosci

M1c — przerzuty o innym umiejscowieniu niz wczesniej wymienione

**Jezeli wystepuje wiecej niz jedno miejsce przerzutu, stosuje sie kategorie (p)M1c

Nalezy podkresli¢, ze kliniczne stadium T (cT) dotyczy wytgcznie przezodbytniczego badania
(DRE). W klasyfikacji histopatologicznej (pTNM) nie istniejg stopnie pT1a/b/c, a rak stercza ograniczony
do gruczotu po prostatektomii radykalnej jest klasyfikowany jako pT2. Obecna UICC nie uznaje réwniez
podstopni pT2. W EANM (ang. European Association of Nuclear Medicine — Europejskie Towarzystwo
Medycyny Nuklearnej) zaproponowano réwniez klasyfikacje ,miTNM” (TNM w obrazowaniu
molekularnym), ktére uwzglednia wyniki badania pozytronowej emisyjnej tomografii komputerowej

(PSMA PET/CT) [68].

Ocena histopatologiczna — Skala Gleasona oraz ISUP 2014 (ang. International Society of Urological

Pathology — Miedzynarodowe Towarzystwo Patologii Urologicznej)

19



Skala Gleasona (GS) jest to ocena patomorfologiczna raka prostaty bazujgca na rodzaju
struktury — architektonice histologicznej guza, okreslajgca stopien ztosliwosci nowotworu. Opisana
zostata przez Donalda Gleasona w latach 60-tych [69] Zmiany nisko zréinicowane otrzymujg
5 punktéw, natomiast wysoko zréznicowane, przypominajgce prawidtowe komérki prostaty - 1 punkt.
W skali Gleasona ocenia sie dwa dominujgce wzorce, a przyporzadkowane punkty sumuje sie i podaje
jako wynik koricowy. Jezeli wystepuje tylko jeden wzorzec to nalezy go podwoié. W przypadku trzech
sktadowych do wyniku bierze sie najczestszy wzorzec i najwyzszy w skali. Rak wewnatrzprzewodowy
rowniez powinien by¢ wigczony do skali Gleasona [70]. Najnizszym mozliwym wynikiem dla raka
prostaty stwierdzonego w biopsji jest GS 3+3=6 (wyniki od 1 do 2 nie sg wykorzystywane w ocenie
architektoniki raka i nie sg ujete przy jego diagnozie). Poza klasyfikacjg Gleasona w raku stercza
obowigzuje rowniez klasyfikacja stworzona przez Miedzynarodowe Towarzystwo Patologii
Urologicznej (ang. International Society of Urological Pathology, ISUP). Ma ona za zadanie uprosci¢
i unowoczesnic ,,starg” klasyfikacje skali Gleasona. Klasyfikacja ISUP z 2014 roku ogranicza liczbe stopni

raka stercza do 5 [71 — 72]. W tabeli 1. Przedstawiono Skale Gleasona oraz ISUP [71 —72].

Tabela 1. Skala Gleasona oraz ISUP [71 — 72]

Stopien ryzyka/ ztosliwosci Skala Gleasona ISUP
Niski — wysoce zréznicowany 2-6 1
Posredni korzystny- z komponentg nowotworu 7 (3+4) 2

niskozréznicowanego < 50%

Posredni niekorzystny- z komponentg nowotworu 7 (4+3) 3

niskozréznicowanego > 50%

Wysoki — nowotwor niskozrdéznicowany lub 8 (4+4 lub 3+5 lub 5+3) 4

dojrzaty z komponentg anaplastyczna

Wysoki- nowotwodr anaplastyczny 9-10 5
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Bazujac na wyniku PSA oraz klasyfikacji Gleasona/ISUP wyrdzniono raka stercza niskiego, posredniego

oraz wysokiego ryzyka. Tabela 2.

Tabela 2. Grupy ryzyka raka gruczotu krokowego na podstawie EAU [59]

Niskiego ryzyka Posredniego ryzyka Wysokiego ryzyka
PSA <10 ng/mL i GS <7 | PSA 10-20 ng/mL lub | PSA >20 ng/mL lub GS | Kazde PSA
(ISUP1)icT1-2a GS 7 (ISUP 2/3) lub | >7 (ISUP 4/5) lub cT2c
Kazdy GS/ISUP
cT2b
CT3-4 lub cN+
Choroba zlokalizowana Choroba lokalnie
zaawansowana
Scyntygrafia kosci

Scyntygrafia kosci stuzy gtéwnie do okreslenia cechy M w klasyfikacji TNM, czyli ryzyka
wystepowania przerzutéw [73]. W raku gruczotu krokowego przerzuty odlegte lokalizujg sie najczesciej

w obrebie kosci i mogg prezentowac sie klinicznie bélami kostnymi czy patologicznymi ztamaniami.

2.1.5 LECZENIE
Wybdér metody leczenie raka stercza w duzej mierze uzalezniony jest od stopnia
zaawansowania choroby nowotworowej, wieku pacjenta, obecnosci chordb wspdtistniejacych

oraz mozliwosci technicznych wykonania zabiegu [74].

Aktywny nadzdr/czujne wyczekiwanie
W przypadku nowotworu gruczotu krokowego korzysci terapeutyczne z aktywnego leczenie

dotycza pacjentéw, u ktérych przewidywana dtugos¢ zycia przekracza 10 lat [75] Z uwagi
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na w wiekszosci powolny rozwdj raka stercza oraz obcigzenie chorobami wspdtistniejgcymi w starszej
grupie wiekowej, u wiekszosci pacjentéw przyczyna zgonu nie bedzie zwigzana z rozwijajgcym
sie rakiem gruczotu krokowego np. z powodu chordb sercowo-naczyniowych [75]. Dlatego, zasadnym
wydaje sie prowadzenie aktywnego nadzoru w $cisle wyselekcjonowanej grupie pacjentow, z rakiem
stercza niskiego ryzyka, z zastrzezeniem dobrej wspdtpracy pacjenta z lekarzem oraz stosowania
sie do zalecen. Jezeli przewidywana dtugos$¢ zycia pacjenta wynosi <10 lat i/lub pacjent kwalifikuje
sie do leczenia paliatywnego, wtedy stosowane jest czujne wyczekiwanie skupione gtéwnie

na obnizaniu toksycznosci leczenia i poprawie jakosci zycia [76].

Prostatektomia radykalna

Prostatektomia radykalna (RP) jest chirurgiczng metodg leczenia raka stercza. Polega
ona na usunieciu gruczotu krokowego wraz z pecherzykami nasiennymi a nastepnie zespoleniu szyi
pecherza z cewkg moczowa. RP moze by¢ wykonana technika otwartg, laparoskopowg (LRP) oraz przy
wykorzystaniu robota chirurgicznego (RARP) [77]. Zabieg ten mozna wykonac przezotrzewnowo
lub przedotrzewnowo [77]. Podczas zabiegu rutynowo usuwa sie rowniez tkanke ttuszczowg
na przedniej powierzchni prostaty, w ktérej w okoto 5,5-10% mozna znalez¢ tkanke chtonng,
a przerzuty w tych weztach stwierdzane s z czestoscig 1,3% [78 — 79] W przypadku dogodnych
warunkéw anatomicznych oraz nowotworu nienaciekajgcego torebke, w wyselekcjonowanych
grupach pacjentéw, mozna przeprowadzi¢ operacje z zaoszczedzeniem peczkéw naczyniowo-
nerwowych zaopatrujacych ciata jamiste pracia co przektada sie bezposrednio na wyniki erekcyjne

po operacji [77].

Radioterapia

Kolejng metoda stosowang w leczeniu raka stercza jest radioterapia, ktéra moze by¢
stosowana w postaci napromieniowania wigzkg zewnetrzng, brachyterapii lub obu tych metod.
Obecnie najczesciej stosowang technikg radioterapii jest radioterapia konformalna, oparta

na planowaniu tréjwymiarowym, ktéra umozliwia odpowiednie dopasowanie wigzki do naswietlanego
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narzadu [80] Celem zmniejszenia dziatania radioterapii na okoliczne tkanki stosuje sie modulacje
intensywnosci wigzek (ang. Image Guided Intensity Modulated Radiation Therapy — IMRT). Istota
dziatania brachyterapii polega na wprowadzenia Zrddet radioaktywnych do guza przy pomocy
aplikatoréw. Czesto radioterapie taczy sie z hormonoterapig, ktéra poprawia wyniki leczenia [81].
Mozliwe jest takze zastosowanie radioterapii po leczeniu chirurgicznym w przypadku dodatnich
margineséw czy przetrwatego wysokiego stezenia PSA w surowicy. Radioterapia, w pordwnaniu
do leczenia operacyjnego, wigze sie z wiekszg liczbg powiktan odlegtych (uporczywego krwiomoczu,
widknienia zaotrzewnowego, przetok uktadu moczowego) zwigzanych z dziataniem promieniowania

na okoliczne tkanki w tym pecherz moczowy i odbytnice [82].

Hormonoterapia

W zaawansowanym raku stercza podstawe leczenia stanowi hormonoterapia. Ablacja
androgenowa uzyskiwana jest na drodze kastracji chirurgicznej lub farmakologicznej, poprzez
zastosowanie agonistéw oraz antagonistow gonadoliberyn [83]. Za kastracyjny poziom testosteronu
uwaza sie wartos¢ <50 ng/dl (1,7 nmol/L), aczkolwiek aktualne badania donosza, ze wartos$¢ <20 ng/dl
wigze sie z lepszymi wynikami leczenia [84 — 85]. Najszybsza, ale nieodwracalng metodg uzyskania
kastracyjnego poziomu testosteronu jest wykonanie obustronnej orchidektomii [86]. Obecnie
gtéwnymi formami obnizenia stezenia androgendw w surowicy krwi (ang. Androgen deprivation
therapy, ADT) sg dtugo dziatajgcy agonisci hormonu uwalniajgcego hormon luteinizujacy (luteinizing-
hormone-releasing hormone, LHRH). Sg one podawane w zastrzykach o zmodyfikowanym uwalnianiu
col,2,3,6lub12 miesiecyipoprzez hamowanie wydzielania hormonu luteinizujgcego (ang. luteinizing
hormone — LH) i hormonu folikulotropowego (ang. follicle-stimulating hormone — FSH) powodujg
zmniejszenie produkcji testosteronu az do wartosci kastracyjnych, ktére udaje sie uzyskaé po okoto
2 do 4 tygodniach [87]. Z uwagi na wzrost poziomu testosteronu w pierwszych dniach leczenia
wynikajgcy z przejsciowego wzrostu FSH i LH oraz mozliwosci wystgpienia dziatan niepozadanych
w postaci bdlu kostnego, obstrukcji szyi pecherza moczowego, kompresji rdzenia kregowego i zdarzen

