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aFGF - kwasny czynnik wzrostu fibroblastow, acidic fibroblast growth factor
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HIPK2 - homeodomain-interacting protein kinase 2

IGF2 - insulinopodobny czynnik wzrostu 2, insulin-like growth factor 2

IHH - indian hedgehog

IL-6 - interleukina 6

INT - grupa posredniego ryzyka pod wzgledem budowy histopatologicznej

IRS - skala wedlug Remmele i Stegner, immunoreactive score
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MAPK - kinaza aktywowana mitogenami, mitogen-activated protein kinase

MMP - metaloproteinaza, metalloproteinase

MRNA - informacyjny RNA, messenger RNA

MVD - gestos$¢ naczyn krwionosnych, microvascular density

N - utkanie nabtonkowe

NP - neuropilina, neuropilin

NWTS - National Wilms Tumor Study

pDFS - prawdopodobienstwo przezycia wolnego od choroby, probability of disease free survival

PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu, platelet-derived growth factor

PECAM-1 - adhezyjna czgsteczka ptytek krwi i sSrédbtonka, platelet endothelial cell adhesion molecule-1

PEFS - prawdopodobienstwo przezycia wolnego od niekorzystnych zdarzen, probability of event free
survival

PGF - tozyskowy czynnik wzrostu, placental growth factor

pOS - prawdopodobienstwo calkowitego przezycia, probability of overall survival



pRFS - prawdopodobienstwo przezycia wolnego od wznowy, probability of relapse free survival

rt-PCR - metodg reakcji tancuchowej polimerazy DNA z analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym,
real-time polimerase chain reaction

RT-PCR - metoda odwrotnej transkrypcji PCR, reverse transcription PCR

RUNX2 - runt-related transcription factor 2

SEMA - semaforyna, semaphorin

SIOP - Miedzynarodowe Towarzystwo Onkologii Pediatrycznej, Société Internationale d’Oncologie
Pédiatrique

TERT - telomerazowa odwrotna transkryptaza, telomerase reverse transcriptase

TIMP - tkankowy inhibitor metaloproteinazy, tissue inhibitor of metalloproteinase

TP1 - biatko zwigzane z telomerazg, telomerase associated protein 1

VEGF - czynnik wzrostu komdrek srédbtonka naczyniowego, vascular-endothelial growth factor
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1. Wstep

1.1. Rys historyczny

Przez wieki choroby nowotworowe u dzieci uwazano za ,marginalny” problem,
a jedynym dostepnym sposobem leczenia, mozliwym do zastosowania tylko u tych dzieci,
u ktorych nowotwoér miat charakter guza, byto czesciowe lub catkowite operacyjne usuniecie.
Dopiero w XIX wieku pojawito sie wiecej opisow nowotworowych guzow litych u dzieci,
co pozwolito na wysuniecie hipotezy, ze mogg one mie¢ pochodzenie zarodkowe [Adamkiewicz-
Drozynska 2009)].

W tym tez czasie pojawity sie pierwsze wzmianki o wystepujgcym u dzieci guzie nerki.
W 1814 roku Rance scharakteryzowat ten guz jako ,fungus hematoides”, w 1875 roku
Conheim zasugerowat jego pochodzenie zarodkowe, a w 1989 roku Birsch-Hirschfeld opisat
zlozony obraz histopatologiczny [sawicz-Birkowska 2008]. Prawdopodobnie pierwsza opisana
préba chirurgicznego leczenia nerczaka miata miejsce w 1877 roku, kiedy to Jessop usunat
ogromny guz nerki u 2-letniego chlopca [willetts 2003]. Jednak najwiekszy wktad w poznanie
natury zarodkowego guza nerki miat niemiecki chirurg i patolog Karl Maximillian Willhelm
Wilms, ktéry w 1899 roku w monografii ,Die Mischgeschwiulste der Niere” szczegotowo
opisat zaréwno przebieg kliniczny jak i budowe histopatologiczng tego nowotworu,

' ” i " [sawicz-Birkowska 2007].
naz ajac go uzem mieszanym ki ki

1.2. Epidemiologia

Wprawdzie nowotwory wieku dzieciecego stanowig zaledwie 0,85% sposrod
wszystkich chordb onkologicznych, tj. rocznie w Polsce stwierdza sie ok. 1100-1200 nowych
zachorowan na nowotwory u dzieci, wobec wykrytych w 2011 roku ok. 170 000 nowych
zachorowaniach u oséb dorostych, jednak nadal nowotwory wieku dzieciecego sg druga,
po wypadkach i urazach, najczestszg przyczyng zgonu wsréd dzieci i miodziezy w wieku

(>1)—(<19) lat (ok. 5,2-5,5%). [Didkowska 2011, Kowalczyk 2008, Gurney 2006]. (Tabela 1.)

Tabela 1. Wspo6itczynnik zachorowalnosci na nowotwory u dzieci w Polsce i Europie Zachodniej
w 2004 roku (na podstawie Kowalczyk J. Epidemiologia nowotwordw ztosliwych u dzieci. w: Chybicka

A., Sawicz-Birkowska K. (red.). Onkologia i hematologia dziecieca. PZWL, Warszawa 2008; 3-7)

Czesto $¢ wyst epowania choréb nowotworowych na 1 min dzieci (2004 rok)
Polska Europa Zachodnia
Biataczki 35,4 44,0
Chioniaki 21,2 15,2
Nowotwory OUN 29,8 29,9
Nowotwory ukt. wspoétczulnego 9,3 11,2
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Retinoblastoma 3,7 4,1
Nowotwory nerek 7.4 8,8
Nowotwory watroby 1,3 15
Nowotwory kosci 6,0 55
Miesaki tk. miekkich 10,6 9,1
Nowotwory zarodkowe 6,3 4,5
Nowotwory nabtonkowe 2,7 4,1
Inne 0,4 0,6
Ogétem 134,1 138,5

Nerczak zarodkowy jest najczestszym pierwotnym guzem nerki u dzieci i mtodziezy,
stanowigc ok. 6-8% wszystkich choréb nowotworowych w tej grupie wiekowej. Wystepuje
gtéwnie u dzieci w wieku przedszkolnym, tzn. miedzy 2. a 5. rokiem zycia [sawicz-Birkowska 2008].

(Rycina 1.)

" Rate per million

-+ Retlnoblastoma (V)
+ Wiims' (Vla)
............................................ eeerieieees oo | B Hepatoblastoma (Vila)

BT e N
10 11 12 13 14 185 16 17 18 1¢

D ‘ Age at Diagnosis
Rycina 1. Czestos¢ wystepowania wybranych choréb nowotworowych u dzieci z uwzglednieniem

wieku (rycina z Gurney J.G., Bondy M.L. Epidemiology of childhood cancer. w: Pizzo P.A., Poplack D.G. (red.)
Principles and Practice of Pediatric Oncology. 5th edition, Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins, 2006, 3-13)

1.3. Etiopatogeneza

Uwaza sie, ze nerczak zarodkowy powstaje z pozostatosci zarodkowej tkanki
nefrogennej w wyniku uszkodzenia genéw regulujgcych wzrost, réznicowanie i proliferacje
komarek [Totoczko-Garbarek 2002].

W 90% przypadkéw nerczak zarodkowy wystepuje sporadycznie, zazwyczaj
w rezultacie mutacji somatycznych okreslonych genoéw supresorowych odpowiedzialnych za
regulacje wzrostu, réznicowania i proliferacji zarodkowej tkanki nefrogennej, ktora zwykle

calkowicie zanika do 36. tygodnia zycia ptodowego, a ktorej pozostalosci spostrzega sie
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az u 30-40% chorych z nerczakiem jednostronnym i u wszystkich chorych z guzem
obustronnym [Beckwith 1998]. U okoto 10% pacjentéw guz Wilmsa rozwija sie w nastepstwie
mutacji konstytucyjnych de novo, atylko 1-2% zachorowan na nerczaka stanowi postaé
rodzinna wywotana mutacjami germinalnymi (konstytucyjnymi dziedziczonymi). Mutacje
konstytucyjne zaréwno de novo, jak i dziedziczone, w odréznieniu od mutacji somatycznych,
predysponujg nie tylko do rozwoju guza, ale takze do wystepowania zespotéw wad
rozwojowych. Do tej pory zidentyfikowano dwa geny odpowiedzialne za rozwoj nerczaka
zarodkowego, tj. WT1iWT2.

Gen supresorowy WT1 zlokalizowany jest na chromosomie 11 (11pl3) i koduje
czynnik transkrypcyjny niezbedny do prawidtowego rozwoju nerek i gonad. Mutacje genu
WT1 wigzg sie z wysokim ryzykiem rozwoju nerczaka zarodkowego, a w przypadku mutacji
konstytucyjnych z wystgpieniem zespotu Denysa-Drasha (mate mutacje czesci genu) oraz
zespotlu WAGR (akronim z jezyka angielskiego od ,Wilms™ tumor, Aniridia, Genitourinary
malformations, mental Retardation”), tj. zespotu, w ktorym spostrzega sie jednoczesnie guz
Wilmsa, wrodzony brak teczéwki, wrodzone wady uktadu moczowo-piciowego i uposledzenie
umystowe (delecja catego genu) [Totoczko 2002].

W regionie WT2 zlokalizowanych jest co najmniej 10 gendéw, ktére prawidtowo
ulegajg ekspresji tylko wjednym allelu. Natomiast w nerczaku zarodkowym ekspresja
niektérych z nich jest zaburzona - stwierdza sie zmniejszong ekspresje genu H19 igenu
supresorowego p57 oraz zwiekszong ekspresje genu IGF2. Mutacje germinalne WT2
prowadzg do powstania zespotu Beckwitha-Wiedemanna, ktory moze wystepowac rodzinnie
(15%) Ilub sporadycznie (85%). Cechami charakterystycznymi dla tego zespolu sa:
nadmierny wzrost calego ciala, przerost potowiczy ciala oraz asymetryczne powiekszenie
narzadow i niektorych okolic ciata, powiekszenie jezyka (macroglossia), wady sciany jamy
brzusznej (m.in.: przepuklina pepowinowa, przepuklina pepkowa), hipoglikemia w okresie
noworodkowym oraz zwiekszone ryzyko powstania nowotworéw o pochodzeniu
embrionalnym (zaréwno nerczaka zarodkowego jak i watrobiaka i nerwiaka zarodkowego)
[Wiedemann 1964, Beckwith 1969, Cohen 2002].

Innym znanym zespotem przerostowym o zwiekszonym ryzyku powstania nerczaka
zarodkowego jest zespo6t Simpsona-Golabiego-Behmela bedacy wynikiem mutacji genu
GPC3 (Xq26) kodujgcego glipikan-3. U pacjentow stwierdza sie zarowno nadmierny przerost
ciata oraz narzaddbw wewnetrznych, jak i charakterystyczng dysmorfie twarzy (,twarz
buldoga”) oraz wady serca i przewodu pokarmowego. Zwiekszone jest rowniez ryzyko

wystgpienia nerczaka oraz watrobiaka zarodkowego [weidle 1998].
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1.4. Objawy kliniczne i badania pomocne w ustaleniu rozpoznania oraz stopnia
zaawansowania

Poniewaz nerczak zarodkowy poczatkowo nie daje typowych wczesnych objawoéw,
rozpoznanie zazwyczaj stawiane jest, gdy nowotwor osiggnat juz znaczne rozmiary, a czesto
takze wyzszy stopien zaawansowania klinicznego [wachowiak 2008]. Do pdznych objawdw
spowodowanych obecnoscig guza o duzym wymiarze, nalezy zaliczy¢ powiekszenie obwodu
brzucha oraz asymetrie powilok, ktore moga by¢ poprzedzone pojawieniem sie
nawracajgcego boélu brzucha, krwinkomoczu lub krwiomoczu, nadcisnienia, wymiotéw,
nawracajgcego zakazenie uktadu moczowego, a takze mato charakterystycznych objawéw
ogolnych takich jak brak apetytu i ostabienie [sawicz-Birkowska 2009].

Nie istnieje zadne badanie przesiewowe lub marker, ktére byltyby charakterystyczne
dla nerczaka zarodkowego. Rozpoznanie kliniczne opiera sie przede wszystkim na objawach
stwierdzanych w badaniu podmiotowym i przedmiotowym dziecka, jak réwniez wynikach
badan obrazowych. Szczegdlnie pomocnym i tatwo dostepnym badaniem jest badanie
ultrasonograficzne jamy brzusznej, w ktérym mozna potwierdzi¢ obecnos¢ guza w okolicy
nerek. Dalsza diagnostyka obejmuje tomografie komputerowg jamy brzusznej oraz zdjecie
radiologiczne klatki piersiowej i/lub uzupetniajgcg tomografie komputerowg klatki piersiowej,
dzieki ktérym mozliwe jest wykrycie ewentualnych przerzutow oraz dokladna ocena stopnia
zaawansowania klinicznego. W diagnostyce réznicowej nalezy przede wszystkim uwzglednié
zwojaka zarodkowego, dlatego konieczna jest ocena wydalania katecholamin w dobowej
zbiorce moczu. Nalezy podkresli¢, ze zgodnie z obowigzujgcym obecnie protokotem leczenia
SIOP-2001 rutynowa biopsja guza nie jest zalecana i powinna by¢ wykonana jedynie
w Scisle okreslonych przypadkach (np. w przypadku watpliwosci diagnostycznych) [sSawicz-

Birkowska 2008].