sercowo-naczyniowych, nalezy leki te tgczy¢ poczatkowo z lekami antyandrogenowymi [88].
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Antagonisci LHRH s3 zwigzkami szybko doprowadzajgcymi do spadku FSH, LH i testosteronu,
ale dostepne s3g jedynie w postaci preparatow podawanych co miesigc. Kastracyjny poziom
testosteronu uzyskuje sie szybciej niz w przypadku agonistow LHRH bowiem juz w 3 dobie. Antagonisci
GnRH (ang. gonadotropin-releasing hormone, hormon uwalniajgcy gonadotropiny) czesciej
niz agonisci mogg powodowac takie objawy jak spadek libido, uderzenia goraca, przyrost masy ciata,
za to powodujg mniej zdarzen sercowo-naczyniowych [89]. Sposréd antyandrogendw wyrdzniamy
zwigzki steroidowe (octan cyproteronu, octan megastrolu i octan medroksyprogesteronu) oraz
niesteroidowe (nilutamid, flutamid i bikalutamid) [90 — 93]. Ich dziatanie skupia sie na konkurowaniu
z androgenami na poziomie receptorowym. Zwigzki steroidowe sg pochodnymi hydroksyprogesteronu
i poza wtornymi do kastracji dziataniami niepozgdanymi, dziatajg toksycznie na uktad sercowo-
naczyniowy oraz watrobe [93]. Niesteroidowe antyandrogeny w monoterapii nie hamujg wydzielania
testosteronu, a ich gtdwnymi dziataniami niepozgdanymi sg ginekomastia oraz bdl piersi [92].
Stosowanie hormonoterapii wymaga regularnej kontroli enzymoéw watrobowych oraz stanu uktadu
kostnego. Po odpowiednio dtugim czasie stosowania ADT moze dojs¢ do rozwoju opornosci
na kastracje (ang. castration resistant prostate cancer — CRPC), przez co konieczne byto poszukiwanie
nowych preparatéw w tej grupie pacjentéw. Octan abirateronu, jako inhibitor cytochromu P17, obniza
poziom testosteronu hamujgc jego synteze na poziomie nadnerczy oraz w komdrkach
nowotworowych. Stosuje sie go wraz z prednizonem/prednizolonem celem ograniczenia ryzyka
wystgpienia hiperaldosteronizmu [94]. Apalutamid, darolutamid, enzalutamid w przeciwieristwie
do starszych  antyandrogendéw, blokujg réwniez dojadrowy transport androgendw,
przez co ograniczone jest ich dziatanie agonistyczne [95]. Poza wymienionymi lekami w leczeniu raka
stercza wykorzystywane sg rowniez nowoczesne metody takie jak inhibitory polimerazy poli
ADP-rybozy (PARP), Inhibitory punktéw kontrolnych uktadu immunologicznego (checkpoint inhibitors),

czy terapia radiofarmaceutyczna (terapia z Rad-223) [96 — 99].
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Terapia ogniskowa (niszczenie nowotworu z zaoszczedzeniem narzqdu)

Terapia ogniskowa w leczeniu raka gruczotu krokowego powinna by¢, zgodnie
z rekomendacjami Europejskiego Towarzystwa Urologicznego (European Association of Urology, EAU),
przeprowadzana jedynie w kontekscie badan klinicznych lub prospektywnych badan kohortowych

[100].

Podoplanina (PDPN, D2-40) jest przezbtonowg glikoproteing typu-1, o budowie podobnej
do mucyny, o masie czgsteczkowej od 36 do 43 kDa [101 — 102]. Ulega ona ekspresji w wiekszosci
dojrzatych tkanek oraz odgrywa wazng role w procesie embriogenezy, odpowiadajgc za prawidtowy
rozwdj serca, ptuc i uktadu limfatycznego [103 — 105]. Podoplanina pierwotnie zostata opisana
w komodrkach srédbtonka limfatycznego, fibroblastach tkanki tgcznej siateczkowej, narzaddéw
limfoidalnych i komdrkach nabtonka grasicy [106] Nazwa molekuty pochodzi od jej ekspresji
w podocytach, gdzie odpowiada m.in. za regulacje ich ksztattu [107]. Fizjologiczna rola podplaniny
w dalszym ciggu jest nie do korica poznana. Udowodniono, ze faczy sie ona z receptorem 2 lektyny typu
C (CLEC-2), ulegajacym ekspresji w ptytkach krwi i komérkach uktadu odpornosciowego [108].
Potfaczenie podoplaniny z receptorem na ptytkach krwi doprowadza do ich agregacji i aktywac;ji.
Z uwagi na ekspresjg w obrebie srodbtonka naczyn limfatycznych i brak wystepowania w obrebie
naczyn  krwionosnych, jest specyficznym markerem dla  Srédbtonka limfatycznego

i limfangiogenezy [109].

2.2.1 Budowa i funkcja podoplaniny

Ludzka podoplanina sktada sie ze 162 aminokwasow, ktérych sekwencje tworzg 3 domeny:
zewnatrzkomorkowsy, przezbtonowg i wewnatrzkomoérkowg [101] Jej N-koniec, jak w innych
glikoproteinach typu I, skierowany jest na zewnatrz komorki [101, 110 — 111]. W obrebie domeny

zewnatrzkomorkowej znajdujg sie 3 tandemowe, przylegajgce do siebie sekwencje aminokwasowe,
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z czego pierwsza z nich, nazywana domeng stymulujgcy agregacje ptytek krwi (PLAG), oddziatuje
bezposrednio z receptorem lektyny typu C (CLEC-2) zlokalizowanym w obrebie trombocytow. PLAG jest
nosnikiem dla tancucha O-glikozydowego pofaczonego z treoning w pozycji 52 fancucha
polipeptydowego podoplaniny (Thr52) [108, 112]. Domena wewnatrzkomdrkowa jest krétka i tworzy
j3 9 aminokwaséw. W jej obrebie moze zaobserwowac, typowa dla innych biatek btonowych,
sekwencje 3 podstawowych aminokwasow, ktére odpowiadajg za ich wigzanie z kompleksem ezryna-
radyksyna-moesyna (biatka ERM) [113]. Biatka ERM s3g tgcznikami wigzacymi cytoszkielet aktyny
z biatkami btonowymi, co ma szczegdlne znaczenie w szlaku sygnatowym zwigzanym z przyleganiem
i migracjg komodrek [114]. Zdolnosci migracyjne komédrek sg podstawowg wiasciwoscia komdrek

nowotworowych odpowiedzialng za progresje nowotworu [114].

2.2.2 Rola podoplaniny w nowotworzeniu

Nadkspresja PDPN wystepuje w wielu rdznych typach nowotwordw, takich jak:
chrzestniakomiesak, kostniakomiesak, naczyniakomiesak, miedzybtoniaku, nowotwory germinalne,
gwiazdziak, glejak oraz raki ptaskonabtonkowe rézinego pochodzenia, w tym jamy ustnej, gardta,
jezyka, skory, przetyku i ptuc [109, 111 — 112, 115, 116 — 120]. Chociaz niektdre doniesienia sugeruja,
ze ekspresja PDPN moze by¢ korzystnym czynnikiem prognostycznym w rakach szyjki macicy,
niektérych podtypach raka ptuc i jelita grubego, dominujgca ilos¢ danych klinicznych
i eksperymentalnych wskazuje na ekspresje PDPN w guzach nowotowrowych jako niepomysiny czynnik
rokowania, szczegdlnie w rakach ptaskonabtonkowych, nowotworach gtowy i szyi, przetyku, skéry oraz
glejakach [114]. W przypadkach inwazyjnego raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej ekspresja PDPN
korelowata ze zmniejszong ekspresjg E-kadheryny w potgczeniach miedzykomérkowych [111]. PDPN
ulega rowniez ekspresji w komdédrkach podscieliska nowotwordw. Opisywano sprzeczne wyniki
dotyczgce wartosci prognostycznej ekspresji PDPN w fibroblastach zwigzanych z nowotworem (CAF).
W gruczolakorakach ptuc, inwazyjnych przewodowych rakach piersi, wewnatrzwatrobowych rakach
drég zétciowych i gruczolakorakach przetyku, ekspresja PDPN w fibroblastach zwigzanych

z nowotworem (CAF) wigze sie z krotszym przezyciem catkowitym i ztym rokowaniem [121 — 122].
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Natomiast, zwiekszona ekspresja podoplaniny uwazana jest za korzystny czynnik prognostyczny w raku
jelita grubego, raku ptaskonabtonkowym ptuca, ale nie ma znaczacej wartosci prognostycznej w raku
szyjki macicy [123 — 125]. PDPN na powierzchni komdrek nowotworowych wigze CLEC-2 na ptytkach
krwi, wyzwalajac szlak sygnatowy kinazy tyrozynowej z udziatem Syk, cztonka rodziny kinaz Src,
co prowadzi do agregacji i aktywacji ptytek krwi [126]. Agregacja ptytek krwi, oprécz ochrony krazacych
komérek nowotworowych, umozliwia im unikniecie odpowiedzi cytotoksycznej i sprzyja embolizacji
mikronaczyni. Ponadto, aktywowane ptytki krwi wydzielajg szerokg game czynnikdw wzrostu i cytokin,
ktére sprzyjajg wzrostowi guza i utatwiajg przerzutowanie [127]. CD9, cztonek rodziny tetraspanin
zidentyfikowany jako biatko hamujgce proces przerzutowania, zmniejsza agregacje ptytek krwi
i przerzutowanie poprzez interakcje z PDPN [128]. Interakcja PDPN-CD9 obejmuje domeny
przezbtonowe TM1 i TM2 CD9 oraz lokalizacje obu biatek we frakcjach btonowych o niskiej gestosci,
co wskazuje, ze domena transbtonowa PDPN jest réwniez zaangazowana w te interakcje. Co ciekawe,
wigzanie CD9 z PDPN nie zaktéca interakcji tego ostatniego z CLEC-2, co sugeruje, ze hamowanie
agregacji ptytek krwi za posrednictwem CD9 odbywa sie w mechanizmie wigzania PDPN z CLEC-2 [128].
Wykazano, ze PDPN jest wydzielana do mikrosrodowiska nowotworowego zwigzanego z dwoma
gtéwnymi typami pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych: egzosomami i mikropecherzykami [129]
Egzosomy to pecherzyki, ktére uwalniane sg po potgczeniu wielu pecherzykéw wewnatrz komérki,
a nastepnie przetransportowane na jej powierzchnie, podczas gdy mikropecherzyki sg bezposrednio
uwalniane z bfony cytoplazmatycznej. Oba typy pecherzykéw przekazujg informacje genetyczng, w tym
DNA, mRNA i miRNA oraz biatka z komdrek guza do komédrek biorcy, i promujg rozprzestrzenianie
sie  komédrek nowotworowych poprzez stymulacje angiogenezy, przebudowe macierzy
zewnatrzkomorkowej, utatwianie ucieczki spod nadzoru immunologicznego oraz transformacje
komédrek w kierunku fenotypu przerzutowego [130 — 131]. Egzosomy wydzielane przez komorki
ekspresjonujgce PDPN transportujg zarowno mRNA PDPN, jak i biatka. Wiekszos¢ biatek w egzosomach
zawierajgcych PDPN to czgsteczki adhezji komorek i keratyny cytoszkieletowe typowe dla komédrek

nabtonkowych, bioragce udziat w procesie EMT [129]. Inwapodia to bogate w aktyne uwypuklenie btony
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cytoplazmatycznej, ktére sg powigzane z degradacja macierzy pozakomodrkowej, zwiekszajac
agresywnos¢ i zdolnosé przerzutowania nowotwordw. Hoshino i wsp. odkryli synergiczng interakcje
miedzy egzosomami a inwadopodiami w komdrkach SCC (ang. squamous cell carcinoma — rak
ptaskonabtonkowy) gtowy i szyi, dzieki ktérej dojrzewanie i aktywnos¢ inwadopodii zalezy
od dostarczania MMP14 przez egzosomy [132]. Poniewaz wygaszenie ekspresji PDPN w rakach
ptaskonabtonkowych jamy ustnej uposledza zaréwno stabilnos$¢ inwadopodii (i degradacje macierzy
zewnatrzkomorkowej), jak i wydzielanie egzosomoéw [129, 133], PDPN moze by¢ kluczowym
elementem zwigzku miedzy inwadopodiami a egzosomami w SCC. CD44 jest szeroko
rozpowszechniong i wysoce polimorficzng przezbtonowg glikoproteing typu | [134]. Petni funkcje
gtéwnego receptora hialuronanu (HA) i posredniczy w adhezji oraz migracji komorek w rdznych
procesach patofizjologicznych, w tym przerzutach nowotworowych [135]. Poniewaz CD44 jest réwniez
sktadnikiem egzosomdéw, mozna podejrzewac, ze interakcja PDPN-CD44 odgrywa role w procesie

karcinogenezy [136].