1.5. Budowa histologiczna nerczaka zarodkowego prze d i po zastosowaniu
chemioterapii przedoperacyjnej

Utkanie nerczaka zarodkowego wywodzi sie z pozostatosci rozwojowych zarodkowej
struktury nerek. Zwykle nerczak zarodkowy usuniety operacyjnie bez wstepnej chemioterapii
jest tzw. guzem tréjfazowym, ktéry zbudowany jest z komérek pochodzenia blastemicznego,
podscieliskowego oraz nablonkowego, wystepujgcych w rdéznych proporcjach oraz
demonstrujgcych réznorodny stopien zréznicowania i dojrzatosci. Czasem jednak nowotwor
ten moze mie¢ budowe mono- lub dwufazowg lub zawiera¢ takze elementy dojrzate innych
tkanek [Kalapurakal 2004].

Budowa histologiczna nerczaka jest bardzo istotna, poniewaz wykazano zaleznos¢
miedzy obrazem mikroskopowym tkanki nowotworowej a odpowiedzig nha prowadzone

leczenie oraz rokowaniem [Beckwith 1997].
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W Europie, takze w Polsce, najczesciej oceniany jest materiat z guza usunietego
operacyjnie po wstepnej chemioterapii. Stgd w materiale operacyjnym dokonuje sie nie tylko
oceny budowy histologicznej ale takze odpowiedzi na zastosowane wczesniej wstepne
leczenie, ktora wyraza sie réznym stopniem nasilenia martwicy guza.

W zaleznosci od typu utkania histologicznego nerczaka oraz nasilenia zmian
martwiczych po wstepnym leczeniu, obowigzujgca obecnie w Europie klasyfikacja Société
Internationale d’Oncologie Pédiatrique (SIOP) zalicza guz do jednego z trzech stopni ryzyka:
- guzy niskiego ryzyka: typ mezoblastyczny, postac torbielowata czesciowo zréznicowana,
postac catkowicie martwicza;

- guzy posredniego ryzyka: typ zrebowy, nabtonkowy, mieszany, postac ze zmianami
regresyjnymi, posta¢ z anaplazjg ogniskowa;

- guzy wysokiego ryzyka: typ blastemiczny, typ z rozsiang anaplazjg, rak jasnokomaorkowy
nerki, guz rabdoidalny [vujanic 2002].

Nalezy wspomnie¢, ze Kklasyfikacja SIOP r6zni sie od stosowanej w Stanach
Zjednoczonych Ameryki Péinocnej klasyfikacji National Wilms Tumor Study (NWTS), w ktorej
ze wzgledu na odmienng kolejnos¢ leczenia, tj. pierwszenstwo leczenia operacyjnego,

nie obserwuje sie postaci catkowicie martwiczej oraz ze zmianami regresyjnymi [Kalapurakal 2004].

1.6. Stopie h zaawansowania

Obecnie w oparciu o kryteria kliniczne i patologiczne stosuje sie ponizszy podziat na
stopnie zaawansowania nerczaka zarodkowego w chwili rozpoznania choroby, ktéry najpierw
zostat zaproponowany w programach NWTS-1 i NWTS-2 [Green 2004], a nastepnie przyjety
réwniez przez SIOP:
- I’: nowotwor ograniczony do nerki lub otoczony widknistg pseudo-torebka; nie doszto do
zajecia zatoki i naczyn nerkowych; wykonang doszczetng resekcje;
- 1I° nowotwor przekracza nerke lub penetruje przez torebke; doszio do zajecia zatoki
nerkowej, naczyn wewnatrz- i zewnatrznerkowych, sasiednich narzgdow lub zyty gtéwnej ale
wykonano resekcje catkowitg;
- III°: wykonano biopsja lub resekcje niecatkowita; doszto do pekniecia torebki guza; obecne
sg implanty w otrzewnej; zakrzepy nowotworowe w naczyniach; zajecie weztéw chtonnych
w obrebie jamy brzusznej;
- IV°: obecne sg odlegte przerzuty krwiopochodne (ptuca, watroba, kosci, mozg i inne odlegte
lokalizacje);

- V°: obustronny nowotwor nerki [Graf 2004].
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1.7. Czynniki o ustalonym znaczeniu rokowniczym

Dzieki wieloletnim obserwacjom oraz badaniom wieloosrodkowym ustalono,
ze do najbardziej istotnych czynnikbw rokowniczych u dzieci z nerczakiem zarodkowym
zalicza sie stopien zaawansowania klinicznego guza w chwili rozpoznania [weirich 2004, Reinhard
2004] oraz budowe histopatologiczng [Kalapurakal 2004], na podstawie ktérych pacjent
kwalifikowany jest do grupy ryzyka standardowego, posredniego Ilub wysokiego
i dokonywany jest dob6r odpowiedniego leczenia.

Ponadto wykazano, ze na rokowanie niekorzystny wplyw majg takze nizej
wymienione czynniki:
- wiek pacjenta powyzej 5 roku zycia w momencie rozpoznania choroby [Breslow 1978];
- obecnosé rozsianej anaplazji swiadczacej zwykle o chemioopornosci [vujanic 1999];

- zajecie wezldw chionnych [Jereb 1980];
- powiekszenie guza w trakcie chemioterapii przedoperacyjnej [ora 2006];
- nefroblastomoza [Beckwith 1990];

- utrata heterozygotycznosci (loss of heterozygosity, LOH) chromosomu 1p, 11qg oraz 16q,
[Klamt 1998, Grundy 2005];
- zaburzenia w obrebie chromosomu 11p13 (locus genu WT1) i 11p15 (locus genu WT2)

[Bown 2002].

1.8. Zasady leczenia — dawniej i obecnie

Pierwsze préby operacyjnego leczenia nerczaka zarodkowego zostalty omowione juz
wczesniej w podrozdziale 1.1. Radioterapie w pooperacyjnym leczeniu nerczaka zastosowat
po raz pierwszy Heineman w 1915 roku, a w roku 1916 Freidlander podjgt prébe leczenia
tego guza wytgcznie za pomoca radioterapii. Nastepnie Ladd w latach 30-tych udoskonalit
technike operacyjnego leczenia guza, dzieki czemu odsetek wyleczen wzrést do ok. 30%.
Kolejnym milowym krokiem w leczeniu nerczaka zarodkowego u dzieci bylo zastosowanie
aktynomycyny D przez Farbera w 1954 roku, a zatem wdrozenie chemioterapii jako trzeciej,
obok leczenia operacyjnego i radioterapii, sktadowej leczenia tego nowotworu [Godzinski 2008].

Od tego momentu leczenie | linii nerczaka zarodkowego u dzieci ma charakter terapii
kompleksowej, ktora od poczatku lat 60-tych jest systematycznie doskonalona dzieki
wieloosrodkowej wspétpracy w ramach NWTS w USA oraz w ramach SIOP w Europie,
umozliwiajgcych ocene wynikéw leczenia i przyczyn jego niepowodzen w duzych grupach
dzieci. Giéwna réznica miedzy europejskg a amerykanskg strategig leczenia nerczaka
dotyczy przede wszystkim pierwszego etapu terapii, a mianowicie w Europie leczenie
zaczyna sie od chemioterapii przedoperacyjnej a w USA od zabiegu operacyjnego [D'Angio

1976, Lemerle 1976].
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W Polsce od 2002 roku kompleksowe leczenie nerczaka zarodkowego u dzieci
prowadzone jest zgodnie protokotem terapeutycznym SIOP-2001, ktory uwzglednia:
- chemioterapie przedoperacyjng: w zaleznosci od stopnia zaawansowania Kklinicznego
4-tygodniowg (winkrystyna, aktynomycyna-D) lub 6-tygodniowg (winkrystyna, aktynomycyna-
D, doksorubicyna);
- zabieg operacyjny: w zaleznosci od odpowiedzi na chemioterapie przedoperacyjng oraz
lokalizacje guza resztkowego wykonuje sie hemi- lub nefrektomie z dostepu otwartego lub
metoda laparoskopows;
- chemioterapie pooperacyjng: intensywno$¢ i czas trwania chemioterapii roznig sie w
zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego oraz wyniku badania histopatologicznego;
- radioterapie, ktérg stosuje sie wylgcznie u pacjentdow z nerczakiem o niekorzystnym utkaniu

histologicznym i u pacjentéw z Il i IV stopniem zaawansowania choroby.

1.9. Wyniki leczenia | linii

Przez ponad czterdziesci lat isthienia i rozwoju onkologii dzieciecej systematyczne
udoskonalanie protokotow chemio- i radioterapii oraz dalsza optymalizacjia metod
operacyjnych, jak réwniez postepy leczenia wspomagajgcego, przyniosty istotng poprawe
wynikdéw leczenia nowotworéw u dzieci. Dotyczy to takze wynikOw leczenia nerczaka
zarodkowego, ktorego udaje sie obecnie wyleczy¢é ogotlem az u okoto 85% pacjentow.
Obecnie uznaje sie, ze pomimo innego podejscia do leczenia nerczaka zarodkowego

w grupie SIOP i NWTS, wyniki leczenia osiggane w obu grupach sg poréwnywalne.

Nalezy jednak zwrOci¢é uwage na roznice osigganych wynikéw leczenia
w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego i typu utkania histologicznego nerczaka.
Analiza wynikéw leczenia nerczaka zarodkowego wedtug stosowanego poprzednio protokotu
leczenia SIOP 93-01 wykazata, ze u chorych w | stopniu zaawansowania klinicznego
prawdopodobiehAstwo 5-letniego przezycia wolnego od wznowy (probability of relapse free
survival, pRFS) wyniosto 88,3%, a prawdopodobienstwo catkowitego przezycia (probability of
overall survival, pOS) 97% [de kraker 2004), a zatem podobnie jak w protokole NWTS-5, gdzie
pRFS wyniosto 92,4%, a pOS 98,3% [pome 2006]. Green i wsp. analizujgc wyniki leczenia
pacjentdw z nerczakiem zarodkowym w Il stopniu zaawansowania poddanych terapii wedtug
NWTS-4 stwierdzili, ze pOS u tych chorych wyniosto 93,8% [Green 1998] i nie réznito sie od
pOS wynoszgcego 92% spostrzeganego u dzieci leczonych zgodnie z protokotem SIOP93-
01 [Rreinhard 2004]. Natomiast pOS u pacjentéw z nerczakiem w Ill i IV stopniu zaawansowania
leczonych wedtug protokotu SIOP 93-01 bylo znamiennie nizsze i wynosito odpowiednio 82%

i 76,3% [weirich 2004].
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Mimo, ze leczenie nerczaka zarodkowego jest dos¢ dobrze tolerowane przez
pacjentbw, a powazne wczesne objawy uboczne nie stanowig tak duzego problemu jak
w przypadku leczenia wielu innych nowotworéw wieku dzieciecego, to jednak nalezy
wspomniec¢, ze wyzszy stopien zaawansowania klinicznego w momencie rozpoznania wigze
sie bezposrednio z wigkszg intensywnoscig leczenia, ktére trzeba bedzie podjaé, a tym
samym z wyzszym ryzykiem powaznych wczesnych i poznych powiktan terapii. Stgd obecnie
u pacjentéw z korzystnym rokowaniem dgzy sie do dalszego obnizenia catkowitej dawki
stosowanych cytostatykOw oraz radioterapii, w celu dalszego ograniczenia ryzyka

wystepowania odlegtych niekorzystnych nastepstw leczenia w przysztoSci [Spreafico 2006].

1.10. Wznowa — przyczyny i znane czynniki ryzyka we  wznowie

Pomimo na og6t dobrych wynikéw leczenia nerczaka zarodkowego u dzieci, nadal
u ok. 15% chorych dochodzi do wznowy procesu nowotworowego. Niestety wznowa
wystepuje takze u pacjentéw zakwalifikowanych do grupy o korzystnym rokowaniu [Dome
2002]. Co wiecej, w przypadku wystgpienia wznowy nerczaka, pomimo intensywnej
chemioterapii Il linii (ifosfamid, karboplatyna, etopozyd) skojarzonej z radioterapig oraz
leczeniem operacyjnym, szanse na drugg dlugotrwalg remisje ma ok. 50-60% pacjentow
[Abu-Gosh 2002, Campbell 2004, Reinhard 2008]. WynikOw leczenia wznowy nie poprawito takze
zastosowanie autologicznej transplantaciji komoérek krwiotwdrczych - skutecznosé tej metody

leczenia wynosi 50-70% [spreafico 2008].

Stad prowadzone sg badania kliniczne, ktérych celem jest poprawa wynikéw leczenia
wznowy nerczaka zarodkowego [spreafico 2009] oraz okreslenie bardziej czutych czynnikow
ryzyka we wznowie, ktore precyzyjniej niz dotgd stosowane pozwolityby okresli¢ szanse
na uzyskanie drugiej diugotrwatej remisji. Obecnie do czynnikbw niekorzystnej prognozy
we wznowie nerczaka zarodkowego zalicza sie [Dome 2002, Reinhard 2008, Kaste 2008]:

- wiek pacjenta powyzej 4 roku zycia;

- lll stopieh zaawansowania miejscowego;

- zakwalifikowanie do grupy wysokiego ryzyka na podstawie obrazu histopatologicznego,
w tym obecnos¢ rozsianej anaplazji Swiadczacej o opornosci ha chemioterapie;

- rozsiew komérek nowotworowych podczas zabiegu operacyjnego;

- wystgpienie wczesnej wznowy (ponizej 6 miesiecy od zakonczenia leczenia)

- wystgpienie wznowy ,tgczonej’ (wznowa miejscowa oraz przerzuty odlegte)
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1.11. Wybrane markery biologiczne i ich potencjalne znaczenie rokownicze

1.11.1 Markery aktywno $ci proliferacyjnej (biatka Ki-67 i p27 ')
Nerczak zarodkowy zbudowany jest z roznych typoéw komarek, ktore roznig sig nie tylko

pochodzeniem i stopniem zréznicowania, ale takze aktywnoscig proliferacyjng. W chtoniakach,
u chorych z rakiem gruczotu piersiowego oraz w raku ptuc stwierdzono zaleznos¢ miedzy
aktywnoscig proliferacyjng komorek nowotworowych a odpowiedzig na leczenie i rokowaniem,
przy czym im wyzsza byta aktywnos¢ proliferacyjna tym gorsze byto rokowanie. Szczegodlnie
wysokag aktywnos$c¢ proliferacyjng komorek nowotworowych spostrzegano w przerzutach oraz
we wznowie, co korelowato z krotszym czasem przezycia [Brown 1999].

Proliferacja komorek zalezna jest od postepu cyklu komérkowego, w czym kluczowa
role regulatorowg petnig cykliny oraz kinazy cyklinozalezne (cyclin-dependent kinase, CDK),
ktére tworzg aktywny kompleks cyklina-CDK o wiasciwosciach modyfikujgcych aktywnosé
szeregu biatek biorgcych udziat w cyklu podziatowym komorki [3ohn 2001].

Istotny wplyw na proliferacje komérkowg ma biatko jgdrowe Ki-67 uznawane za
jadrowy antygen proliferacyjny wykrywany jedynie w komorkach dzielgcych sie. Mimo,
ze jego rola nie jest nadal jednoznaczna, wiadomo, iz ekspresja zalezy od fazy cyklu
komoérkowego, bedac dowodem trwania cyklu podziatowego. Tzw. indeks mitotyczny (ilosé
komoérek z dodatnig reakcjg na 1000 komorek ocenianych) pozwala na ilosciowg ocene
ekspresji Ki-67 i uznaje sie go za czynnik rokowniczy m.in. w chorobach nowotworowych
[scholzen 2000]. Wykazano korelacje z przebiegiem choroby, jak to mialo miejsce
np. w przypadku raka gruczotu krokowego [khor 2009] oraz sutka [Nishimura 2011].

Kolejnym biatkiem wptywajgcym na aktywnosé¢ proliferacyjng komorek jest inhibitor
kinaz cyklinozaleznych - biatko p27<", ktére hamuje proliferacje na skutek blokowania
aktywnos$ci cykliny E wptywajgcej na przejscie fazy G1 do fazy S cyklu komorkowego.
Stwierdzono, ze spadek ekspresji tego biatka oraz wzrost aktywnosci cykliny E-CDK2 wigze
sie z gorszym rokowaniem oraz zwieksza ryzyko progresji choroby nowotworowej [Lee 2009].
Potwierdzono to w badaniach nad inwazyjnoscig i niekorzystnym rokowaniem w raku piersi
oraz jelita grubego u pacjentéw z obnizong ekspresjg tego biatka [Loda 1997]. Dowiedziono
ponadto, ze biatko to moze takze regulowaé apoptoze oraz migracje komorek. Co ciekawe,
moze ono zaréwno pobudzac jak i hamowac te procesy w zaleznosci od lokalizacji biatka
w obrebie komérki. Zaobserwowano, ze jesli biatko p27“"* zlokalizowane jest
wewnatrzjgdrowo, peni role biatka supresorowego, natomiast obecnosé w cytoplazmie wigze
sie z pobudzaniem szkieletu komorki do remodelowania i moze mie¢ wplyw na uzyskanie
przez komorke nowotworowg zdolnosci do tworzenia ognisk przerzutowych. Zatozenia te
wydajg sie mie¢ takze potwierdzenie Kkliniczne, poniewaz wykazano, ze zmniejszona

ekspresja wewnatrzjgdrowa biatka p27"* ma wptyw na gorsze rokowanie w wielu chorobach
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nowotworowych u ludzi [Borriello 2011]. Konieczne sg dalsze badania nad rolg biatka p27“**,
zwtaszcza mechanizméw regulacji ekspresji poszczegoélnych jego izoform, co moze miec
takze istotne przetozenie kliniczne [isabel 2008, Larrea 2009)].

Najwiekszy wkiad w badanie zwigzku miedzy proliferacjg a rokowaniem w nerczaku
zarodkowym ma Ghanem i wsp. [2004], ktorzy zasugerowali, ze wykazanie wysokiej ekspresji
markeréw proliferacji, np. biatka Ki-67 i p27“"', w utkaniu blastemicznym nerczaka
zarodkowego pozostatym po otrzymaniu chemioterapii przedoperacyjnej moze stanowic
istotny wskaznik niekorzystnego rokowania. Powyzsza hipoteza potwierdzona zostala
zarbwno w badaniach Juric i wsp. [2010], jak i Berrebi i wsp. [2008], w ktérych wykazano,
ze wysoka ekspresja biatek zwigzanych z proliferacjg w tkance poddanej chemioterapii
swiadczy o mniejszej wrazliwosci na stosowane leczenie, stanowigc dowdd na wiekszg

inwazyjnos¢ i gorsze rokowanie.

1.11.2. Ekspresja biatka supresorowego p53
Biatko p53 kodowane jest przez gen TP53 potozony na chromosomie 17. Wykazano,

ze biatko to w formie natywnej wystepuje w niewielkim stezeniu, petnigc funkcje czynnika
transkrypcyjnego o aktywnosci modulatora cyklu komorkowego, ma wilasciwosci
supresorowe w stosunku do komdérek nowotworowych i nazywane jest ,straznikiem” genomu.
Aktywacja biatka zachodzi pod wptywem rdéznych, potencjalnie szkodliwych dla komorki,
czynnikow jak np.: promieniowanie X i UV lub hipoksja [El-Deiry 1998]. Biatko to moze zaréwno
zapobiegac¢ przekazywaniu zaburzen w materiale genetycznym kolejnym komorkom poprzez
wydtuzenie fazy G1, w ktorej powinna dokona¢ sie naprawa DNA, badz tez, jesli
uszkodzenia genetyczne sg zbyt duze, uruchamia¢ proces apoptozy. Wiasciwosci takie ma
tylko odpowiednio ufosforylowana posta¢ biatka p53 - posredniczg w tym procesie kinazy
HIPK2 oraz MAPK [vogelstein 2000].

Natomiast w przypadku pojawienia sie mutacji genu TP53 moze dochodzi¢ zaréwno
do przekazywania btedow w genomie komérkom potomnym, jak i prowadzi¢ do powstawania
komorek ,niesmiertelnych”, ktére nie podlegajg apoptozie [sionov 1999]. Wysokg ekspresje
bialka p53 w postaci zmutowanej wykazano w komérkach wielu nowotworéw u oséb
dorostych. Stwierdzono takze zwigzek z wiekszg agresywnoscig choroby, niekorzystnym
przebiegiem i rokowaniem [vousden 2002].

W zwigzku z wlasciwosciami zmutowanej postaci biatka p53 wysunieto hipoteze,
ze przywrocenie endogennej aktywnosci prawidiowej formy tego bialka miatoby istotne
dziatanie hamujgce dalszy rozwdj nowotworu. Istotnie, w badaniach doswiadczalnych
wykazano, iz w zaleznosci od rodzaju nowotworu prowadzitoby to do wystgpienia apoptozy

komoérek nowotworowych lub zatrzymania ich proliferacji [ventura 2007].
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Zwrocono  takze uwage na mozliwos¢  stworzenia  celowanego  leku
przeciwnowotworowego o aktywnosci prawidtowego biatka p53, ktory mogtby by¢ stosowany
np. u pacjentbw z wrodzong mutacjg tego bialka, tj. z zespotem Li-Fraumeni, ktorzy,
ze wzgledu na niestabilnoS¢ materiatu genetycznego i stad wysokie ryzyko powstania
mutacji, sg szczegOlnie narazeni na wystgpienie réznego rodzaju Nnowotworow [Senzer 2007].

Co ciekawe, mutacja biatka p53 nie jest spotykana zbyt czesto w nowotworach wieku
dzieciecego, cho¢ wyjatkiem jest posta¢ anaplastyczna nerczaka zarodkowego, w ktorej to
obecnosc¢ nieprawidtowej formy p53 wigze sie z gorszg odpowiedzg na leczenie oraz
progresjg choroby. Sugerowano takze, iz obecno$¢ mutacji p53 w postaciach nerczaka
o korzystnym obrazie histopatologicznym moze wigza¢ sie z bardziej agresywnym
przebiegiem choroby i gorszym rokowaniem w nastepstwie m.in. zaburzenia powstawania
nowych naczyn krwionosnych w obrebie guza i zwiekszonego ryzyka powstawania
przerzutdw w ptucach [Huang 2002]. Za stlusznoscig tej hipotezy przemawiajg takze wyniki
przedstawione w kilku wczesniejszych badaniach, w ktérych wskazano, ze biatko p53,
chociaz nie stanowi niezaleznego czynnika prognostycznego w nerczaku zarodkowym, moze
by¢ przydatne w identyfikacji pacjentow niskiego i wysokiego ryzyka wznowy [Skotnicka-Klonowicz

2001, Sredni 2001, Jadali 2011].

1.11.3. Ekspresja biatka blonowego CD274

Odkryte w 1999 roku przez Donga i wsp. [1999] biatko CD274 (PD-L1/B7-H1) jest
glikoproteing btony cytoplazmatycznej, ktéra jest obecna na komdrkach linii makrofagow
i bierze istotny udziat w regulacji odpowiedzi immunologicznej, poprzez indukcje apoptozy
oraz hamowanie wydzielania cytokin i funkcji limfocytéw T cytotoksycznych [Latchman 2004].
Dowiedziono, ze interakcja CD274 z biatkiem PD-1, obecnym na pobudzonych komérkach T,
B oraz monocytach wywiera dziatlanie immunosupresyjne poprzez hamowanie proliferacji
limfocytébw T oraz wytwarzania interferonu-gamma, interleukiny-2 i interleukiny-10 [wang 2003,
Freeman 2000]. Duzg ilo$¢ transkryptu CD274 stwierdzono w komorkach tozyska, weziow
chtonnych, serca oraz grasicy [Latchman 2002], a takze w komorkach ponad 20 rdznych
nowotworow, m.in. w czerniaku ztosliwym, raku ptuc, pecherza, piersi, a takze glejakach
mobzgu [pong 2002, Brown 2003]. Wykazano, Zze biatko CD274 ma zdolno$¢ hamowania
przeciwnowotworowej odpowiedzi gospodarza, a poprzez to moze sprzyjac progresji choroby
[Dong 2002, wai 2002]. Dokladne poznanie mechanizmu interakcji zachodzgcej pomiedzy
bialkiem a jego czasteczkg kostymulujaca, tj. biatkiem PD-1 moze w przysztosci przyczynic
sie do opracowania i wdrozenia immunoterapii w leczeniu choréb nowotworowych, w ktérych
stwierdza sie zwiekszong ekspresje CD274 [Hirano 2005].

Jednym z nowotworéw o potwierdzonej wyzszej ekspresji CD274 w tkance guza jest

rak jasnokomoérkowy nerki. Thompson i wsp. w kolejnych pracach udowodnili, ze zwiekszona
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ekspresja CD274 w guzie swiadczy o wysokim ryzyku progresji choroby, stanowigc tym
samym czynnik niekorzystnego rokowania [Thompson 2006, Thompson 2007, Krambeck 2007]. Stgd
wysunieto hipoteze, ze skonstruowanie i wyprodukowanie, humanizowanego przeciwciata
blokujgcego szlak CD274/PD1, umozliwitoby wysoko specyficzng terapie celowang raka
jasnokomorkowego nerki, co mogtoby w istotnie poprawi¢ wyniki leczenia u pacjentéw
0 niekorzystnym rokowaniu [Thompson 2007]. Co wiecej, podjeto juz nie tylko badania
eksperymentalne, ale takze badania Kliniczne | fazy z zastosowaniem monoklonalnego
przeciwciata blokujgcego wyzej wymieniony szlak u chorych z guzami litymi opornymi
na konwencjonalng terapie [Brahmer 2011].