Limfangiogeneza jest istotnym procesem umozliwiajgcym przerzutowanie komdrek
nowotworowych, szczegdlnie w czerniaku i raku gruczotu piersiowego [137] Tym samym obecnos¢
komdrek nowotworowych w regionalnych lub wartowniczych weztach chtonnych jest uwazana za zty
czynnik prognostyczny u chorych na nowotwory [137 — 138]. Istnieje Scisty zwigzek miedzy ekspresjg
PDPN a proecesem limfangiogenezy. PDPN ulega specyficznie ekspresji w komdrkach naczyn
limfatycznych, ale nie w naczyniach krwionosnych [139]. W badaniach na myszach z niedoborem PDPN
stwierdzono, ze rodzg sie myszy z zaburzeniami i obrzekiem limfatycznym [140]. Korelacja miedzy
wysoka ekspresjg PDPN w komdrkach nowotworowych a zwiekszong gestoscig naczyi chtonnych
stwierdzono m.in. u pacjentdéw z rakiem ptaskonabtonkowym jamy ustnej [116, 141]. Ponadto, wysoka
ekspresja PDPN w komodrkach naczyid limfatycznych raka piersi z komérek MCF7, sprzyjata
limfangiogenezie w obrebie guza i przerzutom do weztdw chtonnych w mysim modelu
ksenoprzeszczepu in vivo [141]. Przeciwnie, ekspresja PDPN w komdrkach raka ptaskonabtonkowego

ptuc EBC-1 zmniejszyta limfangiogeneze guza i hamowata powstawanie przerzutéw do weztéw
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chtonnych, co jest zgodne z tym, ze PDPN jest korzystnym czynnikiem rokowniczym zwigzanym
Z mniejszg agresywnoscig i mniejszym stopniem zaawansowania choroby u pacjentéw z SCC ptuc [114].
Ponadto, ekspresja PDPN w CAFs byta zwigzana z nasilong limfangiogenezg w guzie oraz z przerzutami
do weztdow chtonnych, a takze inwazjg naczyn limfatycznych w wielu typach nowotworéw, w tym
gruczole krokowym, jajnikach, pecherzu moczowym, trzustce i inwazyjnych przewodowych rakach
gruczotu piersiowego [142, 143]. Mechanizmem molekularnym, dzieki ktéremu CAFs z ekspresjg PDPN
uczestniczg w procesie limfangiogenezy, moze by¢ wydzielanie limfangiogennych czynnikow wzrostu
i cytokin, takich jak VEGF-C, VEGF-D i CCL21. CCL21, ktére wigzg PDPN. Podoplanina jest wydzielana
przez komdrki nowotworowe, utatwiajgc przedostawaniu sie komoérek dendrytycznych
oraz nowotworowych do naczyn limfatycznych[137]. Inng mozliwoscig promowania limfangiogenezy
przez PDPN moze by¢ uwalnianie z egzosoméw PDPN. W zwigzku z tym wykazano, ze egzosomy
pochodzagce z komodrek nowotworowych indukujg rdéznicowanie mezenchymalnych komdérek
macierzystych oraz CAFs, a te ostatecznie wydzielajg egzosomy, ktére sprzyjajg wzrostowi guza
i przerzutom komodrek nowotworowych [144]. Niewatpliwie ekspresja podoplaniny w komdrkach
nowotworowych pozwala na wykorzystanie jej w celach diagnostycznych, bedac uznanym markerem

naczyn limfatycznych [139, 142].

W pracy Kitano i wsp. ekspresja PDPN w komdrkach CAFs gruczolakoraka prostaty bytfa
zwigzana z nasilong limfangiogenezg i przerzutami do weztéw chtonnych [142]. Ekspresja PDPN
w tkance gruczotu krokowego nie zostata dobrze scharakteryzowana. W jednej z nielicznych prac
opisujgcej ekspresje podoplaniny (wykazang za pomocg metody immunohistochemicznej) w gruczole
krokowym, stwierdzono jg w cytoplazmie komoédrek podstawnych gruczotu krokowego.
oraz w prawidtowym sterczu. Z kolei ekspresji PDPN nie stwierdzono we wszystkich badanych

przypadkach w komérkach raka gruczotu krokowego [145].
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Antygen proliferacyjny Ki-67 jest niehistonowym biatkiem jagdrowym, ktdry zostat pierwotnie
odkryty przy pomocy przeciwciat monoklonalnych otrzymanych po procesie immunizacji myszy
jadrami komorkowymi linii komérkowej L428 (komorki chtoniaka Hodgkina) [146] Nazwa biatka
pochodzi od skréotu nazwy miejscowosci (Kilonia), w ktérej dokonano odkrycia oraz numeru
,studzienki” na przygotowanej do tego celu ptytce laboratoryjnej. Gen kodujacy biatko Ki-67 znajduje
sie na ramieniu dtugim chromosomu 10 (10g25). Ki-67 jest obecny w komdrce podczas faz aktywnych
cyklu komérkowego (G1, S, G2, mitoza), nie stwierdza sie jego obecnosci w fazie spoczynkowej (GO).
Liczba komodrek, w ktérych stwierdza sie ekspresje Ki-67 obrazuje pule komdrek dzielgcych sie,
co pozwala na uzycie tego antygenu jako markera aktywnosci proliferacyjnej guza nowotworowego.
Wysoki poziom ekspresji antygenu Ki-67 korelujgcy z stopniem ztosliwosci zostat udowodniony m. in.
dla raka gruczotu piersiowego, chtoniakéw, raka jelita grubego, czerniaka i in. [147]. Przeprowadzone
do tej pory badania wykazaty istotng dodatnig korelacje pomiedzy stopniem odrdznicowania
(ztosliwosci) raka gruczotu krokowego, kréotszym czasem wolnym od progresji choroby a nasileniem

ekspresji Ki-67 [148].

Czasteczka adhezji komorek, ptytek krwii i Srédbtonka typu 1 (PECAM-1) znana réwniez jako
CD31, jest biatkiem, ktére u ludzi jest kodowane przez gen PECAM-1 wystepujacy
na chromosomie 17g23.3 [149 — 150]. PECAM-1 jest wysoce glikozylowang czgsteczkg o masie okoto
130 kDa [151]. CD31 stosuje sie przede wszystkim do detekcji komadrek srédbtonka nowotworowych
naczyn, poniewaz umozliwia powstanie nowych naczyn krwionos$nych poprzez adhezje pomiedzy
komérkami. Wtasciwos¢ ta moze pomdc w ocenie stopnia nasilenia procesu angiogenezy guza,
co moze skutkowaé szybko rosngcym nowotworem [152]. Nowotworowe komadrki srédbtonka réwniez
czesto wykazujg jego ekspresje, dzieki czemu badanie immunohistochemiczne CD31 moze byé réwniez

wykorzystane do diagnozowania naczyniakdw, jak i naczyniakomiesakéw. W swietle ww. informacji
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PECAM-1 uznawany jest za wazny marker angiogenezy [153]. Nadekspresja biatka PECAM-1 zostata
stwierdzona w liniach komdrkowych takich nowotwordw jak: naczyniaki, naczyniakomiesaki, miesak

Kaposiego, rak gruczotu piersiowego, glejaki, rak okreznicy, rak skéry oraz innych [154].

Biatko CD34 jest glikoproteing btonowg wystepujacg na powierzchni komérek srddbtonka
[155]. Podczas angiogenezy biatko CD34 odpowiada za adhezje leukocytéw do wewnetrznej
powierzchni $ciany naczyn oraz za migracje komorek $rédbtonka naczyniowego [156]. CD34 ulega
ekspresji we wszystkich komodrkach srédbtonka podczas ich proliferacji, a takze w stadium
GO, co sprawia, ze jest markerem procesu neoangiogenezy [157]. Nalezy jednak pamietaé, ze ekspresja
CD34 wystepuje tez w rédznych komadrkach podscieliska ograniczajgc ich swoisto$é w ocenach gestosci
mikrounaczyniania [158]. Ekspresje biatka CD34 potwierdzono w wielu badaniach nad rakiem jelita

grubego, gtowy i szyi, piersi, watroby, gruczotu krokowego [155, 157, 159 — 162].
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3. Cele pracy

Rak gruczotu krokowego (PC) jest jedng z najczestszych chordb nowotworowych na swiecie.
Pomimo coraz szerszego wachlarza dostepnych badan, zaréwno diagnostyki obrazowej
jak i molekularnej, stale wzrastajgca mozliwos¢ terapii opartych na rozwoju techniki robotycznej,
teleradioterapii, brachyterapii, czy terapii systemowej opartej na kolejnych generacjach lekéw
antyandrogenowych, inhibitorach punktéw kontrolnych, inhibitorach kinazy biatkowej B czy terapii
radiofarmaceutycznej [96 — 99], to w raporcie Krajowego Rejestru Nowotwordéw z 2020 roku rak
gruczotu krokowego byt najczesciej rozpoznawanym nowotworem ztosliwym u mezczyzn (19,6%)
i stanowit drugg co do czestosci przyczyne zgonu z powodu nowotwordw (11%) [3]. W zestawieniu
z powyzszym, zasadnym wydaje sie poszukiwanie zarédwno nowych markerdw prognostycznych

jak i celéw terapeutycznych dla przysztych terapii przeciwnowotworowych.

Podoplanina (PDPN) jest przezbtonowa glikoproteing typu-1, podobng do mucyny. PDPN petni
wiele réznych funkcji w organizmie, w tym reguluje organogeneze, mobilnos¢ komdrek, ale takze
uczestniczy w procesie transformacji nowotworowej. Ekspresja podoplaniny w komdrkach
nowotworowych pozwala na wykorzystanie jej w celach diagnostycznych i prognostycznych. Do tej
pory wykrywana ona byta w wielu nowotworach, gtéwnie w rakach ptaskonabtonkowych, guzach OUN
oraz nowotworach germinalnych [114]. Podoplanina jest tez uznanym markerem naczyn limfatycznych
[139, 142]. W przegladzie literatury jest niewiele prac poswieconych badaniu ekspresji podoplaniny
w raku gruczotu krokowego. W jednej z nielicznych prac ekspresja PDPN w komérkach gruczolakoraka
prostaty byta zwigzana z nasilong limfangiogenezg i przerzutami do weztéw chtonnych [142]. Ekspresja
PDPN w tkance gruczotu krokowego nie zostata dobrze scharakteryzowana. W kolejnej pracy opisujacej
ekspresje immunohistochemiczng podoplaniny w gruczole krokowym, stwierdzono ja w cytoplazmie
komérek podstawnych tego narzadu. Z kolei wykazano brak jej ekspresji w komérkach raka gruczotu

krokowego [145].
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Powyzsze dane sktonity mnie do zbadania ekspresji podoplaniny w raku gruczotowym prostaty

i sformutowaniu nastepujacych celéw pracy:

1)

2)

3)

4)

okreslenie lokalizacji i nasilenia ekspresji podoplaniny w badanych przypadkach raka
gruczotu krokowego

analiza ekspresji podoplaniny w korelacji z danymi kliniczno — patologicznymi
pacjentéw

analiza korelacji ekspresji podoplaniny z ekspresjg markeréw CD31, CD34 oraz Ki-67
w badanych przypadkach raka prostaty

analiza zwigzku ekspresji podoplaniny, CD31, CD34 oraz Ki-67 z wybranymi

wskaznikami rokowniczymi

33



4. Materiat i Metody

Materiat do przeprowadzenia badan stanowity archiwalne bloczki parafinowe pochodzace od 96
pacjentdéw z rozpoznanym i potwierdzonym histopatologicznie rakiem gruczotu krokowego,
po przeprowadzonej radykalnej prostatektomii w Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym we
Wroctawiu w latach 2011-2015. Materiat pochodzit z pracowni histopatologicznej ww. szpitala za zgodg
Dyrektora prof. dr hab. Wojciecha Witkiewicza i Kierownika Zaktadu Patomorfologii ,Hist-Med” dr
Mariusza Kosiriskiego. Sredni wiek pacjentdw wynosit 68 lat (mediana 67 lat). Dane kliniczno-

patologiczne przedstawiono w Tabeli 3.

Tabela 3. Dane kliniczno-patologiczne pacjentow

Parametr Pacjenci

Liczba %
Stopien zaawansowania T2 35 36,4
Stopien zaawansowania T3a 50 52,1
Stopien zaawansowania T3b 11 11,5
Status weztéw chtonnych NO 87 90,6
Status weztéw chtonnych N1 9 9,4
Stopien wg Gleason (suma 6) 39 40,6
Stopien wg Gleason (suma 7) 40 41,7
Stopien wg Gleason (suma 8) 8 8,3
Stopien wg Gleason (suma 9) 8 8,3
Stopien wg Gleason (suma 10) 1 1,1
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Na wykorzystanie do badan materiatu tkankowego oraz danych kliniczno — patologicznych (wiek,
stopien ztosliwosci histologicznej guza, stopien zaawansowania miejscowego TNM, przedoperacyjny
poziom stezenia markera PSA w surowicy krwi i czas przezycia wolnego od progresji choroby,
definiowany jako czas po operacji, po ktérym nastgpit wzrost stezenia markera PSA w surowicy krwi
pacjenta powyzej wartosci 0,2 ng/ml) uzyskano rowniez zgode Dyrektora Wojewddzkiego Szpitala
Specjalistycznego we Wroctawiu. Na realizacje badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy

Uniwersytecie Medycznym (nr KB. — 743/2018).

Reakcje immunohistochemiczne przeprowadzono na materiale utrwalonym w 4% zbuforowanej
formalinie (Chempur, Polska), zatopionym w bloczki parafinowe i pokrojonym na skrawki grubosci
4 um. Do badan uzyto nastepujgcych przeciwciat pierwszorzedowych: monoclonal mouse anti-human
podoplanin, klon D2-40 (nr kat. IR072, RTU, Dako, Glostrup, Dania), monoclonal mouse anti-human
CD31, klon JC70A (nr kat. IR610, RTU, Dako), monoclonal mouse anti-human CD34, klon QBEnd
10 nr kat. (IR632, RTU, Dako) oraz monoclonal mouse anti-human Ki-67, klon MIB-1 (nr kat. IR626,
RTU, Dako). Pierwszym etapem procedury byto odparafinowanie, nawodnienie oraz cieplne
odstoniecie epitopow poprzez gotowanie skrawkéw w aparacie PTLink (Dako) — 97°C, 20 minut
w buforze EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High pH (dla przeciwciata podoplaniny,
CD31 oraz CD34) lub w buforze EnVision FLEX Target Retrieval Solution, Low pH (dla przeciwciata
Ki-67). Studzenia dokonano w buforze ptuczagcym Wash Buffer (bufor TBS z Tween 20). Wtasciwe
reakcje IHC przeprowadzono w aparacie AutostainerLink 48 (Dako, Dania) z zastosowaniem systemu
do wizualizacji EnVision FLEX+, Mouse High pH (Link) (nr kat. K8002, Dako, Dania). Na wstepie
dokonano blokowania aktywnosci endogennej peroksydazy poprzez inkubacje skrawkéw w EnVision
FLEX Peroxidase Blocking Reagent (5 minut w temperaturze pokojowej). Nastepnie, preparaty
przeptukano w buforze ptuczgcym i inkubowano z przeciwciatami pierwszorzedowymi przez 20 minut

w temperaturze pokojowej. Celem usuniecia nadmiaru przeciwciat preparaty przeptukano za pomoca
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buforu ptuczacego. Kolejnym etapem byta 20-minutowa inkubacja w temperaturze pokojowej
z drugorzedowymi przeciwciatami sprzezonymi z peroksydazg chrzanowg (EnVision FLEX/HRP).
Po przeptukaniu w buforze ptuczagcym dodano tetrachlorowodorek 3,3’-diamonobenzydyny bedacy
substratem dla peroksydazy chrzanowej i cato$é¢ inkubowano przez 10 minut w temperaturze
pokojowej. Dla catkowitego usuniecia resztek odczynnika zastosowano dwukrotne ptukanie w buforze
ptuczgcym. Kolejnym etapem procedury byto wykonanie barwienia kontrastujgcego hematoksyling
(EnVision Flex Hematoxylin) (Dako,Dania) przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Ostatniego
ptukania dokonano przy uzyciu wody destylowanej. Ostatnim etapem byto odwodnienie materiatu
poprzez 5-minutowe kapiele w szeregu alkoholu etylowego o wzrastajgcym stezeniu (70, 96 i 99,8 %)
w temperaturze pokojowej, a nastepnie przeprowadzenie przez 5 minut przez ksylen. Na koniec,
preparaty zmontowano w aparacie Coverslipper zywicg syntetyczng Dako Mounting Medium (Dako,

Dania).

Do okreslenia poziomu ekspresji immunohistochemicznej (IHC) podoplaniny wykorzystano skale
IRS opracowang przez Remmele’go i Stegner [163] wykorzystujgcg odsetek komorek pozytywnych oraz
intensywnos¢ reakcji barwnej (Tabela 4). Do okreslenia ekspresji jgdrowej markera Ki-67 w komadrkach
raka gruczotu krokowego wykorzystana pétilosciowa skale okreslajacag odsetek komérek z pozytywng
reakcje jadrowa Ki-67 (0% pozytywnych komérek — 0; 1-10% pozytywnych komoérek — 1; 11-25%
pozytywnych komadrek — 2; 26-50% pozytywnych komérek — 3; 51-100% pozytywnych komérek — 4).
Gesto$¢ naczyn krwionosnych (CD31 i CD34) oraz limfatycznych (PDPN) zmierzono wykorzystujgc
metodg Chalkleya [164]. Trzy najbardziej unaczynione obszary guza zwane , hotspotami’ oceniono pod
powiekszeniem x100 (metodg Weidnera [165], [166]). Oceny dokonywatem sam, przypadki watpliwe

byty konsultowane przez patologow.

36



Tabela 4. Skala IRS wg Remmele’go i Stegner[163].

Odsetek pozytywnych Punktacja A Intensywnos¢ reakgcji Punktacja B
komorek (%) barwnej
0 0 Brak reakcji barwnej 0
<10 1 mata 1
10-50 2 Srednia 2
51-80 3 duza 3
>80 4 - _
llo$¢ uzyskanych punktow Interpretacja wynikow
2 =AxB
0-1 Negatywny
2-3 Pozytywny: staba ekspresja
4-8 Pozytywny: srednia ekspresja
9-12 Pozytywny: silna ekspresja

Uzyskane rezultaty zostaty poddane analizie statystycznej przy uzyciu programu "GraphPad
Prism 5,0 (La Jolla, Ca, USA). Do okreslenia rozktadu badanych cech ilosciowych wykorzystany zostat
test Kotmogorowa-Smirnowa. W celu poréwnania réznic pomiedzy dwoma cechami zastosowano test

t-Studenta lub test Manna Whitneya (w zaleznosci od rozktadu cech). W przypadku poréwnywania
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wiecej niz dwéch cech, wykorzystano jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA) lub test Kruskala-
Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan Dunna. W celu zbadania istniejgcych korelacji, w zaleznosci
od rozktadu cech, wykorzystano testy korelacji Pearsona lub Spearmana. Analize przezycia wolnego
od progresji choroby wykonano przy uzyciu testu Mantela — Coxa. Wyniki byly uznane za istotne,

gdy p<0,05.
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5. Wyniki

Ryc 1. Ekspresja podoplaniny widoczna w komédrkach podscieliska (czarna strzatka) oraz

srodbtonka naczyn limfatycznych (czerwona strzatka) raka gruczotu krokowego (x100).

A
P

Ryc 2. Ekspresja markera CD31 widoczna w komdrkach $rédbtonka naczyn krwionosnych

(czarne strzatki) raka gruczotu krokowego (x100).
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Ryc 3. Ekspresja markera CD34 widoczna w komdrkach srédbtonka naczyn krwionosnych

(czarne strzatki) raka gruczotu krokowego (x100).

0100mm_ . - A 3 - 2 s 3 e
a4 Sl R < S iR

Ryc 4. Ekspresja markera proliferacji Ki-67 widoczna w komaérkach (czarne strzatki) raka

gruczotu krokowego (x100).

Pozytywng ekspresje IHC podoplaniny zaobserwowatem w komdrkach podscieliska raka
gruczotu krokowego w 88% (84/96) oraz komorkach srédbtonka naczyn limfatycznych w 89%
(85/96) przebadanych przypadkéw. Nie zaobserwowatem ekspresji PDPN w komérkach raka

gruczotu krokowego.
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Tabela A. Grupa badana - rozktad ilosciowy obecnosci ekspresji IHC podoplaniny.

Grupa badana

(n - liczba przypadkow)

Podoplanina w komérkach

podscieliska IRS, n (%)

0 12 (12,5)

1-12 84 (87,5)

Podoplanina w komérkach
srédbtonka naczyn

limfatycznych IRS, n (%)

0 11 (11,45)

1-4 85 (88,5)

Nastepnie, podjgtem probe analizy nasilenia reakcji IHC podoplaniny (D2-40) w komérkach
podscieliska w zaleznosci od stopnia wielkosci guza wg klasyfikacji TNM. W pierwszym etapie
poréwnatem wyniki dla stopnia T2 (33 przypadki), T3a (43 przypadki) i T3b (8 przypadkow).
Nie zaobserwowatem réznic w ekspresji PDPN miedzy guzami T2 a T3a. Istotnie statystycznie
wyzszg ekspresje wykazatem dla grupy T2 w poréwnaniu do grupy T3b (p<0,01) oraz dla grupy

T3a w poréwnaniu do grupy T3b (p<0,01). Wyniki analiz przedstawiono na Rycinie 5,
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pT vs D2-40
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Ryc 5. Analiza nasilenia ekspresji podoplaniny (D2-40) w komdrkach podscieliska raka gruczotu
krokowego w zaleznosci od wielkosci guza wg klasyfikacji TNM nie wykazata istotnych
statystycznie réznic pomiedzy grupami T2 i T3a (p=0,51; test Manna-Whitney’a), wyisza
istotnie statystycznie ekspresje wykazatem dla grupy z guzem T2 wzgledem grupy z guzem
T3b oraz dla grupy T3a w poréwnaniu do grupy T3b (odpowiednio p<0,01; p<0,01, test Manna-

Whitney’a), (**p<0,01)

W kolejnym etapie, przeprowadzitem analize stopnia nasilenia ekspresji IHC
dla podoplaniny (D2-40) w komédrkach podscieliska raka gruczotu krokowego w zaleznosci
od braku lub obecnosci przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych. Wyniki analizy
nie wykazaty istotnie statystycznej réznicy ekspresji podoplaniny w guzach bez stwierdzonych
przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych (stopien NO) w poréwnaniu do guzéw
z stwierdzonymi przerzutami do regionalnych weztéw chtonnych (stopienn N1) Wynik analizy

przedstawiono na Rycinie 6,
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pNvs D2-40

Ryc 6. Analiza nasilenia ekspresji podoplaniny (D2-40) w komdrkach podscieliska raka gruczotu
krokowego w zaleznosci od braku lub obecnosci przerzutdw do regionalnych weztéw
chtonnych nie wykazata istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupami NO i N1 (p=0,34; test

Manna-Whitney’a).