W oparciu o wyniki, ktére uzyskali Thompson i wsp. oraz Routh i wsp. [2008], analizujgc
cechy histopatologiczne nerczaka zarodkowego zasugerowano, ze takze w tym nowotworze
biatko CD274 moze stanowi¢ wazny wskaznik niekorzystnego rokowania. Hipoteza ta zostata
potwierdzona w badaniach wykazujgcych, ze ekspresja biatka CD274 byla znacznie czescigj
obserwowana w guzach anaplastycznych a takze blastemicznych uznanych za guzy
0 niekorzystnej histopatologii. Co ciekawe, ekspresja CD274 w nerczakach obecnie
kwalifikowanych do grupy o korzystnym rokowaniu, prawie 4-krotnie zwiekszata ryzyko
wznowy w tej grupie pacjentow. Mozna wiec wnioskowac, ze biatko to moze stanowi¢ czuty

marker prognostyczny przydatny w odpowiedniej stratyfikacji leczenia nerczaka.

1.11.4. Aktywno $¢ ludzkiej telomerazowej odwrotnej transkryptazy (hT ERT)
Waznym elementem cyklu komdrkowego jest replikacja DNA, w ktorej udziat bierze

polimeraza DNA. Poniewaz enzym ten moze syntetyzowac¢ ni¢ DNA jedynie w kierunku od
konca 3" do 57, jedna z nici tworzona jest w sposob ciggty, natomiast druga fragmentami (sg
to tzw. fragmenty Okazaki). Jednak polimeraza nie moze skopiowa¢ koncowych odcinkow
liniowego DNA. Z tego wzgledu po usunieciu starteréw mogtoby doj$¢ do utraty korncowych
fragmentow chromosomow (telomerdw) i ich skrécenia. Telomery sg koncowymi odcinkami
chromosomu majgcymi chroni¢ i zapewniaé stabilnos¢ materiatlu genetycznego, jednak nie
zawierajg zadnych gendw ani nie kodujg biatek. U czlowieka tworzy je stala sekwencja
nukleotydow (TTAGGG). Z uwagi na ,ochronng role” telomerdw, ich skracanie jest procesem
niekorzystnym ze wzgledu na ryzyko utraty materialu genetycznego w trakcie kolejnych
podziatow komdrkowych, a zatem jest swoistym ,zegarem biologicznym” dla kazdej komoérki,

limitujgcym jej zdolnos$¢ do podziatu oraz inicjujgcym apoptoze [Aragona 2000].

Jednak niektére komorki posiadly mozliwosé odnowy, czemu stuzy telomeraza - enzym
rybonukleoproteinowy o cechach odwrotnej transkryptazy, ktory syntetyzuje materiat
genetyczny w oparciu 0 RNA, utrzymujgc wzglednie statg diugos¢ telomerow i chronigc

materiatl genetyczny przed utratg. Z tego wzgledu uwaza sie, ze enzym ten zapewniajgc
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komoérkom zdolnosé odnawiania, moze przyczynia¢ sie do ich niesmiertelnosci. Kompleks
telomerazy sklada sie z nici telomerazowego RNA, biatka zwigzanego z telomerazag
(telomerase associated protein 1, TP1) oraz trzech podjednostek odwrotnej transkryptazy
(telomerase reverse transcriptase, TERT) [chan 2004]. AktywnosS¢ tego enzymu jest wysoka
w komorkach ulegajgcych podziatowi, zapewniajgc im ,dtugowieczno$¢”, natomiast stopniowo
zmniejsza sie z wiekiem. U czlowieka aktywnos¢ telomerazy stwierdza sie m.in. w komorkach
ptciowych, komérkach zarodka, komorkach macierzystych szpiku, nabtonka jelitowego oraz

torebki wlosa [kazanowska 2003].

Istnieje duzo dowoddw wskazujgcych, iz aktywnos¢ telomerazy jest wyjgtkowo
wysoka w komorkach nowotworowych, co ttumaczy ich zdolno$¢ do niepohamowanego
podziatu oraz nieuleganie apoptozie, a takze moze by¢ pomocne w wyodrebnieniu zmian
0 podtozu nowotworowym od prawidtowych tkanek. Obecnosé tego enzymu stwierdzono
w wielu nowotworach, m.in.: zolgdka, piersi, ostrej bialaczce szpikowej oraz przewleklej

biataczce limfatycznej [shaw 1997, Hiyama 2001].

Co istotne, zaobserwowano zaleznos¢ miedzy wysokg aktywnoscig enzymu
a niekorzystnym rokowaniem u pacjentdw z chorobami nowotworowymi. Sugeruje to,
iz odwrotna telomeraza mogtaby sta¢ sie nie tylko markerem zmian nowotworowych,
ale takze punktem uchwytu dziatania lekow przeciwnowotworowych, poniewaz mozna uznag,
ze pelnigc role ochronng w stosunku do telomerow, wplywa na naprawe tych koncowych
odcinkéw chromosomOw [Bednenko 1997].

Wsrod dzieci z chorobami nowotworowymi wykazano, iz zwiekszona aktywnosé
hTERT byfa zwigzana z gorszym rokowaniem u pacjentéw ze zwojakiem zarodkowym [krams
2003], watrobiakiem zarodkowym [Hiyama 2004], miesakiem kosciopochodnym [sanders 2004] oraz
ostrg biataczkg szpikowg [verstovsek 2003]. Z drugiej strony niskg aktywnos¢ hTERT
obserwowano u pacjentéw ze zwojakiem zarodkowym w stopniu 4s, ktéry uznawany jest za
stadium o korzystnym rokowaniu, z tendencjg do samoistnej regresji [Hyiama 1997, Brinkschmidt
1998], co wskazuje, iz w przypadku zmian o niskiej aktywnosci telomerazy, z powodu
ograniczenia mozliwosci ochrony telomerow, zdolnosci proliferacyjne tkanki nowotworowej
sg zmniejszone i tatwiej dochodzi do apoptozy [Hamad 2002].

Oceng aktywnosci hnTERT w nerczaku zarodkowym zajmowali sie Dome i wsp. [1999],
ktérzy zaobserwowali zaleznos¢ pomiedzy wysokg aktywnoscig telomerazy a budowg
anaplastyczng nerczaka zarodkowego. Co wiecej, u pacjentdw z najwyzszym poziomem
aktywnosci tego enzymu, ryzyko wznowy choroby byto dwukrotnie wyzsze w poréwnaniu
Z pacjentami o najnizszym poziome ekspresji enzymu [pome 2005]. Ponadto Diniz i wsp. [2011]
wskazali na zaleznos¢ pomiedzy zwiekszong ekspresja hTERT a krotszym czasem

przezycia. Sugeruje sie wiec, iz stwierdzenie zwiekszonej aktywnosci hTERT, pozwolitoby
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na wyselekcjonowanie sposrod pacjentdw z nerczakiem o korzystnej budowie histologicznej
tych, u ktérych ryzyko niepowodzenia leczenia (wystgpienia progresji i/lub wznowy) bytoby

jednak wieksze.

1.11.5. Gesto $¢ naczy n wiosowatych (ekspresja biatka CD31)
Jednym z czynnikbw sprzyjajgcych inwazyjnosci choroby nowotworowej jest

powstawanie nowych naczyn krwionosnych dostarczajgcych do guza substancji odzywczych.
Tylko poczgtkowo komérki nowotworowe otrzymywaé mogg wspomniane substancje
na drodze dyfuzji. Udowodniono, ze guz o Srednicy powyzej 1-3 mm do dalszego wzrostu
wymaga statego dostarczania substancji odzywczych, stajgc sie bezposrednio zaleznym
od unaczynienia [Folkman 1992, Gupta 2003]. Powstanie nowych naczyn krwionosnych sprzyja
dalszej ekspansji guza, w tym zaréwno wzrostowi masy nowotworu, jak i powstawaniu
odlegltych ognisk przerzutowych [Blood 1990]. W odréznieniu od angiogenezy spotykanej
w tkankach prawidtowych, w czasie nowotworzenia jest to proces dlugotrwaly i ztozony,
scharakteryzowany przez Dworaka jako ,niegojgca sie rana” [pworak 1986]. Najwazniejszg role
petnig komorki srodbtonka, ktorych funkcja jest regulowana przez liczne czynniki zaréwno
autokrynne, jak i wytwarzane przez komorki nowotworowe [szala 2011]. Do waznych substancji
proangiogennych nalezg m.in.: czynnik wzrostu komorek srddbtonka naczyniowego
(vascular-endothelial growth factor, VEGF) [kim 1993] oraz zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow (basic fibroblast growth factor, bFGF) [korc 2009], natomiast dojrzewanie naczynh
stymuluje ptytkopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor, PDGF) [cao 200g],
czynnik indukowany przez niedotlenienie (hypoxia-induced factor, HIF-alfa) [Ryan 1998] oraz
antygeny komorek srédbtonka naczyniowego CD31 [muller 1996] oraz CD34 [Kuzu 1992].

Pod wplywem wspomnianych czynnikbw wzrostu inicjujgcych neoangiogeneze,
komorki $rodbtonka ulegajg pobudzeniu. Powstawanie nowych naczynn moze zachodzi¢
na drodze jednego z kilku mechanizmow:

- tzw. ,paczkowania” komorek srodbtonka: dochodzi do rozgateziania sie istniejgcych naczyn
do elementéw nieunaczynionych;

- angiogenezy wgtobieniowej: istniejgce naczynie krwionosne zostaje rozdzielone poprzez
tzw. kolumne tkankowg zlozong z tkanki tgcznej;

- angiogenezy kiebuszkowej: wokét naczynia krwionosnego tworzy sie struktura ziozona
z nowych naczyn krwionosnych potgczonych pericytami, przypominajgca kiebuszek;

- wbudowywania naczyn krwionosnych gospodarza w utkanie nowotworowe;

- tworzenia tzw. pseudonaczyn na skutek mimikry naczyniowe;j.
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Co ciekawe, w wielu przypadkach wspomniane mechanizmy postepujg réwnolegle lub
stanowig kolejne etapy tego samego procesu, w zaleznosci od stadium rozwoju nowotworu.
Ponadto powstajgce naczynia w swej budowie istotnie r6znig sie od prawidtowych naczyh
krwionosnych [sacewicz 2009].

Zagadnieniem, ktére budzi szczegoélne zainteresowanie jest zaleznos¢ miedzy tzw.
gestosciag naczyn krwionosnych (microvacsular density, MVD) w guzach litych
a agresywnoscig choroby. Dotychczas wykazano, ze nowotwory o wysokim wskazniku MVD,
np. guzy piersi, prostaty oraz pluc, demonstrujg tendencje do szybkiej progresji,
rozprzestrzeniania i sg zwigzane z niekorzystnym rokowaniem [weidner 1993, Weidner 1995].
Pomocna w okreslaniu MVD moze by¢ ocena ekspresji oznaczonych na komoérkach
srodblonka naczyn przeciwciat przy uzyciu tzw. metody ,hot spots” (,goragcych miejsc”) [owoc-
Lempach 2006]. Jednym z takich przeciwciat jest anty-CD31. CD31 jest adhezyjng czasteczka
ptytek krwi i srédbtonka (platelet endothelial cell adhesion molecule-1, PECAM-1) bedgca
bialkiem przezblonowym, ktéra peini wazng role m.in. w adhezji miedzy sgsiadujgcymi
komoérkami srodbtonka ciggtego (np. tetnic, zyt, naczyn wlosowatych). Udowodniono, ze jej
wysoka ekspresja spotykana jest w tkankach o duzym potencjale angiogennym, do ktorych
nalezy zaliczy¢ wiele zmian nowotworowych [DeLisser 1997].

Jak dotad zaleznos¢ miedzy unaczynieniem a agresywnoscig choréb nowotworowych
u dzieci nie zostata tak szczegdtowo zbadana, jak w populacji pacjentéw dorostych. Sugeruje
sie jednak, iz np. ocena wskaznika MVD moze by¢ przydatna do wyodrebnienia pacjentow
z nerczakiem zarodkowym o niekorzystnym rokowaniu, w tym takze chorych kwalifikowanych
obecnie do grupy niskiego lub posredniego ryzyka [Abramson 2003, Ozluk 2006]. Nerczaka
zarodkowego mozna uzna¢ za nowotwor zalezny od powstawania sieci nowych naczyn
krwionosnych [Nowicki 2006], co potwierdzity badania eksperymentalne oceniajgce ekspresje
czynnikbw wzrostu (np. VEGF) w tkance guza, sugerujgc mozliwos¢ zastosowania
w przysztosci terapii oparte] m.in. o leki hamujgce powstawanie nowych naczyn [Fischer 2004,
Nowicki 2007], ktore moznaby uzna¢ za element celowanego leczenia przeciwnowotworowego,
ograniczajgcego w ten sposob wzrost nieprawidtowych komorek nowotworowych. Obecnie,
w leczeniu niektérych nowotworéw dorostych stosuje sie juz kilka lekéw o takich
wiasciwosciach (bevacizumab, sorafenib, sunitib), ktérych cechg wspdlng jest swoiste
dziatanie skierowane tylko przeciwko nieprawidlowym naczyniom nowotworowym,

niezaleznie od lokalizacji nowotworu i jego rodzaju [Adamkiewicz-Drozynska 2008].
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1.12. Geny zwigzane z modulowaniem procesu angiogenezy i ré znicowaniem

macierzystych komérek embrionalnych

Mimo tego, ze znane sg czynniki niekorzystnej prognozy, zwiekszajgce ryzyko
wystgpienia wznowy nerczaka zarodkowego, takie jak wspomniane juz powyzej anaplazja czy
obecnos¢ przerzutéw, jak wynika z obserwacji klinicznych sg one niedoskonate. Stad duze
nadzieje wigze sie obecnie z zastosowaniem metod biologii molekularnej, ktére mogg poméc
w okresleniu zaleznosci miedzy zaburzeniami ekspresji (wyzsza/nizsza) okreslonych gendow a
rokowaniem i ryzykiem niekorzystnych zdarzen. Stworzenie takiego ,panelu” genéw o wartosci
predykcyjnej wystgpienia wznowy mogtoby by¢ przydatne w indywidualizacji terapii, i w ten
sposob przyczynié¢ sie do dalszej poprawy wynikow leczenia wznowy nerczaka zarodkowego.