W nastepnym etapie dokonatem analizy korelacji nasilenia ekspresji podoplaniny w
komérkach raka gruczotu krokowego w zaleznosci od skali Gleasona. Wyniki badan wykazaty
istotng statystycznie, Srednig korelacje ujemng pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej
raka gruczotu krokowego a poziomem ekspresji podoplaniny w podscielisku. Wynik analizy

przedstawiono na Rycinie 7,

Skala Gleasona vs D2-40
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Ryc 7. Ujemna korelacja pomiedzy stopniem ztodliwosci histologicznej raka gruczotu
krokowego a poziomem ekspresji podoplaniny (D2-40) w komérkach jego podscieliska

(r=-0,4827; p<0,0001, test korelacji Spearmana).
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Kolejnym krokiem byto zbadanie ekspresji podoplaniny (D2-40) w komdrkach
podscieliska raka gruczotu krokowego w zaleznosci od wartosci stezenia PSA w surowicy przed
podjetym leczeniem operacyjnym. Przeprowadzona ocena wykazata brak korelacji pomiedzy
wartoscig stezenia PSA w surowicy a poziomem ekspresji podoplaniny w podscielisku. Wyniki

analizy przedstawiono na Rycinie 8,

Stezenie PSA przed zabiegiem vs D2-40
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Ryc 8. Analiza korelacji pomiedzy wartoscig stezenia PSA w surowicy przed zabiegiem
a poziomem ekspresji podoplaniny (D2-40) w podscielisku (r=-0,166; p=0,1385, test korelacji

Spearmana).

W nastepnym etapie podjgtem prébe analizy gestosci naczyn limfatycznych (D2-40+)
w zaleznosci od wielkosci guza wg klasyfikacji (pT). Ponownie poréwnatem wyniki dla stopnia
T2 (33 przypadki) T3a (42 przypadki) i T3b (10 przypadkéw). Wyniki wykazaty istotng
statystycznie wiekszg gestos¢ naczyn D2-40+ w guzach T2 w porédwnaniu do guza T3a (p<0,05)
oraz w poréwnaniu do guza T3b (p<0,01). Wyzsz3 istotnie statystycznie gestos¢ naczyn D2-40+
wykazatem réwniez dla grupy z guzem T3a wzgledem grupy z guzem T3b (p<0,05). Wyniki

analiz przedstawiono na Rycinie 9,
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pT vs gestos¢ naczyn limfatycznych
(D2-40+)
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Ryc 9. Analiza gestosci naczyn limfatycznych (D2-40+) raka gruczotu krokowego w zaleznosci
od wielkosci guza wg klasyfikacji TNM, wykazata istotnie statystycznie wyzszg gestosc¢ naczyn
D2-40+ dla grupy T2 wzgledem grupy T3a (p<0,05; test Manna-Whitney’a), istotnie
statystycznie wyzszg gesto$¢ naczyn D2-40+ wykazatem réwniez dla grupy z guzem
T2 wzgledem grupy z guzem T3b oraz dla grupy T3a w poréwnaniu do grupy T3b (odpowiednio

p<0,01; p<0,05; test Manna-Whitney’a), (*p<0,05; **p<0,01)

Przeprowadzitem réwniez analize gestosci naczyn D2-40+ w raku gruczotu krokowego
w zaleznosci od braku lub obecnosci przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych. Wyniki
analizy wykazaty istotnie statystycznie wyzszg gestos¢ naczyn D2-40+ w guzach
bez stwierdzonych przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych (stopiert NO) w poréwnaniu
do guzéw z stwierdzonymi przerzutami do regionalnych weztéw chtonnych (stopiern N1)

(p<0,05). Wynik analizy przedstawiono na Rycinie 10,
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pN vs gestos¢ naczyn limfatycznych
(D2-40+)

Gestos¢ naczyn limfatycznych
o

Ryc 10. Analiza gestosé naczyn limfatycznych D2-40+ raka gruczotu krokowego w zaleznosci od
braku lub obecnosci przerzutdw do regionalnych weztdw chtonnych wykazata istotnie
statystycznie wyzszy poziom ekspresji w grupie NO w poréwnaniu do grupy N1 (p<0,05; test

Manna-Whitney’a), (*p<0,05)

W kolejnym etapie dokonatem analizy gestos¢ naczyn limfatycznych D2-40+ raka
gruczotu krokowego w zaleznosci od skali Gleasona. Wyniki badaf wykazaty istotna
statystycznie, silng ujemng korelacje pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej raka
gruczotu krokowego a gestoscig naczyn limfatycznych D2-40+. Wynik analizy przedstawiono

na Rycinie 11,

Skala Gleasona vs gestos¢ naczyn limfatycznych
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Ryc 11. Ujemna korelacja pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej raka gruczotu krokowego
(wg skali Gleasona), a gestoscig naczyn limfatycznych D2-40+ raka gruczotu krokowego (r=-0,6075;

p<0,0001, test korelacji Spearmana).
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Nastepnie zbadatem korelacje gestosci naczyn limfatycznych raka gruczotu krokowego
w zaleznosci od wartosci stezenia PSA w surowicy przed podjetym leczeniem operacyjnym [36].
Przeprowadzona analiza wykazata istotng statystycznie stabg ujemng korelacje pomiedzy
wartoscig stezenia PSA w surowicy a gestoscig naczyi D2-40+ raka gruczotu krokowego. Wyniki

analizy przedstawiono na Rycinie 12,

Stezenie PSA przed zabiegiem vs gestos¢ naczyn limfatycznych
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Gestos¢ naczyn limfatycznych

Ryc 12. Ujemna korelacja pomiedzy wartoscig stezenia PSA w surowicy a gestoscig naczyn

limfatycznych D2-40+ raka gruczotu krokowego (r=-0,3032; p<0,01, test korelacji Spearmana).

Analizowatem rdéwniez nasilenie ekspresji IHC dla pozostatych badanych przeze mnie
markerdw angiogenezy, okreslajgcych gestosé naczyn krwionosnych (CD31 i CD34) w raku gruczotu
krokowego, w zaleznosci od stopnia wielkosci guza wg klasyfikacji TNM. Wyniki wykazaty nieistotne
statystycznie réznice miedzy guzami T2 a T3a a gestoscig naczyrn CD31+. Natomiast wyzszg istotnie
statystycznie gestos¢ naczyn CD31+ wykazatem dla grupy z guzem T3b wzgledem grupy z guzem
T2 (p<0,001) oraz dla grupy T3b w poréwnaniu do grupy T3a (p<0,05). Wyniki analiz przedstawiono

na Rycinie 13,
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pT vs gestosé naczyn krwionosnych
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Ryc 13. Analiza gestosci naczyn krwionosnych CD31+ raka gruczotu krokowego w zaleznosci
od wielkosci guza wg klasyfikacji TNM nie wykazata istotnych statystycznie rdznic (na granicy
istotnos$ci) pomiedzy grupami T2 i T3a (p=0,054; test Manna-Whitney’a), wyzszg istotnie
statystycznie ekspresje wykazatem dla grupy z guzem T3b wzgledem grupy z guzem T2 oraz
dla grupy T3b w porédwnaniu do grupy T3a (odpowiednio p<0,01; p<0,05; test Manna-

Whitney’a), (*p<0,05; **p<0,01)

Ponadto, analizowatem gestos¢ naczyn kriownosnych CD31+ raka gruczotu krokowego
w zaleznosci od braku lub obecnosci przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych. Wyniki
analizy nie wykazaty istotnie statystycznie réznicy w gestosci naczyn CD31+ w guzach bez
stwierdzonych przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych (stopiert NO) w poréwnaniu do
guzow z stwierdzonymi przerzutami do regionalnych weztéw chtonnych (stopien N1). Wynik

analizy przedstawiono na Rycinie 14,
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pN vs gestos¢ naczyn krwionosnych
(CD31+)
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Ryc 14. Analiza gestosci naczyn CD31+ raka gruczotu krokowego w zaleznos$ci od braku
lub obecnosci przerzutdw do regionalnych weztéw chionnych nie wykazata istotnych

statystycznie réznic pomiedzy grupami NO i N1 (p=0,2031; test Manna-Whitney’a),

W kolejnym etapie dokonatem analizy gestosci naczyn krwionosnych CD31+ raka
gruczotu krokowego w zaleznosci od skali Gleasona. Wyniki badain wykazaty istotng
statystycznie, Srednig korelacje pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej raka gruczotu
krokowego a gestosci naczyn krwionosnych CD31+. Wynik analizy przedstawiono

na Rycinie 15,

Skala Gleasona vs gestos¢ naczyn krwionosnych
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Ryc 15. Korelacja pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej raka gruczotu krokowego
(wg Gleasona) a gestoscig naczyn krwionosnych CD31+ raka gruczotu krokowego (r=0,5242;

p<0,0001, test korelacji Spearmana).
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Dodatkowo, zbadatem korelacje gestosci naczyn krwionosnych CD31+ raka gruczotu
krokowego w zaleznosci od wartosci stezenia PSA w surowicy, przed podjetym leczeniem
operacyjnym. Przeprowadzona analiza wykazata rdwniez istnienie istotnej statystycznie stabej
korelacji pomiedzy wartoscig stezenia PSA w surowicy a gestoscig naczyn CD31+ w raku

gruczotu krokowego. Wyniki analizy przedstawiono na Rycinie 16,

Stezenie PSA przed zabiegiem vs gestos¢ naczyn krwionosnych
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Ryc 16. Korelacja pomiedzy wartoscig stezenia PSA w surowicy a gestoscig naczyn

krwionosnych CD31+ raka gruczotu krokowego (r=0,2551; p<0,05, test korelacji Spearmana).

Nastepnie, oceniatem gestos¢ naczyn krwionosnych CD34+ raka gruczotu krokowego
w zaleznosci od stopnia wielkosci guza wg klasyfikacji TNM. Wyniki wykazaty nieistotne
statystycznie rdéznice gestosci naczyn CD34+ miedzy guzami T2 a T3a. Natomiast, wyzsza
istotnie statystycznie gesto$¢ naczyn krwionosnych (CD34+) wykazatem dla grupy
T3b wzgledem grupy T2 (p<0,01) oraz dla grupy T3b w poréwnaniu do grupy T3a (p<0,05).

Wyniki analiz przedstawiono na Rycinie 17,
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pT vs gestos¢ naczyn krwionosnych
(CD34+)
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Ryc 17. Analiza nasilenia gestosci naczyn krwionosnych CD34+ raka gruczotu krokowego
w zaleznosci od wielko$ci guza wg klasyfikacji TNM nie wykazata istotnych statystycznie rdéznic
pomiedzy grupami T2 i T3a (p=0,582; test Manna-Whitney’a), wyzszg istotnie statystycznie
ekspresje wykazatem dla grupy T3b wzgledem grupy T2 oraz dla grupy T3b w porédwnaniu do

grupy T3a (odpowiednio p<0,01; p<0,05; test Manna-Whitney’a), (*p<0,05; **p<0,01)

Przeprowadzitem réwniez analize gestosci naczyn krwionosnych CD34+ raka gruczotu
krokowego w zaleznosci od braku lub obecnosci przerzutéw do regionalnych weztéw
chtonnych. Wyniki analizy wykazaty istotng statystycznie wiekszg gestos¢ naczyn CD34+
w guzach z stwierdzonymi przerzutami do regionalnych weztéw chtonnych (stopien N1)
w poréwnaniu do guzow bez stwierdzonych przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych

(stopien NO) (p<0,05). Wynik analizy przedstawiono na Rycinie 18,
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Ryc 18. Analiza gestosci naczyd krwionosnych CD34+ w rakach gruczotu krokowego
w zaleznosci od braku lub obecnosci przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych,
wykazata istotnie statystycznie wiekszg gestos¢ naczyn CD34+ w grupie N1 w poréwnaniu

do grupy NO (p<0,05; test Manna-Whitney’a), (*p<0,05)

W nastepnym etapie dokonatem analizy gestosci naczyn krwionosnych CD34+ w raku
gruczotu krokowego w zaleznosci od skali Gleasona. Wyniki badan wykazaty istotng
statystycznie, srednig dodatnig korelacje pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej raka
gruczotu krokowego a gestoscig naczyn krwionosnych CD34+ w rakach gruczotu krokowego.

Wynik analizy przedstawiono na Rycinie 19,

Skala Gleasona vs gestos¢ naczyn krwionosnych (CD34+)
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Ryc 19. Korelacja pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej raka gruczotu krokowego
a gestoscig naczyn krwionosnych CD34+ w rakach gruczotu krokowego (r=0,5544; p<0,0001,

test korelacji Spearmana).
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Dodatkowo, analizowatem zaleznos¢ gestosci naczyd krwionosnych CD34+ raka
gruczotu krokowego a wartoscig stezenia PSA w surowicy przed podjetym leczeniem
operacyjnym. Przeprowadzona ocena nie wykazatfa istotnej statystycznie korelacji pomiedzy
wartoscig stezenia PSA w surowicy a gestoscig naczyn krwionosnych CD34+ w rakach gruczotu

krokowego. Wyniki analizy przedstawiono na Rycinie 20,

Stezenie PSA przed zabiegiem vs gestos¢ naczyn krwionosnych
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Ryc 20. Analiza korelacji pomiedzy wartoscig stezenia PSA w surowicy przed zabiegiem

a gestoscig naczyn krwionosnych CD34+ (r=0,1586; p=0,1711, test korelacji Spearmana).

Dokonatem réwniez analizy nasilenia ekspresji markera proliferacji komérkowej —
biatka Ki-67 w komérkach raka gruczotu krokowego w zaleznosci od stopnia wielkosci guza
wg klasyfikacji TNM. Wykazatem wyzszg istotnie statystycznie ekspresje dla grupy z guzem
T3a wzgledem grupy z guzem T2 (p<0,001). Wyniki nasilenia ekspresji biatka Ki-67 miedzy
grupg z guzem T2 a T3b oraz T3a i T3b nie wykazaty istotnych statystycznie réznic. Wyniki

analiz przedstawiono na Rycinie 21,
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pT vs Ki-67
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Ryc 21. Analiza nasilenia ekspresji markera Ki-67 w komérkach raka gruczotu krokowego
w zaleznosci od wielkosci guza wg klasyfikacji TNM, wykazata wyzszg istotnie statystycznie
ekspresje dla grupy z guzem T3a wzgledem grupy z guzem T2 (p<0,001; test Manna-
Whitney’a), wyniki  stopnia nasilenia ekspresji biatka Ki-67 miedzy grupg z guzem
T2 a T3b oraz T3a i T3b nie wykazaty istotnych statystycznie réznic (odpowiednio p=0,0723;

p=0,5729; test Manna-Whitney’a), (***p<0,001).

Analizowatem takze stopien nasilenia ekspresji biatka Ki-67 w komérkach raka gruczotu
krokowego w zaleznosci od braku lub obecnosci przerzutdw do regionalnych weztéw
chtonnych. Wyniki analizy nie wykazaty istotnej statystycznie rdznicy nasilenia ekspresji
ww. markera w guzach bez stwierdzonych przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych
(stopien NO) w poréwnaniu do guzéw ze stwierdzonymi przerzutami do regionalnych weztéw

chtonnych (stopien N1). Wynik analizy przedstawiono na Rycinie 22,
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Ryc 22. Analiza nasilenia ekspresji markera Ki-67 w komérkach raka gruczotu krokowego
w zaleznosci od braku lub obecnosci przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych.
nie wykazata istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupami NO i N1 (p=0,4497; test Manna-

Whitney’a).

W kolejnym etapie dokonatem analizy nasilenia ekspresji biatka Ki-67 w komadrkach

raka gruczotu krokowego w zaleznosci od skali Gleasona. Wyniki badan wykazaty istotng

statystycznie, srednig korelacje pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej raka gruczotu

krokowego a nasileniem ekspresji biatka Ki-67. Wynik analizy przedstawiono na Rycinie 23,
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Ryc 23. Korelacja pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej raka gruczotu krokowego
(wg skali Gleasona) a poziomem ekspresji biatka Ki-67 w komadrkach raka gruczotu krokowego

(r=0,4047; p<0,0001, test korelacji Spearmana).
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Ponadto, zbadatem réwniez korelacje nasilenia ekspresji biatka Ki-67 w komdrkach
raka gruczotu krokowego w stosunku do stezenia PSA w surowicy przed podjetym leczeniem
operacyjnym. Przeprowadzona analiza nie wykazata istotne] statystycznie korelacji pomiedzy
wartoscig stezenia PSA w surowicy a nasileniem ekspresji biatka Ki-67 w komadrkach raka

gruczotu krokowego. Wyniki analizy przedstawiono na Rycinie 24,

Stezenie PSA przed zabiegiem vs Ki-67
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Ryc 24. Analiza korelacji pomiedzy wartoscig stezenia PSA w surowicy przed zabiegiem

a poziomem ekspresji biatka Ki-67 (r=0,1485; p=0,1976, test korelacji Spearmana).

Po zbadaniu nasilenia ekspresji wszystkich badanych przeze mnie biatek oraz gestosci
naczyn, nie stwierdzitem zwigzku pomiedzy nimi a wiekiem pacjenta przed operacjg. Analiza
czasu przezycia wolnego od progresji choroby (ang. progression-free survival - PFS)
nie wykazata réwniez istotnej statystycznie zaleznosci z ekspresjg PDPN w podscielisku. Wynik

przedstawiono na Rycinie 25,
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Ryc 25. Analiza czasu przezycia wolnego od progresji choroby (PFS) w zaleznosci od nasilenia

ekspresji podoplaniny w komérkach podscieliska (p=0,3992, test Mantel-Cox).

Natomiast wysoka gestos¢ naczyn limfatycznych D2-40+ byta obserwowana w

przypadkach z dtuzszym przezyciem wolnym od progresji choroby (PFS). W przypadkach

ekspresji markerow CD31, CD34 oraz Ki-67 zaobserwowano odwrotng tendencje. Wyniki

przedstawiono na Rycinie 26 i 27 (A,B,C),

-+ D2-40+ < mediany
=~ D2-40+ >mediany

Czas obserwaciji

Ryc 26. Analiza czasu przezycia wolnego od progresji choroby wykazata, ze przypadki z wysoka

gestoscig naczyn limfatycznych D2-40+ charakteryzujg sie istotnie statystycznie dtuzszym

czasem przezy¢ wolnym od nawrotu choroby (p<0,05, test Mantel-Cox).
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Ryc 27. Analiza czasu przezycia wolnego od progresji choroby (PFS) wykazata, ze przypadki
z wiekszg gestoscig naczyn krwiono$nych znakowanych markerami CD31 i CD34 oraz wiekszym
nasileniem ekspresji proliferacji komérek raka gruczotu krokowego (Ki-67) charakteryzujg
sie istotnie statystycznie kréotszym czasem wolnym od nawrotu choroby (odpowiednio p<0,05;

p <0,05; p< 0,01, test Mantel-Cox).

58



Po analizie nasilenia ekspresji wszystkich markeréw podjgtem prébe analizy korelacji pomiedzy

poziomami ich ekspresji. Wyniki przedstawiono w Tabeli 5,

Tabela 5. Analiza korelacji nasilenia ekspresji poszczegdlnych badanych markeréw

Badane markery Wspdtczynnik korelacji r Poziom istotnosci p

(test korelacji Spearmana)

D2-40 podscielisko vs Ki-67 -0,1561 0,1751
D2-40 podscielisko vs CD-31 -0,3517 <0,01
D2-40 poscielisko vs CD-34 -0,2908 <0,05
D2-40 naczynia limfatyczne vs Ki-67 -0,3198 <0,01
D2-40 naczynia limfatyczne vs CD-31 -0,424 <0,001
D2-40 naczynia limfatyczne vs CD34 0,0832 0,4967
D2-40 podscielisko vs D2-40 naczynia 0,3885 <0,001
limfatyczne

CD-31vs CD-34 0,7485 <0,0001
Ki-67 vs CD-31 0,1126 0,3428
Ki -67 vs CD-34 0,1599 0,1766

Analiza wykazata:

* Silng korelacje miedzy poziomami ekspresji markeréw naczyn krwionosnych CD31 i CD34

+ Srednig korelacje miedzy poziomem ekspresji podoplaniny w komdrkach podscieliska a
gestoscig naczyn limfatycznych D2-40+

+ Srednia ujemna korelacje pomiedzy gestoscig naczyn krwionoénych CD31+ a gestoscig naczyn
limfatycznych D2-40+ jak i ekspresjg podoplaniny w komérkach podscieliska

+  Srednia ujemna korelacje miedzy gestoscig naczyn limfatycznych a poziomem ekspresji biatka
Ki-67 w komdrkach raka stercza

* Stabg ujemng korelacje miedzy poziomem ekspresji podoplaniny w komédrkach podscieliska a
gestoscig naczyn krwionos$nych CD34+
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6. Dyskusja