Wielu badaczy starato sie okresli¢, ktore z genéw majg kluczowy wptyw na rokowanie
w nerczaku zarodkowym [Bown 2002, Grundy 2005, Natrajan 2006]. Mimo, ze poczatkowo wyniki nie
byly jednoznaczne, kolejne prace potwierdzaty zasadnos¢ ich kontynuacji, zaréwno metoda
reakcji tancuchowej polimerazy DNA z analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym (real-
time polimerase chain reaction, RT-PCR), jak i technikg mikromacierzy [Takashi 2002, Kullendorff
2003, Williams 2004, zim 2006]. CO wiecej, wskazuje sie, iz ekspresja okreslonych genéw moze by¢
takze pomocna w uzupetnieniu obrazu histopatologicznego oraz kwalifikacji do odpowiedniej
grupy ryzyka. Mogtoby to mie¢ szczegolne znaczenie w przypadkach rzadkich guzow nerek
wystepujgcych u dzieci, ktére mogg czasem nastrecza¢ trudnosci oceniajgcemu
histopatologowi [Huang 2006].

Huang i wsp. [2009] badali zaleznos¢ miedzy ekspresjg panelu wybranych genow
a ryzykiem wystgpienia wznowy u chorych z nerczakiem zarodkowym o korzystnym obrazie
histopatologicznym. U wspomnianych pacjentéw z guzem w | i Il stopniu zaawansowania
klinicznego nie wykazano istotnej zaleznosci miedzy zmiang ekspresji genow a ryzykiem
wznowy choroby. Natomiast u pacjentéw z nowotworem w Il stopniu zaawansowania w
badaniu tym okreslono 50 réznych gendw, ktorych ekspresja z 47% czutosci i 70%
specyficznosci wskazywata na ryzyko wznowy przy korzystnym obrazie mikroskopowym.
Grundy i wsp. [2005] wykazali, iz u pacjentéw z guzem w Il i IV stopniu zaawansowania
klinicznego utrata heterozygotycznosci chromosomu 1p oraz 16q stanowity niekorzystny
czynnik wznowy o czutosci 8% i specyficznosci 96%. Takze Li i wsp. [2005] na podstawie
analizy ponad 4900 genow biorgcych udziat w nowotworzeniu, wyselekcjonowali cztery geny
(C/IEBPB, cDNA CF542255, p21, H4FG), ktore potencjalnie moglyby ,przepowiadac”
wystgpienie wznowy nerczaka. Podkreslono jednak zwigzek miedzy rokowaniem a okreslong
sekwencjg wyzszej lub nizszej ekspresji poszczegoinych gendw.

Sredni i wsp. [2000] analizowali ekspresje gendéw wsrod dzieci z nerczakiem
kwalifikowanym do grupy bardzo niskiego ryzyka, tj. w | stopniu zaawansowania klinicznego

0 korzystnym obrazie histopatologicznym i masie ponizej 550g, wystepujgcym u dzieci
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ponizej 2 roku zycia. Na podstawie wynikéw badan grupy NWTS prowadzonych od 1979
roku wykazano, ze u tych pacjentow rokowanie jest bardzo dobre, a skutecznym leczeniem
jest sam zabieg operacyjny [Green 1993]. Jednak jak wynika z danych literaturowych [Green 2001]
oraz wiasnych doswiadczen [marciniak 2009] u ok. 10% zakwalifikowanych do grupy
0 korzystnym rokowaniu moze dojS¢ do wznowy choroby. Co ciekawe, Sredni i wsp.
wyselekcjonowali podgrupe miodszych pacjentbw 2z nerczakiem o zréznicowaniu
nabtonkowym cewkowym (epithelial differentiated tubular, EDF), u ktorych stwierdzono m.in.
wyzszg ekspresje gendéw PAX8, CCND1 i WT1 oraz brak utraty heterozygotycznosci 1p, 16q
i 11p, co wigzalo sie¢ z brakiem wznowy choroby. Natomiast w przypadku chorych
zakwalifikowanych do grupy bardzo niskiego ryzyka, u ktérych stwierdzono mutacje WT1
i/lub utrate heterozygotycznosci chromosomu 11p, ze wzgledu na podwyzszone ryzyko

wznowy, leczenie nie powinno obejmowac jedynie zabiegu operacyjnego [Periman 2011].

1.13. Zatozenia pracy
Jak wynika z dokonanego przeglgdu pismiennictwa, nadal brakuje w petni czutych

i specyficznych markerow rokowniczych nerczaka zarodkowego, ktére pozwolityby jeszcze
precyzyjniej niz obecnie ustala¢ rokowanie i dobiera¢ najwlasciwsza terapie, a w przysziosci
by¢ moze takze wyznaczac¢ punkty uchwytu do terapii celowanej i poprzez to przyczyniac sie
do dalszej poprawy wynikéw leczenia nerczaka u dzieci.

Wsrod markeroéw biologicznych nerczaka zarodkowego, ktore mogg mie¢ znaczenie
rokownicze wydaje sie, ze nalezy przede wszystkim wzig¢é pod uwage te biatka, ktore
regulujg aktywnos$¢ proliferacyjng komorek, biatka supresorowe oraz regulujgce proces
apoptozy, a ze wzgledu na szczegolng role jakg w rozwoju nowotworowych guzéw litych
odgrywa ich unaczynienie, takze biatka oraz ekspresje gendw regulujgcych procesy
angiogenezy.

Ponadto zwazywszy, ze nerczak zarodkowy powstaje na podiozu dojrzewajgcego
utkania wchodzgcego w skiad nerki, nie mozna wykluczy¢, ze istotne znaczenie rokownicze
moze mie¢ réwniez ekspresja genow regulujgcych embriogeneze.

Znaczenie rokownicze niektorych sposréd wymienionych markeréw zostalo juz
wstepnie wykazane przez niektérych autoréw cytowanych we wstepie do niniejszej rozprawy
i wymaga jedynie dalszej weryfikacji, natomiast szereg innych markeréw biologicznych

nerczaka zarodkowego nie byto dotagd oceniane pod kgtem znaczenia rokowniczego.
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2. Cele pracy

Celem pracy byla identyfikacja markerow biologicznych nerczaka zarodkowego,
ktérych ekspresja miataby istotnie znaczenie rokownicze i pozwolitaby na odpowiednig
kwalifikacje pacjentéw do grup ryzyka, co mogtoby przyczyni¢ sie do poprawy wynikoéw

leczenia tego nowotworu.

Podjeto prébe wykorzystania badan immunohistochemicznych do oceny znaczenia

rokowniczego nastepujgcych markeréw biologicznych:
a. ekspresji markeréw aktywnosci proliferacyjnej, tj. biatek Ki-67 i p27<**;
b. ekspres;ji biatka supresorowego p53;
c. ekspresji biatka btonowego CD274;
d. aktywnosci ludzkiej telomerazowej odwrotnej transkryptazy (hTERT);
e. gestosci naczyn wlosowatych - ekspres;ji biatka CD31;

a takze znalezienia przydatnych testéw przesiewowych ekspresji gendw zwigzanych
Zz modulowaniem procesu angiogenezy oraz réznicowaniem macierzystych komorek

embrionalnych majgcych wptyw na rozwoj nerczaka zarodkowego u dzieci.
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3. Pacjenci i metody

3.1. Charakterystyka pacjentow
Badaniem objeto 45 dzieci w wieku ponizej 18 roku zycia w momencie rozpoznania

z pierwszg manifestacjg i wznowg nerczaka zarodkowego, ktére byly leczone w latach 2002-
2011 zgodnie z protokotem terapeutycznym SIOP-2001 w nizej wymienionych osrodkach
onkologii dzieciecej nalezgcych do Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Guzéw Litych
i akredytowanych przez Polskiego Towarzystwo Onkologii i Hematologii Dzieciecej:
- Kliniki Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (n=19),
- Katedry i Kliniki Pediatrii, Hematologii i Onkologii Collegium Medicum Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Bydgoszczy (n=1),
- Kliniki Pediatrii, Hematologii, Onkologii i Endokrynologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (n=5),
- Kliniki Pediatrii, Onkologii, Hematologii i Diabetologii Uniwersytetu Medycznego w todzi
(n=19),
- Oddziatu Chirurgii Dzieciecej Dolnoslgskiego Szpitala Specjalistycznego im. Tadeusza

Marciniaka we Wroctawiu (n=1).

W analizowanej grupie chorych bylty 23 dziewczynki (51%) i 22 chtopcéw (49%),
w wieku od 0,1-17,5 lat (mediana 3,2 roku) w momencie zachorowania. Rozpoznanie a takze
stopien zaawansowania choroby zostaly ustalone na podstawie obrazu klinicznego a takze
badan obrazowych (USG jamy brzusznej, RTG klatki piersiowej, TK klatki piersiowej i jamy
brzusznej, ewentualnie MR jamy brzusznej), z uwzglednieniem diagnostyki rdznicowej
wykluczajacej zwojaka zarodkowego (dobowa zbiérka moczu oceniajgca wydalanie
metabolitow katecholamin, w niektorych przypadkach takze biopsja aspiracyjna szpiku
kostnego). U 3 pacjentow ze wzgledu na niejednoznaczny obraz kliniczny i wyniki w/w badan
wykonana zostata biopsja guza, ktéra zgodnie z protokotem SIOP-2001 kwalifikuje pacjenta
do wyzszego stopnia zaawansowania (tj. st. lI).

Na podstawie wynikdw wykonanych badan diagnostycznych i zgodnie z kryteriami
przyjetymi przez SIOP [craf 2004] ustalano stopien zaawansowania klinicznego choroby oraz

okreslono grupe ryzyka uwzgledniajgc obraz histopatologiczny (Rycina 2.).
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Charakterystyka pacjentow (n=45)
100%
80% -
60% O wysokie
W posrednie
40% - @ niskie
20%
0%
| I 1] v \%
O wysokie 2 3 4 1
W posrednie 5 10 11 1
@ niskie 3 0 1 0

Rycina 2. Charakterystyka calej badanej grupy (n=45). W kolejnych kolumnach przedstawiono
procentowy udziat pacjentéw z guzami zakwalifikowanymi do odpowiednich grup ryzyka w zaleznosci
od budowy histopatologicznej w poszczegdllnych stopniach zaawansowania klinicznego. W tabeli

podano liczbowy rozkitad pacjentéw w zaleznosci od grupy ryzyka i stopnia zaawansowania choroby.

W zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego pacjenci otrzymywali
odpowiednig chemioterapie przedoperacyjna, tj. w przypadku st. I-1ll byta to 4-tygodniowa
chemioterapia (AV) ziozona =z winkrystyny i aktynomycyny-D, natomiast pacjenci
z nerczakiem zarodkowym w IV stopniu zaawansowania kwalifikowani byli do grupy
wysokiego ryzyka i otrzymywali chemioterapie przedoperacyjng trwajgcg 6 tygodni
(winkrystyna, aktynomycyna-D, doksorubicyna). Dwoje pacjentéw z nerczakiem zarodkowym
w st. V otrzymato 4-tygodniowg chemioterapie (AV) ztozong z winkrystyny i aktynomycyny-D.

Szescioro pacjentdw nie otrzymato chemioterapii przedoperacyjnej, poniewaz
ze wzgledu na watpliwosci diagnostyczne lub wskazania zyciowe zabieg operacyjny
wykonano juz na wstepie leczenia.

Po zakonczeniu chemioterapii przedoperacyjnej oraz ocenie obrazowej odpowiedzi na
zastosowane leczenie wykonywana byla doszczetna operacyjna resekcja guza resztkowego,
nastepnie, w oparciu o klasyczne barwienie histologiczne hematoksyling i eozyng (H+E),
a w niektérych przypadkach takze badania immunohistochemiczne wykonywane w
pracowniach patomorfologii osrodkow leczgcych, ustalane byto rozpoznanie histopatologiczne.
Nastepnie pacjenci stratyfikowani byli do odpowiedniego ramienia terapeutycznego w
zaleznosci od stopnia klinicznego zaawansowania nerczaka i typu jego utkania. Czas

obserwacji w badanej grupie pacjentow wyniost od 1 do 9 lat (mediana: 6,1 lat).
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3.2. Materiat
Badania immunohistochemiczne i molekularne wykonywane byly wylgcznie

w materiale (bloczki parafinowe, Swieza tkanka) pobranym do rutynowych badan
diagnostycznych z guza usunietego podczas zabiegu operacyjnego stanowigcego
podstawowg sktadowg kompleksowej terapii.

Z uwagi na niewielkg liczbe nowych rozpoznan nerczaka zarodkowego dokonanych
w czasie realizacji projektu badawczego (lata 2009-2011) duza czes$¢ materiatu otrzymanego
do badan immunohistochemicznych, ktére byto elementem rozprawy doktorskiej, pochodzita
ze zbioréw archiwalnych poszczegoélnych osrodkéw. Natomiast swieza tkanka pochodzita
od pacjentéw, u ktorych w trakcie trwania projektu po resekcji guza na sali operacyjnej

pobrano fragment tkanki nowotworowe.

3.3. Metody
3.3.1. Badania immunohistochemiczne

3.3.1.1. Materiat do badarn immunohistochemicznych

Poczatkowo badaniem objeto grupe 75 dzieci hospitalizowanych z powodu guza nerki
w wymienionych osrodkach onkologii dzieciece;j:

- Kliniki Onkologii, Hematologii i Transplantologii Pediatrycznej Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (n=40),

- Katedry i Kliniki Pediatrii, Hematologii i Onkologii Collegium Medicum Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Bydgoszczy (n=3),

- Kliniki Pediatrii, Hematologii, Onkologii i Endokrynologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (n=6),

- Kliniki Pediatrii, Onkologii, Hematologii i Diabetologii Uniwersytetu Medycznego w todzi
(n=23),

- Oddziatu Chirurgii Dzieciecej Dolnoslgskiego Szpitala Specjalistycznego im. Tadeusza

Marciniaka we Wroctawiu (n=3).

Po wstepnej ocenie preparatow barwionych metodg H+E, probki pochodzgce od 24 dzieci
uznano za niediagnostyczne (brak utkania nowotworowego nerczaka: martwica [13], tkanka
tluszczowa [3], tkanka taczna [3], utkanie zdrowej nerki [5]), 6 pacjentow wykluczono
Zz badania z powodu innego niz nerczak zarodkowy rozpoznania histopatologicznego
(rak jasnokomadrkowy nerki [1], nerczak mezoblastyczny [5]).

Z tego wzgledu, dalsza analiza dotyczyta materialu pochodzacego od 45 pacjentow.
Materiat histologiczny pochodzit z guza usunietego chirurgicznie bez wstepnej chemioterapii

przedoperacyjnej (6 pacjentéw) lub z guza resekowanego po zrealizowaniu chemioterapii
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przedoperacyjnej (38 pacjentéw), a w jednym przypadku z usunietej chirurgicznie zmiany
stwierdzonej we wczesnej wznowie nerczaka zarodkowego.

W pracowniach patomorfologii w osrodkach, w ktorych leczone byly dzieci stanowigce
grupe badang, materiat tkankowy wczes$niej utrwalony byt w 10% formalinie buforowanej
i zatapiany w parafinie. Przygotowane w ten sposOb bloczki krojono na skrawki, ktére
montowano na szkietkach podstawowych SuperFrost® Plus (Thermo Scientific, firma Menzel-
Glaser) i tak zabezpieczone wysytano do doktorantki celem wykonania dalszych badan.

Wsrod otrzymanych 47 preparatow pochodzgacych od 45 pacjentow (2 preparaty
pochodzgce od pacjenta z nerczakiem zarodkowym w st. V oraz 2 preparaty pochodzace
od pacjenta z nerczakiem zarodkowym w pierwszej manifestacji oraz wznowy) stwierdzono:

- 12 preparatow zawierajgcych utkanie guza monofazowego (w tym u jednej pacjentki
w nerce lewej, z nerczakiem zarodkowym w st. V),
- 27 preparatéw zawierajgcych utkanie guza dwufazowego (w tym w guzie u chilopca
Z pierwszg manifestacjg choroby oraz wznowie),
- 8 preparatow zawierajgcych utkanie klasycznego guza tréjfazowego (w tym u dwéch
pacjentow z nerczakiem zarodkowym w st. V).
Badania immunohistochemiczne doktorantka wykonywata w Katedrze i Zakfadzie

Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.3.1.2. Metodologia badarn immunohistochemicznych

W  otrzymanych preparatach wykonano odczyny immunohistochemiczne
z wykorzystaniem dwuetapowego systemu detekcyjnego Dako REAL™ EnVision™,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (firma Dako, kod K5007).

Po odparafinowaniu w szeregu ksylenow (3x10 minut) i odwodnieniu w szeregu
alkoholi o malejgcych stezeniach: 99,8%, 96%, 85%, 70% (po 3 minuty), skrawki ptukano
w wodzie kranowej (5 minut) i destylowanej (5 minut). Nastepnie zablokowano aktywnosc¢
endogennej peroksydazy w 1% roztworze nadtlenku wodoru (30 minut) i ponownie preparaty
ptukano w wodzie kranowej (5 minut) oraz destylowanej (5 minut). W celu odmaskowania
epitopu skrawki umieszczono w buforze cytrynianowym o pH 6,0 (Dako REAL™, Target
Retrieval Solution, kod S2031) i poddano obrdbce termicznej (2x5 minut, moc kuchenki
mikrofalowej 600 W). Po wystudzeniu preparaty ptukano w wodzie destylowanej (3x5 minut)
a nastepnie w buforze fosforanowym (PBS; firma Sigma-Aldrich, kod P4417) o pH 7,4 (3x5
minut). Pierwszy etap oceny immunohistochemicznej z uzyciem systemu detekcyjnego Dako
REAL™ EnVision™ zakonczyt sie catonocng inkubacjg w komorze wilgotnej z pierwotnymi
przeciwcialami w odpowiednich stezeniach. Nastepnie po godzinnej inkubacji w temperaturze

pokojowej, skrawki przemywano wodg destylowang i trzykrotnie ptukano w buforze PBS (3x5
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minut). W celu uwidocznienia reakcji antygen-przeciwciatlo, wykonywano potgodzinng
inkubacje z odczynnikiem detekcyjnym Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse, ktory
jest polimerem koniugowanym z peroksydazg oraz wtérnymi przeciwciatami kroliczymi
i mysimi. Po trzykrotnym wyplukaniu preparatbw w roztworze PBS, reakcja zostata
zobrazowana po inkubacji (4 minuty) z Dako REAL™ DAB+ Chromogen (tetrachlorek 3,3
diaminobenzydyny). Po zakonczeniu reakcji immunohistochemicznej preparaty zostaty
wyptukane w wodzie biezgcej (10 minut) i destylowanej (5 minut), zabarwione hematoksyling
(1 minuta) i odwadniane w szeregu alkoholi o wzrastajgcych stezeniach i szeregu ksylenéw,
a nastepnie zamkniete szkietkiem nakrywkowym montowanym w histofluidzie.

Badania przeprowadzone zostaly przy uzyciu swoistych przeciwciat przeznaczonych

do preparatéw zatopionych w parafinie. Zastosowane przeciwciata podano w Tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka zastosowanych przeciwciat

Nazwa : _ Klon Kod : : .
: Rodzaj przeciwciata o Firma Rozcie nczenie
biata przeciwciata produktu
Ki-67 monoklonalne mysie MIB-1 M7240 DAKO 1:150
antyludzkie
p27 ¥t | monoklonalne mysie SX53G8 M7203 DAKO 1:40
antyludzkie
p53 monoklonalne mysie DO-7 M7001 DAKO 1:40
antyludzkie
CD274 poliklonalne krolicze - AHP1703 AbDSerotec 1:400
antyludzkie
hTERT | poliklonalne krélicze - T2399-29 USBiological 1:400
antyludzkie
CD31 monoklonalne mysie JC70A M0823 DAKO 1:40
antyludzkie

Wykonywano takze kontrolne reakcje negatywne - skrawki nie byly inkubowane
Z pierwszorzedowym przeciwcialem a jedynie z mysim IgGl (Dako ER/PR pharmDx™

Negative Control Reagent).
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3.3.1.3. Ocena ekspresji reakcji immunohistochemicznych

Reakcje immunohistochemiczne w preparatach pochodzacych od pacjentow
Z nerczakiem zarodkowym oceniane byly przez dwie niezalezne osoby, w tym doktorantke,
przy uzyciu mikroskopu swietlnego konsultacyjnego BH2 firmy Olympus pod koncowym
powiekszeniem 100x i 200x. Ekspresja wszystkich analizowanych biatek oceniana byta
w trzech elementach skladowych klasycznego utkania nerczaka zarodkowego (nabtonkowym,

zrebowym i blastemicznym).

Ocena ekspresiji biatek Ki-67, p27 “P*. p53, CD274 oraz hTERT

Ocene ekspresji wiw biatek oparto o polilosciowg 12-punktowg skale wedlug Remmele

i Stegner (immunoreactive score, IRS) (Tabela 3.) [Remmele 1987], 0ceniajgc zaroOwno odsetek
komorek z pozytywng reakcjg (A), jak i intensywnos¢ reakcji immunohistochemicznej (B).

Wartos¢ koncowa stanowit iloczyn A x B, bedac wartoscig w przedziale 0 do 12 punktéw.

Tabela 3. Skala IRS wg Remmele i Stegner
Skala IRS wg Remmele i Stegner (0 -12 punktéw)

A: liczba komorek immunopozytywnych B: intensywno $¢ reakciji
0: brak komérek z pozytywna reakcjg 0: brak reakcji barwnej
1: do 10% komorek z pozytywna reakcjg 1: stabo nasilona reakcja barwna

2: 11 do 50% komoérek z pozytywna reakcjg | 2: srednio nasilona reakcja barwna

3: 51 do 80% komorek z pozytywng reakcjg | 3: intensywna reakcja barwna

4: > 80% komérek z pozytywng reakcja

iloczyn A x B

Ze wzgledu na malg liczbe pacjentow, ktérzy nie otrzymali chemioterapii
przedoperacyjnej (n=6) i ich znaczne zroznicowanie (niskie ryzyko: 3, posrednie ryzyko: 2,
wysokie ryzyko: 1) nie uwzgledniono ich w analizie porownawczej. Natomiast dalsza analiza
dotyczyta preparatow pochodzacych od pacjentdow, Kktérzy otrzymali chemioterapie
przedoperacyjng (n=40, w tym pacjentka z obustronnym nerczakiem zarodkowym

w V stopniu zaawansowania) (Rycina 3).
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Charakterystyka pacjentow po chemioterapii (n=40)
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Rycina 3. Charakterystyka grupy pacjentéw po chemioterapii przedoperacyjnej (n=40). W kolejnych
kolumnach przedstawiono procentowy udziat pacjentéw z guzami zakwalifikowanymi do odpowiednich
grup ryzyka w zaleznosci od budowy histopatologicznej w poszczegdlnych stopniach zaawansowania
klinicznego. W tabeli podano liczbowy rozktad pacjentéw w zaleznosci od grupy ryzyka i stopnia

zaawansowania choroby.

Zdecydowano oceni¢ zaleznosci w obrebie trzech ponizszych grup:
- u wszystkich pacjentow, ktdrzy otrzymali chemioterapie przedoperacyjng (n=40);
- U pacjentéw posredniego ryzyka, ktérzy otrzymali chemioterapie przedoperacyjng (n=28);

- U pacjentéw wysokiego ryzyka, ktérzy otrzymali chemioterapie przedoperacyjng (n=11).

W obrebie opisanych grup zdecydowano przeanalizowaé ponizsze zaleznosci:
1) ekspresja badanych biatek w poszczegdélnych elementach utkania nowotworowego

nerczaka zarodkowego oceniona wg skali IRS a grupa ryzyka wg podziatu

histopatologicznego:
a) grupa posredniego (n: 28) vs wysokiego (n: 11) ryzyka,;
2) ekspresja badanych bialek w poszczegdlnych elementach utkania nowotworowego

nerczaka zarodkowego oceniona wg skali IRS a stopien zaawansowania klinicznego:

a) wszyscy pacjenci po chemioterapii przedoperacyjnej (1:8, 1I: 11, 111:14, IV: 4, V:3): I-lll vs IV
b) pacjenci posredniego ryzyka po chemioterapii pooperacyjnej (I: 5, II: 9, lll: 10, IV: 2, V:2):
-1l vs IV
) pacjenci wysokiego ryzyka po chemioterapii pooperacyjnej (I: 2, 1I: 2, Ill: 4, IV: 2, V:1): |-l
vs IV
3) ekspresja badanych biatek w poszczeg6lnych elementach utkania nowotworowego

nerczaka zarodkowego oceniona wg skali IRS a wiek rozpoznania nerczaka zarodkowego

(<2rz>):



a) wszyscy pacjenci po chemioterapii przedoperacyjnej: <2 rz: 11 vs >2 rz: 29;
b) pacjenci posredniego ryzyka po chemioterapii pooperacyjnej: <2rz: 8 vs >2 rz: 20;
) pacjenci wysokiego ryzyka po chemioterapii pooperacyjnej: <2 rz: 2 vs >2 rz: 9;
4) ekspresja badanych bialek w poszczegoélnych elementach utkania nowotworowego

nerczaka zarodkowego oceniona wg skali IRS a wiek rozpoznania nerczaka zarodkowego

(<4rz>):
a) wszyscy pacjenci po chemioterapii przedoperacyjnej: <4 rz: 23 vs >4 rz: 17,
b) pacjenci posredniego ryzyka po chemioterapii pooperacyjnej: <4rz: 14 vs >4 rz: 14,
) pacjenci wysokiego ryzyka po chemioterapii pooperacyjnej: <4 rz: 8 vs >4 rz: 3;
5) ekspresja badanych bialek w poszczegdlnych elementach utkania nowotworowego

nerczaka zarodkowego oceniona wg skali IRS a wystgpienie progresji/wznowy choroby:

a) wszyscy pacjenci po chemioterapii przedoperacyjnej: progresja/wznowa: 5 vs remisja: 35;

Ocena ekspresji CD31 (gestos¢ naczyr krwionosnych)

Gestos$¢ naczyn krwionosnych (microvessel density, MVD) oznaczajgcg usredniong
ilo$é naczyn krwionosénych na 1 mm? oceniano w mikroskopie $wietlnym na preparatach
wyznakowanych” antygenem CD31. Ogladajgc preparaty pod malym powiekszeniem
poszukiwano obszaru o najbogatszym unaczynieniu, tzw. ,hot spot”, w obrebie ktérego, pod
koncowym powiekszeniem 200x, wybierano trzy najbardziej unaczynione fragmenty
analizowanej tkanki. Nastepnie zliczano w nich ilo§¢ naczyn krwionosnych, w ktérych doszto
do ekspresji CD31 w obrebie pola widzenia o powierzchni 0,19625 mm?® naczynia [owoc-—
Lempach 2006]. Nalezy wspomnie¢, ze do oceny ekspresji CD31 brane byly wszystkie
wybarwione komorki tworzgce naczynia krwionosnie, bez wzgledu na obecnos¢ lub brak
Swiatta naczynia. Kolejnym etapem byto przeliczenie liczby naczyn wystepujgcych w kazdym
ocenianym miejscu na 1 mm?®. Pozwolito to obliczyé $rednig arytmetyczng z trzech
ocenionych wczesniej ,hot spots”, ktéra jako wartos¢ MVD, byta konieczna do dalszej
analizy. Nastepnie oceniono zaleznosci podobne jak w przypadku wymienionych powyzej
biatek.