Podoplanina (PDPN, D2-40) jest przezbtonowg glikoproteing typu-1, o masie czasteczkowej
od 36 do 43 kDa. Ulega ona ekspresji w wiekszosci dojrzatych tkanek oraz odgrywa istotng role
w procesie embriogenezy, regulujgc prawidtowy rozwdj serca, ptuc i uktadu limfatycznego [103, 104 —
105]. Jest ona m.in. uznanym specyficznym markerem dla srédbtonka limfatycznego i procesu
limfangiogenezy z uwagi na ekspresjg w obrebie tego srodbtonka i brak wystepowania w obrebie
Srédbtonka naczyn krwionosnych [140]. Stanowi rédwniez marker CAFs (ang. cancer associated
fibroblasts — fibroblasty zwigzane z nowotworem), ktére dominujg w podscielisku guza
nowotworowego [167]. Udziat tego biatka w karcinogenezie nie jest do korica jasny, natomiast
ekspresja podoplaniny wystepuje w wielu réznych typach nowotworéw, m. in. takich jak:
chrzestniakomiesak,  kostniakomiesak, = naczyniakomiesak, = miedzybtoniaku,  nowotworach
germinalnych, gwiazdziakach, glejakach oraz rakach ptaskonabtonkowych réznego pochodzenia, w tym
jamy ustnej, gardta, jezyka, skory, przetyku oraz ptuc [109, 111 — 112, 115 — 120]. Chociaz niektére
doniesienia sugerujg, ze ekspresja PDPN moze byc¢ korzystnym czynnikiem prognostycznym w rakach
szyjki macicy, gruczolakorakach jelita grubego, raku ptaskonabtonkowym ptuc [123 — 125],
to zdecydowana wiekszo$¢ danych klinicznych i eksperymentalnych wskazuje na ekspresje PDPN
w guzach jako zty czynnik rokowania, szczegdlnie w rakach ptaskonabtonkowych, nowotworach gtowy
i szyi, przetyku, skdry, raku gruczotu pisersiowego, oraz glejakéw [114, 122, 168 — 169]. W literaturze
jest niewiele prac poswieconych zwigzkowi podoplaniny z rakiem gruczotu krokowego. Badanie
opisujgce ekspresje podoplaniny w raku gruczotu krokowego, obejmujgce niewielkg grupe (10
przypadkéw) wykonat Kanner i wsp. [145]. W warunkach jego eksperymentu, pozytywna ekspresja
PDPN byta stwierdzona w cytoplazmie komdrek podstawnych gruczotu krokowego niezmienionych
nowotworowo gruczotéw. Jednak marker D2-40 byt nieobecny we wszystkich przypadkach komérek
raka gruczotu krokowego [145]. W mojej pracy rédwniez wykazatem brak ekspresji podoplaniny
w komérkach raka gruczotu krokowego, natomiast zaobserwowatem jej ekspresje w komdrkach

podscieliska. W Pracy Kitano i wsp. [142] ekspresje biatka D2-40 stwierdzono w zrebie raka gruczotu
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krokowego. W swojej publikacji autorzy ocenili ekspresje podoplaniny w rdznych typach
14 najczestszych nowotwordw ztosliwych w tym rakach gruczotu krokowego. Wyzsza ekspresja
podoplaniny w podscielisku korelowata z wielkoscig guza, obecnoscig przerzutéw do regionalnych
weztéw chionnych, wyzszg gestoscig zaréwno naczyn limfatycznych jak i naczyd krwionos$nych.
W mojej pracy réwniez udowodnitem istotng statystycznie korelacje ekspresji podoplaniny
w komérkach podscieliska z gestoscig naczyn chtonnych, wykazujgcych ekspresje podoplaniny. Kitano
przebadat 1350 przypadkdw wszystkich 14 typdw nowotwordw, z czego 50 stanowity raki gruczotu
krokowego. W wynikach nie wyszczegdlniono grupy pacjentdow wytgcznie z nowotworem gruczotu
krokowego a pozytywng ekspresje PDPN w podscielisku stwierdzono w 26 % (8 z 31 przebadanych
przypadkach). W swojej pracy wykazatem ekspresje w podscielisku w ponad 90% wszystkich badanych
przypadkéw. Tak znaczna réznica mogta wynika¢ z zmodyfikowanej metody immunohistochemicznej
z wykorzystaniem innych, bardziej specyficznych przeciwciat. Wykazatem takze, istotnie nizszg
ekspresje podoplaniny w podscielisku w wiekszych guzach, o wyiszym stopniu ztosliwosci
histologicznej wg skali Gleasona oraz w grupie z obecnoscig przerzutéw do regionalnych weztéw
chtonnych. Wyniki te s3 odmienne od tych przedstawionych w pracy Kitano oraz licznych pracach
badajacych poziom ekspresji PDPN w zrebie wielu innych nowotwordéw. W pracy Puty i wsp. [122]
ekspresja podoplaniny w inwazyjnym przewodowym raku gruczotu piersiowego korelowata
pozytywnie z wielkoscig guza, stopniem ztosliwosci, przerzutami do weztéw chtonnych,
limfangioinwazjg i ekspresjg biatka Ki-67. W mojej pracy podobnie jak u Puty ekspresje podoplaniny
stwierdzono wytgcznie w CAFs i srébtonku naczyn limfatycznych, jednakze ekspresja podoplaniny
w podscielisku korelowata negatywnie z wielkoscig guza, stopniem ztosSliwosci oraz obecnosciag
przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych. Nie zaobserwowatem korelacji pomiedzy ekspresjg

PDPN w CAFs a ekspresjg biatka Ki-67 w raku stercza [122].

Inne wyniki uzyskat Yamanashi i wsp. [123] wykazujgc, ze wzrost ekspresji podoplaniny
w podscielisku korelowat istotnie z bardziej obwodowym wzrostem guza, bardziej powierzchownym

naciekaniem oraz dtuiszym czasem przezycia przypadkow raka jelita grubego. Autorzy dowiedli tez,

61



ze ekspresja podoplaniny wystepuje w CAFs nowotworu okreznicy, brak zas jej ekspresji w komdrkach
raka i zdrowej tkance z marginesu guza — zaréwno w nabtonku jak i podscielisku [123]. Podobne
do moich rezultatéow przedstawili Carvalho i wsp. [124] dowodzac, ze ekspresja podoplaniny w raku

szyjki macicy zwigzana byta istotnie z przypadkami wolnymi od przerzutéw w weztach chtonnych [124].

W mojej pracy ocenitem réwniez ekspresji podoplaniny w komdrkach srédbtonka w kontekscie
gestosci naczyn limfatycznych. W zdecydowanej wiekszosci prac, wieksza gesto$¢ naczyn limfatycznych
D2-40+ korelowata z krétszym czasem wolnym od progresji choroby, wyzszym stopniem ztosliwosci
komdrkowej czy obecnoscig przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych, w nowotworach gruczotu
piersiowego, rakach ptaskonabtonkowych ptuc i szyjki macicy [170 — 172]. Moje badania wykazaty,
ze wyzsza gestos$¢ naczyn limfatycznych D2-40+ wystepuje w przypadkach mniej zaawansowanych
klinicznie, z guzami ograniczonymi do stercza, bez przerzutdw do regionalnych weztéw chtonnych.
Natomiast gesto$¢ naczyn D2-40+ koreluje ujemnie z stopniem ztosliwosci histologicznej
oraz przedoperacyjnym stezeniem markera PSA w surowicy krwi. Wykazatem réwniez, ze gestosc¢
naczyn D2-40+ w raku gruczotu krokowego, koreluje istotnie z dtuzszym czasem wolnym od wznowy.
Ambrosio i wsp. [173] wykazali, ze w zrebie gruczolakorakéw prostaty wraz z wzrostem ztosliwosci
wg Gleasona, zmniejsza sie pole powierzchni przekroju naczyn limfatycznych oznaczonych markerem
D2-40. Natomiast gestos¢ naczyn limfatycznych w tkance okotogruczotowej, istotnie koreluje
z stopniem zaawansowania klinicznego, dodatnim marginesem chirurgicznym, naciekiem
na pecherzyki nasienne oraz obecnoscig przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych komérek
nowotworowych. Wykazali oni réwniez istotny statystycznie zwigzek wiekszej gestosci naczyn
limfatycznych z krétszym czasem wolnym od progresji choroby. Nie stwierdzili korelacji ani z wiekiem
pacjentdéw ani z wartoscig stezenia PSA w surowicy przed leczeniem operacyjnym [173]. Rozbieznos¢
wynikéw uzyskanych przez innych autoréw z moimi rezultatami, moze wynikac z zastosowania innej
metody liczenia naczyn limfatycznych. Z kolei, w innej pracy Zeng i wsp. [174] badajac gestos¢ naczyn
chtonnych w tkankach gruczolakoraka prostaty, réwniez znakowanych ekspresjg podoplaniny,

wykazali, ze gestos¢ naczyn chtonnych w tkance przylegajacej bezposrednio do nowotworu koreluje
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z skalg Gleasona, natomiast liczba naczyrn chtonnych w tkankach raka nie zmienia sie istotnie
w zaleznosci od stopnia ztosliwosci [174]. Interesujgcy wynik przedstawili Trojan i wsp. [175], badajac
gestos¢ naczyn limfatycznych gruczotu krokowego. W przypadkach raka stercza, gestosé naczyn
limfatycznych byta najnizsza w guzie, w tkankach zlokalizowanych obwodowo wzgledem guza wyzsza,
jeszcze wyzsza w preparatach gruczotu krokowego niezmienionych chorobowo a najwyzsza
w przypadku fagodnego rozrostu gruczotu krokowego [175]. W przypadku naczyn krwionosnych, inni
autorzy wykazali najwyziszg ich gestos¢ (znakowanych ekspresjag markera CD34) w raku gruczotu
krokowego, a najnizszg w tagodnym rozroscie tego narzadu [175]. Roma i wsp. [176] w swojej pracy
analize gestosci naczyn chtonnych, wykazujacych ekspresje markera D2-40 podzielit
na 3 kompartmenty. W centrum guza raka gruczotu krokowego gestos¢ naczyn limfatycznych byta
najnizsza, wyzsza natomiast okazata sie w tkance okotoguzowej i w przypadkach wolnych od choroby
nowotworowej. Autor ten wykazat, ze gestos¢ naczyn limfatycznych w kompartmencie poza guzem
koreluje odwrotnie z skalg ztosliwosci Gleason [176]. W mojej pracy rowniez wykazatem ujemng
korelacje gestosci naczyn limfatycznych (D2-40+) ze stopniem ztos$liwosci histologicznej (wg Gleasona)
w badanych przypadkach raka gruczotu krokowego, bez podziatu na kompartmenty. Gestos¢ naczyn

limfatycznych byfa zliczana w obrebie guza i przylegajagcym do niego podscielisku.

Angiogeneza odgrywa wazng role we wzroscie, progresji i efektach leczenia nowotworu
u pacjentow z rakiem gruczotu krokowego. Zaréwno nasilenie ekspresji markeréw CD31 jaki i CD34,
u autorow wielu prac poswieconych badaniu neoangiogenezy w raku gruczotu krokowego, korelowato
istotnie dodatnio z wielkoscig guza, stopniem ztosliwosci histologicznej wg Gleasona,
przedoperacyjnym stezeniem markera PSA w surowicy krwi oraz krétszym czasem przezycia wolnym
od progresji choroby [160, 177 — 179]. Rezultaty te sg zbiezne z uzyskanymi przeze mnie. Wykazatem
m. in., ze gestos¢ naczyn krwionosnych CD34+ korelowata dodatnio z obecnoscig przerzutéow
do regionalnych weztéw chtonnych [177, 180]. Rezultaty powyzszych prac pokazywaty rowniez istotng
statystycznie dodatnig korelacje obu markeréw (CD31 | CD34) z przedoperacyjnym stezeniem PSA

w surowicy krwii. Moje wyniki sg zgodne z powyzszymi, jednak w moich badaniach dodatnia korelacja
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z markerem CD31 byta istotna statystycznie, a dla markera CD34 wykazatem trend, bez istotnej
statystycznie zaleznosci.

Marker proliferacji Ki-67, podobnie jak markery angiogenezy CD31 i CD34, zostat dokfadnie
przebadany przez wielu autoréw oceniajgcych jego ekspresje w raku gruczotu krokowego [181 — 183].
W metaanalizie Berlina i wsp. [183] udowodnili, ze zwiekszony indeks proliferacji komorek guza Ki-67+
istotnie korelowat z krétszym czasem wolnym od progresji choroby, czasem przezycia specyficznym
dla choroby oraz ogélnym przezyciem [183]. Podobne wyniki uzyskatem w swojej analizie. Z kolei,
Bettencourt i wsp. [182] wykazali réwniez, ze zwiekszona ekspresja Ki-67 koreluje z stopniem
ztosliwosci w skali Gleason, wielkoscig guza i obecnoscig przerzutdw do regionalnych weztéw
chtonnych oraz przedoperacyjnym stezeniem markera PSA w surowicy krwi, co pokrywa
sie zwynikami mojej pracy. Jednakze, nie uzyskatem istotnej statystycznie korelacji pomiedzy ekspresja
Ki-67 a stezeniem przedoperacyjnym markera PSA w surowicy krwi oraz korelacji nasilenia ekspresji
Ki-67 w guzach z obecnoscig przerzutdw do regionalnych weztéw chtonnych [182].