3.3.2. Badania molekularne

3.3.2.1. Materiat do badan molekularnych

Materiat do badan molekularnych pochodzit od 23 pacjentéw, u ktérych w trakcie
realizacji projektu badawczego w latach 2009-2011 po resekcji guza wykonanej po
zastosowaniu chemioterapii przedoperacyjnej pobrano fragment tkanki nowotworowej.
Osrodki wspotpracujgce otrzymaty wskazowki dotyczace pobierania i zabezpieczania

materiatu do dalszych badan. Zgodnie z nimi przed umieszczeniem w formalinie usunietego
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guza, w warunkach pelnej jatowoéci pobierano 1 cm? tkanki i umieszczono go w ptynie RNA-
later a nastepnie w temperaturze +4°C material byt przesytany do doktorantki i zamrazany
w temperaturze - 25°C.

Badania molekularne wykonywane byly w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.3.2.2. Metodologia badarn molekularnych
Aby oceni¢ ekspresje gendw zaangazowanych w proces modulowania angiogenezy

oraz gendéw zwigzanych z réznicowaniem macierzystych komorek embrionalnych
zastosowano metode odwrotnej transkrypcji PCR (reverse transcription PCR, RT-PCR).
Na wstepie z materiatu tkankowego izolowano informacyjny RNA (messenger RNA, mRNA),
a nastepnie przeprowadzano reakcje odwrotnej transkrypcji na komplementarny DNA
(complementary DNA, cDNA), po czym wykonano reakcje real time-PCR inkubujgc uzyskany

materiat w dostepnych komercyjnie odpowiednich macierzach ptytkowych.

Izolacja RNA
Po rozmrozeniu otrzymanych fragmentéw tkanek nowotworowych pochodzgcych

od dzieci z nerczakiem zarodkowym i rozdrobnieniu do homogenatu, dodano po 1 ml
odczynnika lizujgcego TRI Reagent (firma Sigma-Aldrich). Nastepnie do probowek dodano
0,2 ml chloroformu. Po energicznym wytrzgsaniu, probowki byly pozostawione
w temperaturze pokojowej na okoto 15 minut. Kolejnym etapem bylo odwirowanie ich
w temperaturze 4°C z predkoscig 12 000 g (przez 15 minut). Pozostaty na dnie probdéwki
osad byt usuniety, natomiast gérna warstwa zawierajgca RNA byla umieszczana w nowych
probowkach, do ktérych dodano po 0,5 ml izopropanolu w celu wytrgcenia wody.
Po wymieszaniu probéwki pozostawione byty przez 10 minut w temperaturze pokojowej
a nastepnie odwirowane w temperaturze 4°C z predkoscig 12 000 g (przez 10 minut).
Po usunieciu supernatantu osad RNA rozpuszczony zostat w 1 ml 75% etanolu i wytrzgsany
przez 20 sekund. Powstalg mieszanine wirowano w temperaturze 4°C z predkoscig 20 000 g
(przez 5 minut). Nastepnie alkohol etylowy byt usuniety a pozostaly osad osuszony
i rozpuszczony w czystej wodzie wolnej od RNAz. Stezenie wyizolowanego RNA okreslone
zostato przy pomocy spektrofotometru.

Materiat genetyczny udato sie wyizolowa¢ u 22 pacjentéw, poniewaz w jednym

przypadku jego ilo$¢ byta niewystarczajgca do dalszej analizy.

QOdwrotna transkrypcija

Reakcja odwrotnej transkrypcji, ktéra ma na celu przepisanie mMRNA na cDNA oparta

byta o zestaw odczynnikow Transciptor First Strand cDNA Synthesis Kit (firma Roche).
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Do probki kazdego badanego pacjenta dodano 1000 ng wyizolowanego wczesniej mRNA
oraz 1 pl startera oligo(dT);s 0 stezeniu 50 pmol/ul, 2 pl starera hexamer o stezeniu 600
pmol/pl a nastepnie dopetniono wodg dejonizowang do objetosci 13 pl. Po 10-minutowe]
inkubacji w temperaturze 65°C, mieszanine reakcyjng schtadzano na lodzie. W kolejnym
etapie dodano 4 pul buforu reakcyjnego RB (5-krotnie stezonego), 0,5 pl inhibitora RNAz
(40 U/l), 2 pl mieszaniny deoksynuleotydow dNTP (10mM) oraz 0,5 pl odwrotnej
transkryptazy (20 U/ul). Nastepnie, uzywajgc termocyklera firmy Eppendorf, przeprowadzono
reakcje w temperaturach wzrastajgcych: przez 10 minut w temperaturze 25°C, 60 minut
w temperaturze 50°C oraz 5 minut w temperaturze 85°C, by nastepnie schtodzi¢ mieszanine
reakcyjng na lodzie.

Nalezy wspomnie¢, ze ze wzgledu na niewielkg ilos¢ wyizolowanego mMRNA,
aby mozliwe bylo uzyskanie odpowiedniej ilosci cDNA, objetos¢ zastosowanych

odczynnikow zostata 6-krotnie zwiekszona w poroéwnaniu z zaleceniami producenta.

Reakcja taricuchowej polimerazy PCR w czasie rzeczywistym (real time-PCR)

Po uzyskaniu cDNA mozliwe bylo wykonanie reakcji real time-PCR w oparciu
o inkubacje na komercyjnie dostepnych 96-dotkowych macierzach ptytkowych zawierajacych
pary starterow dla odpowiednich grup gendéw, tj. gendéw zaangazowanych w proces
modulowania angiogenezy (Human Angiogenic Growth Factors & Angiogenesis Inhibitors
PCR Array, firma SABioscience, nr kat. PAHS-072A) (Tabela 4.) oraz gendéw zwigzanych
z réznicowaniem macierzystych komérek embrionalnych (Human Embryonic Stem Cells
PCR Array, firma SABioscience, nr kat. PAHS-081A) (Tabela 5.). U kazdego pacjenta
ekspresja wymienionych genéw wykonywana zostata na osobnej plytce (96 oddzielnych
reakcji RT-PCR), przy czym kazda z nich zawierala startery dla 84 badanych gendw,
5 genow referencyjnych (housekeeping genes, HKG) oraz kontrole pozwalajgce na wykrycie
zanieczyszczenia genomowym DNA, kontrole reakcji odwrotnej transkrypcji a takze
pozytywna kontrole PCR oceniajgcg wydajnosc¢ reakcji. Nie podano sekwenciji starteréw oraz

wielkosci powstajgcych produktow.

Tabela 4. Lista gendéw zaangazowanych w proces modulowania angiogenezy oraz reakcji kontrolnych
dla macierzy ptytkowych (Human Angiogenic Growth Factors & Angiogenesis Inhibitors PCR Array,
nr kat. PAHS-072, firma SABiosciences)

Pozycja | Unigene | GeneBank Symbol Opis Nazwa genu
; ; ; FLJ10283, GPATC?,
A01 Hs.634849 NM_018046 AGGF1 Angiogenic factor with G GPATCH?7, HSU84971,
patch and FHA domains 1 HUS84971, VG5Q
A02 Hs.528051 NM_133265 AMOT Angiomotin KIAA1071
; P ALS9, HEL168,
A03 Hs.283749 NM_001145 ANG Angiogenin, ribonuclease, MGC22466, MGC71966,
RNase A family, 5 RNASE4, RNASES
A04 Hs.369675 NM_001146 ANGPT1 Angiopoietin 1 AGP1, AGPT, ANG1
A05 Hs.583870 NM_001147 ANGPT?2 Angiopoietin 2 AGPT2, ANG2
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ANG3, ANGPT3, ARP1,

A06 Hs.591474 NM_004673 ANGPTL1 Angiopoietin-like 1 AngY, KIAA0351, UNQ162,
dJ595C2.2
AQ7 Hs.194654 NM_001702 BAI1 Braln-sp?r(]:;]filgita:)r;gllogeness FLJ41988, GDAIF
AO08 Hs.73853 NM_001200 BMP2 Bone morphogenetlc protein BMP2A
AQ9 Hs 255035 NM_001731 BTG1 B-cell tra_nsloc_atlon_ gene 1,
anti-proliferative
ch kine (C-C i HCC-2, HMRP-2B, LKN-1,
emokine (C-C moti LKN1, MIP-1D, MIP-5,
Al10 Hs.272493 NM_032965 CCL15 ligand 15 MRP-2B, NCC-3, NCC3,
SCYA15, SCYL3, SY15
GDCF-2, HC11,
Chemokine (C-C motif) HSMCR30, MCAF, MCP-1,
All Hs.303649 NM_002982 CCL2 ligand 2 MCPL, MGC9434. SCYA2.
SMC-CF
CD55 molecule, decay
Al12 Hs.126517 NM_000574 CD55 accelerating factor for CR, CROM, DAF, TC
complement (Cromer blood
group)
D59 molecul | ) 16.3A5, 1F5, EJ16, EJ30,
molecule, complemen EL32, FLJ38134,
BO1 Hs.278573 NM_000611 CD59 regulatory protein FLJ92039. G344, HRF-20,
HRF20, MAC-IP, MACIF,
B02 Hs.150793 NM_001275 CHGA Chromogranin A (pa_rathyr0|d CGA
secretory protein 1)
FLJ27325, FLJ34914,
B03 Hs.517356 NM_030582 COL18A1 Collagen, type XVIII, alpha 1 KNO, KNO1, KS,
MGC74745
B0O4 Hs.570065 NM_000091 COL4A3 Collagen, type IV, qlpha 3
(Goodpasture antigen)
Colony stimulating factor 3 C170rf33, CSF30S, GCSF
Hs.2233 NM_000759 ' ' '
BOS ° - CSF3 (granulocyte) MGC45931
; v ; C7, IFI10, INP10, IP-10,
B06 Hs.632586 NM_001565 CXCL10 Chemokl_ne (C-X-C motif) SCYB10, crg-2, gIP-10,
ligand 10 mob-1
; ; H174, I-TAC, IP-9, IP9,
BO7 Hs.632592 NM_005409 CXCL11 Chemok|.ne (C-X-C motif) MGC102770, SCYB11,
ligand 11 SCYB9B, b-R1
; ; IRH, PBSF, SCYB12,
BO8 Hs.522891 NM_000609 CXCL12 Chemok[ne (C-X-C motif) SDF1, SDF1A, SDF1B,
ligand 12 TLSF, TPARL
; ; ANGIE, ANGIE2, BCA-1,
B09 Hs.100431 NM_006419 CXCL13 Chemokl_ne (C-X-C motif) BCA1, BLC, BLRIL,
ligand 13 SCYB13
; v ; BMAC, BRAK, KEC, KS1,
B10 Hs.483444 NM_004887 CXCL14 Chemok|.ne (C-X-C motif) MGC10687, MIP-2g,
ligand 14 MIP2G, NJAC, SCYB14
; ; CINC-2a, GRO2, GROb,
B11 Hs.590921 NM_002089 CXCL2 Chemokme (C-X-C motif) MGSA-b, MIP-2a, MIP2,
ligand 2 MIP2A, SCYB2
Chemokine (C-X-C motif) CINC-2b, GRO3, GROg,
B12 Hs.89690 NM_002090 CXCL3 ligand 3 MIP-2b. MIP2B, SCYB3
co1 Hs.89714 NM_002994 CXCL5 Chemokll?gea(n%-)é-c motif) ENA-78, SCYB5
Chemokine (C-X-C moatif)
Co2 Hs.164021 NM_002993 CXCL6 ligand 6 (granulocyte A3, e P2
chemotactic protein 2)
co3 Hs. 77367 NM_002416 CXCL9 Chemokme (C-X-C motif) CMK, Humig, MIG, SCYBS9,
ligand 9 crg-10
ECGF, ECGF1, MEDPSI,
co04 Hs.592212 NM_001953 TYMP Thymidine phosphorylase MNGIE, MTDPS1,
PDECGF, TP, hPD-ECGF
C05 Hs.482730 NM_005711 EDIL3 .EG!:'.l'ke I epeats and DEL1, MGC26287
discoidin I-like domains 3
C06 Hs.115263 NM_001432 EREG Epiregulin ER
Fibrobl hi 1 AFGF, ECGF, ECGF-beta,
ibroblast growth factor ECGFA, ECGFB, FGF-
co7 Hs.483635 NM_000800 FGF1 (acidic) alpha, FGFA, GLIOT03,
HBGF1
cos Hs.6540 NM_004114 FGF13 Fibroblast growth factor 13 FGFR-13, ,f,f,fzz FHF-2,
C09 Hs.284244 NM_002006 FGF2 Fibroblast growth factor 2 BFGF, FGFB, HBGF-2