Przeprowadzone przeze mnie badanie jest, jedng z kilku prac oceniajgca ekspresje podoplaniny
w raku gruczotu krokowego [142, 145]. Eksperyment wyrdznia sie sposréd nich wiekszg liczbg
przebadanych przypadkéw. W swojej pracy dowiodtem wyzszej ekspresji badanego PDPN
w podscielisku, w mniej zaawansowanych klinicznie guzach, o mniejszej ztosliwosci (wg Gleasona).
Dokonatem oceny i analizy uznanych markeréw angiogenezy (CD 31 i CD34), limfangiogenezy (naczynia
chtonne D2-40+) oraz proliferacji komorkowej (Ki-67). Rezultaty te z jednej strony wykazujg ekspresje
podoplaniny w tkance podscieliska rakéw stercza, a z drugiej sg jednymi z niewielu, w dostepnym
przegladzie literatury, pokazujagcymi odwrotng korelacje PDPN z agresywnoscig tego nowotworu
[123, 124]. Stad tak interesujacy wynik nasilenia ekspresji D2-40 jako markera gestosci naczyn
limfatycznych, ktory wykazat pozytywny zwigzek wiekszej gestosci naczyn limfatycznych w badanych
przypadkach ze spadkiem agresywnosci guza, mniejszym stopniem zaawansowania klinicznego
oraz nizszym przedoperacyjnym stezeniem markera PSA w surowicy krwii. Pokazatem réwniez

korelacje ekspresji podoplaniny w komédrkach podscieliska z jej ekspresjg jako markera naczyn
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limfatycznych, a wyzsza gestos¢ naczyn limfatycznych korelowata istotnie z czasem wolnym
od progresji choroby, co moze mie¢ znaczenie prognostyczne. Prawdopodobnie zwiekszona gestosc¢
naczyn limfatycznych (D2-40+) w przypadkach raka gruczotu krokowego bez przerzutéw do weztéw
chtonnych (NO) w stosunku do ww. nowotworu z przerzutami (N1) oraz doktadnie przeciwne rezultaty
pokazujgce gestos¢ naczyn naczyn krwionosnych (CD34+), mogg Swiadczyé o tym, ze progresja
w rakach stercza zachodzi gtéwnie drogg naczyn krwionosnych, a nie limfatycznych oraz kluczowym
procesem jest zjawisko angio- a nie limfangiogenezy. Odwrotna zaleznos¢ miedzy zaawansowaniem
klinicznym choroby a ekspresjag PDPN oraz limfangiogenezg moze byé ciekawym zagadnieniem
wymagajgcych dalszych badan na poszerzonym materiale, szczegdlnie pod wzgledem wykorzystanych
do przeprowadzenia eksperymentu przypadkéw raka gruczotu krokowego w rdéinych stadiach

zaawansowania kliniczno — patologicznego.
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7. Wnioski

Ekspresja podoplaniny w komdrkach podscieliska, w rakach gruczotu krokowego nie
ma znaczenia prognostycznego.

Zwiekszona gestos¢ naczyn limfatycznych znakowanych ekspresjg podoplaniny w
rakach gruczotu krokowego moze miec¢ korzystne znaczenie prognostyczne.

Wyzsza gestos¢ naczyn limfatycznych znakowanych podoplaning w przypadkach raka
gruczotu krokowego bez przerzutéw do weztéw chtonnych i odwrotna zaleznos¢ w
przypadkach naczyn krwionosnych moze $wiadczyé o zwigzku progresji tego

nowotworu z procesem angiogenezy, a nie limfangiogenezy.
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8. Streszczenie

Wstep: Rak gruczotu krokowego jest jedng z najczestszych choréb nowotworowych na swiecie
i najczesciej rozpoznawanym nowotworem ztosliwym u mezczyzn w Polsce. Pomimo coraz szerszego
wachlarza dostepnych badan zaréwno diagnostyki obrazowej jak i molekularnej, stale poszerzajacego
sie arsenatu terapii systemowych, rozwoju techniki robotycznej, teleradioterapii, brachyterapii to rak
gruczotu krokowego stanowit drugy, co do czestosci przyczyne zgonu z powodu nowotwordw.
Poszukiwanie nowych markeréw prognostycznych jak i celéw terapeutycznych dla przysztych terapii
nowotworowych wydaje sie zasadne. Podoplanina (PDPN) jest przezbtonowg glikoproteing typu-1,
ktéra uczestniczy w procesie karcinogenezy wielu nowotwordw oraz jest uznanym markerem
Srddbtonka naczyn limfatycznych. Chociaz niektére doniesienia sugeruja, ze ekspresja PDPN moze by¢
korzystnym czynnikiem prognostycznym w rakach szyjki macicy, jelita grubego, niektérych podtypach
raka ptuc, to dominujaca ilos¢ danych klinicznych i eksperymentalnych wskazuje ekspresje podoplaniny

jako niepomysiny czynnik rokowania wielu nowotwordéw.

Cel pracy: Celem niniejszej pracy jest immunohistochemiczna ocena poziomu ekspresji podoplaniny w

raku gruczotu krokowego a takze skorelowanie jej z danymi kliniczno-patologicznymi.

Materiat i metody: Materiatem do przeprowadzenia badania stanowity archiwalne bloczki parafinowe
pochodzace od 96 pacjentdw z rozpoznanym i potwierdzonym badaniem histopatologicznym rakiem
gruczotu krokowego, po przeprowadzonej radykalnej prostatetkomii, w Wojewddzkim Szpitalu
Specjalistycznym we Wroctawiu w latach 2011-2015. Uzyskane preparaty poddano badaniu z
wykorzystaniem metody immunohistochemicznej (IHC) celem oceny ekspresji: podoplaniny (PDPN),
Ki-67 (marker proliferacji komérkowej), CD31 oraz CD 34 (markery naczyn krwionosnych, ktére
pozwolity na ocene gestosci mikronaczyn). Ekspresje markerow skorelowano z danymi kliniczno-

patologicznymi uzyskanymi w wyniku retrospektywnej obserwacji pacjentow.
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Wyniki: W badaniu nie stwierdzono obecnosci PDPN w komdrkach raka gruczotu krokowego.
Pozytywna ekspresje IHC zaréwno btonowg jak i cytoplazmatyczng podoplaniny zaobserwowano w
komarkach podscieliska raka gruczotu krokowego w 88% (84/96) oraz komadrkach $rédbtonka naczyn
limfatycznych 89% (85/96). Wysoki poziom ekspresji PDPN w komadrkach podscieliska korelowat
ujemnie z wielkoscig guza i skalg Gleasona. Natomiast nasilenie ekspresji podoplaniny w komérkach
srodbtonka naczyn limfatycznych wykazata istotnie statystycznie wyzsza gesto$¢ naczyn PDPN+ w
guzach mniejszych, bez obecnosci przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych, z nizszym wynikiem
skali Gleasona oraz nizszym przedoperacyjnym stezeniem markera PSA w surowicy krwii. Wysoka
gestos¢ naczyrn PDPN+ byta zwigzana rowniez z istotnym statystycznie dtuzszym czasem wolnym od
progresji choroby. Wykazano réwniez ujemnag korelacje pomiedzy ekspresjg podoplaniny w komérkach
podscieliska raka a gestoscig mikronaczyn oceniang za pomocg CD31 oraz CD34 oraz ujemng korelacje
pomiedzy gestoscig naczyrn PDPN+ a ekspresjg markera proliferacji Ki-67 w komadrkach raka gruczotu
krokowego. Ponadto analiza czasu przezycia wolnego od progresji choroby wykazata, ze wieksza
gestosé naczyn krwionosnych oraz wieksza eskpresja Ki-67 koreluje z krétszym czasem wolnym od

progresji choroby.

Whioski: W oparciu o przeprowadzone badanie gestos¢ naczyn limfatycznych znakowanych ekspresja
podoplaniny w rakach gruczotu krokowego moze miec¢ korzystne znaczenie prognostyczne, a wyzsza
gestos¢ naczyn limfatycznych znakowanych podoplaning w przypadkach raka gruczotu krokowego bez
przerzutéw do weztéw chtonnych i odwrotna zaleznos¢ w przypadkach naczyn krwionosnych moze

Swiadczy¢ o zwigzku progresji tego nowotworu z procesem angiogenezy, a nie limfangiogenezy.
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9. Summary

Background: Prostate cancer is a prevalent malignancy worldwide and constitutes the most commonly
diagnosed cancer among men in Poland. Despite the availability of various diagnostic tools, including
imaging and molecular diagnostics, and advancements in treatment modalities such as robotic surgery,
teleradiotherapy, and brachytherapy, prostate cancer remains the second leading cause of cancer-
related mortality. Consequently, there is an urgent need to explore novel prognostic markers
and therapeutic targets to improve future treatment strategies. Podoplanin (PDPN), a type-1
transmembrane glycoprotein implicated in carcinogenesis across various cancers, is of particular
interest due to its established role as a marker for lymphatic vascular endothelium. While some studies
suggest a potential favorable prognostic role for PDPN expression in certain cancers like cervix
and colon carcinomas, as well as specific subtypes of lung cancer, a prevailing body of clinical
and experimental evidence indicates that podoplanin expression generally portends an unfavorable

prognosis in many malignancies.

Objective: The primary objective of this study is to analyze podoplanin expression levels in prostate
cancer tissues using immunohistochemistry and correlate these findings with clinicopathological

parameters.

Material and methods: Archival paraffin blocks from 96 patients with histopathologically confirmed
prostate cancer, who underwent radical prostatectomy at the Provincial Specialized Hospital
in Wroclaw between 2011 and 2015, were used for the study. Immunohistochemistry (IHC) was
employed to evaluate podoplanin (PDPN) expression, along with Ki-67 (a marker of cell proliferation),
and vascular markers CD31 and CD34 to assess microvessel density. The expression of these markers

was then correlated with clinicopathological data obtained from retrospective patient follow-up.

Results: Podoplanin expression was not detected in prostate cancer cells; however, positive IHC

expression of both membrane and cytoplasmic podoplanin was noted in lining cells of prostate cancer
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(88% of cases) and lymphatic vessel endothelial cells (89% of cases). High podoplanin expression
in lining cells correlated inversely with tumor size and Gleason score. Conversely, increased podoplanin
expression in lymphatic vessel endothelial cells was associated with smaller tumors, absence
of regional lymph node metastases, lower Gleason scores, and lower preoperative serum PSA levels.
Furthermore, high podoplanin-labeled vessel density correlated with longer progression-free survival.
Negative correlations were observed between podoplanin expression in cancer lining cells
and microvessel density, as well as between podoplanin-labeled vessel density and Ki-67 expression
in prostate cancer cells. Analysis of disease progression-free survival time indicated that higher

vascular density and Ki-67 expression were associated with shorter time to disease progression.

Conclusions: This study suggests that podoplanin-labeled lymphatic vessel density in prostate cancer
may hold favorable prognostic significance. The higher density of podoplanin-labeled lymphatic vessels
in prostate cancer cases without lymph node metastasis, coupled with the inverse relationship
observed in blood vessels, suggests that cancer progression may be more closely tied to angiogenesis

rather than lymphangiogenesis.
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