(basic)
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Fibroblast growth factor

C10 Hs.1690 NM_005130 FGFBP1 o . FGFBP, HBP17
binding protein 1
C-fos induced growth factor
C11 Hs.11392 NM_004469 FIGF (vascular endothelial growth VEGF-D, VEGFD
factor D)
CIG, DKFZp686F10164,
DKFZp686H0342,
- . DKFZp68611370,
C12 Hs.203717 NM_002026 FN1 Fibronectin 1 DKFZp686013149, ED-B,
FINC, FN, FNZ, GFND,
GFND2, LETS, MSF
D01 Hs.9914 NM_006350 FST Follistatin FS
. GEP, GP88, PCDGF,
D02 Hs.514220 NM_002087 GRN Granulin PEPI, PGRN
- - : BN, GRP-10, preproGRP,
D03 Hs.153444 NM_002091 GRP Gastrin-releasing peptide DrOGRP
Hepatocyte growth factor
D04 Hs.396530 |  NM_000601 HGF (hepapoietin A; scatter DFNB3S, T 1CE HOFB,
factor)
IFL, IFN, IFN-ALPHA, IFN-
alphaD, IFNA13, IFNA@,
D05 Hs.37026 NM_024013 IFNA1 Interferon, alpha 1 MGC138207, MGC138505,
MGC138507
D06 Hs.93177 NM_002176 IFNB1 Interferon, beta 1, fibroblast IFB, IFF, IFNB, MGC96956
D07 Hs.856 NM_000619 IFNG Interferon, gamma IFG, IFI
CSIF, IL-10, IL10A,
D08 Hs.193717 NM_000572 IL10 Interleukin 10 MGC126450, MGC126451,
TGIF
Interleukin 12A (natural killer
D09 Hs.673 NM_000882 IL12A cell stlmglatory factor 1, CLMF, IL-12A, NFSK,
cytotoxic lymphocyte NKSF1, P35
maturation factor 1, p35)
Interleukin 12B (natural killer
D10 Hs.674 NM_002187 IL12B cell stlmL_JIatory factor 2, CLMF, CLMF2, IL-12B,
cytotoxic lymphocyte NKSF, NKSF2
maturation factor 2, p40)
D11 Hs.272295 NM_052872 IL17F Interleukin 17F IL-17F, ML-1, ML1
D12 He.654458 NM_000600 IL6 Interleukin 6 (|2r)1terferon, beta | BsF2, HGIT,L:SF, IFNB2,
CXCL8, GCP-1, GCP1,
. LECT, LUCT, LYNAP,
EO1 Hs.624 NM_000584 IL8 Interleukin 8 MDNCF, MONAP, NAF,
NAP-1, NAP1
DKFZp686F2250, FPH2,
E02 Hs.1048 NM_003994 KITLG KIT ligand KL-1, Kitl, MGF, SCF, SF,
SHEP7
E03 Hs.171995 NM_001648 KLK3 Kallikrein-related peptidase 3 | APS, KLK2A1, PSA, hK3
E04 Hs.194236 NM_000230 LEP Lepton FLJ94114, OB, OBS
EO5 Hs.82045 NM_002391 MDK Midkine (r)eurlte growth- FLJ27379, MK, NEGF2
promoting factor 2)
E06 Hs.584654 NM_005938 FOX04 Forkhead box O4 AFX, AFX,\%LEAT%CIZO“QO’
EQ7 Hs.219140 NM_002521 NPPB Natriuretic peptide B BNP
Natriuretic peptide receptor
Alguanylate cyclase A ANPRA, ANPa, GUC2A
EO08 Hs.490330 NM_000906 NPR1 . . - . i ' ’
- (atrionatriuretic peptide GUCY2A, NPRA
receptor A)
E09 Hs.1976 NM_002608 PDGER Platelet-derived groy\fth factor FLJ12858, PDGF2, SIS,
beta polypeptide SSV, c-sis
Platelet derived growth factor IEGF, MGC26867,
E10 Hs.352298 NM_025208 PDGFD D SCDGF-B, SCDGFB
E11 Hs.81564 NM_002619 PF4 Platelet factor 4 exeLa, e C 138298,
D1251900, PGFL, PLGF,
E12 Hs.252820 NM_002632 PGF Placental growth factor PIGF-2, SHGC-10760
FO1 Hs.143436 NM_000301 PLG Plasminogen DKFZp779M0222
Pro-platelet basic protein B&%ggﬁgﬁi CCT)»(A&QI,
FO02 Hs.2164 NM_002704 PPBP (chemok|_ne (C-X-C motif) LA-PF4, LDGF, MDGF,
ligand 7) NAP-2, PBP, SCAR10,
FO3 Hs.1905 NM_000948 PRL Prolactin -
F04 Hs.514793 NM_032414 PROK1 Prokineticin 1 EGVEGF, PK1, PRK1
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HARP, HBGF8, HBNF,

FO5 Hs.371249 NM_002825 PTN Pleiotrophin NEGF1
Ras homolog gene family, ARH6, ARHB, MST081,
FO06 Hs.502876 NM_004040 RHOB member B MSTPO81, RHOH6
Ribonuclease/angiogenin MGC18200, MGC4569,
FO7 Hs.530687 NM_002939 RNH1 inhibitor 1 MGC54054, RAL RNH
- AML1, AML1-EVI-1,
FO08 Hs.149261 NM_001754 RUNX1 Runt-related transcription AMLCR1, CBFA2, EVI-1,
factor 1 PEBP2aB
Serpin peptidase inhibitor,
F09 Hs.75599 NM_000488 SERPINC1 clade C (antithrombin), AT3, ATIIl, MGC22579
member 1
Serpin peptidase inhibitor,
F10 Hs.414795 NM_000602 SERPINE1 clade E (nexlln, plgsmmogen PAI, PAI-1, PAI1, PLANH1
activator inhibitor type
1),member 1
Serpin peptidase inhibitor,
F11 Hss32768 | NM_oo261s | SERPINFL | C12de F(alpha-2 antiplasmin, EPC-1, PEDF
pigment epithelium derived
factor), member 1
Seri iid inhibit DKFZp686K19184,
erine peptidase inhibitor, FLJ21544, FLJ97536,
F12 Hs.331555 NM_006846 SPINK5 Kazal type 5 FLJ97596. FLJ99794.
LEKTI, LETKI, NETS, NS,
" CLEVER-1, FEEL-1, FELE-
G01 Hs.301989 NM_015136 STAB1 Stabilin 1 1, FEXL, KIAAO246,
G02 Hs.170009 NM_003236 TGFA Transforming growth factor, TFGA
Ralpha
Transforming growth factor, CED, DPD1, LAP, TGFB,
GO03 Hs.645227 NM_000660 TGFB1 beta 1 TGFbeta
Go04 Hs.164226 NM_003246 THBS1 Thrombospondin 1 THBS, THlB?'Slf,ISP’ TSP
Tyrosine kinase with
GO05 Hs.78824 NM_005424 TIE1 immunoglobulin-like and JTK14, TIE
EGF-like domains 1
TIMP metallopeptidase CLGI, EPA, EPO,
GO06 Hs.522632 NM_003254 TIMP1 inhibitor 1 FL190373, HCL TIMP
GO07 Hs.633514 NM_003255 TIMP2 TiMP r_net_al_lopeptldase CSC-21K
inhibitor 2
TIMP metallopeptidase HSMRK222, K222,
GO08 Hs.644633 NM_000362 TIMP3 inhibitor 3 K222TA2, SFD
G09 Hs.241570 NM_000594 TNF Tumor necrosis factor DIF. TNTFN?:'FS";‘; TNFA,
G10 Hs.523403 NM_003282 TNNI2 Troponin | type 2 (skeletal, AMCD2B, DA2B, FSSV,
fast) fsTnl
CMD1FF, CMD2A, CMH?7,
Gl1 Hs.644596 NM_000363 TNNI3 Troponin | type 3 (cardiac) MGC116817, RCML,
TNNCL, cTnl
Vascular endothelial growth MGC70609, MVCD1,
G12 Hs.73793 NM_003376 VEGFA factor A VEGF, VPF
HO1 Hs.534255 NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin
HO02 Hs.412707 NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine HGPRT, HPRT
phosphoribosyltransferasel
HO3 Hs.728776 NM_012423 RPL13A Ribosomal protein L13a L13A, TSTAL
HO4 Hs.592355 NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate G3PD, GAPD, MGC88685
dehydrogenase
HO05 Hs.520640 NM_001101 ACTB Actin, beta PS1TP5BP1
HO06 N/A SA_00105 HGDC Human Gen_om|_c DNA HIGX1A
Contamination
HO7 NIA SA_00104 RTC Reverse Transcription RTC
Control
HO8 NA SA_00104 RTC Reverse Transcription RTC
Control
HO9 N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription RTC
Control
H10 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control PPC
H1l N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control PPC
H12 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control PPC
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Tabela 5. Lista genow zwigzanych z réznicowaniem macierzystych komérek embrionalnych oraz

reakcji kontrolnych dla macierzy ptytkowych (Human Embryonic Stem Cells PCR Array, nr kat. PAHS-
081A, firma SABioscience)

Pozycja Unigene GeneBank Symbol Opis Nazwa genu
A01 Hs.518808 NM_001134 AFP Alpha-fetoprotein FETA, HPAFP
BRX1, biogenesis of
A02 Hs.718510 NM_018321 BRIX1 ribosomes, homolog (S. BRIX, BXDC2, FLJ11100
cerevisiae)
A03 Hs.374990 NM_001773 CD34 CD34 molecule -
BTCC-1, DRAP-27,
AO04 Hs.114286 NM_001769 CD9 CD9 molecule FLJ99568, MIC3, MRP-1,
TSPAN-29, TSPAN29
AO5 Hs.76206 NM_001795 CDH5 Cadherin 5, type 2 (vascular 7B4, CD144, FLJ17376
endothelium)
A06 Hs.174249 NM_001265 CDX2 Caudal type homeobox 2 CDX-3, CDX3
AQ7 Hs.172928 NM_000088 COL1A1 Collagen, type |, alpha 1 Ol4
A08 Hs.534398 NM_012071 COMMD3 COMM domain containing 3 DE,L:J;F;&%}%;SQ’Q’
A09 Hs.405662 NM_001878 CRABP2 Cellular ret|n0|c_ acid binding CRABP-II, RBP6
protein 2
A10 Hs.223581 NM_024415 DDX4 DEAD (Asp-GIu-AIa-Asp) MGC111074, VASA
box polypeptide 4
: CMD1I, CSM1, CSM2,
A1l Hs.594952 NM_001927 DES Desmin FLJ12025, FLI39719,
Diaphanous homolog 2 DIA, DIA2, DRF2,
Al2 Hs.226483 NM_006729 DIAPH2 (Drosophila) FLJ11167, POF, POF2
BO1 Hs.643024 NM_006892 DNMT3B DNA (cytosine-5-)- ICF, M.HsalllB
methyltransferase 3 beta
ABCDS, ET-B, ET-BR,
B02 Hs.82002 NM_000115 EDNRB Endothelin receptor type B ETB, ETBR, ETRB, HSCR,
HSCR2, WS4A
B0O3 Hs.591663 NM_005442 EOMES Eomesodermin TBR2
- HBGF-4, HST, HST-1,
B04 Hs.1755 NM_002007 FGF4 Fibroblast growth factor 4 HSTFL, K-FGF, KFGF
BO5 Hs.37055 NM_004464 FGF5 Fibroblast growth factor 5 HBGF-5, Smag-82
Fms-related tyrosine kinase
B0O6 Hs.654360 NM_002019 FLT1 1 (vascular endothelial FLT, VEGFR1
growth factor/vascular
permeability factor receptor)
CIG, DKFZp686F10164,
. . DKFZp686H0342,
BO7 Hs.203717 NM_002026 FN1 Fibronectin 1 DKFZp68611370,
DKFZp686013149, ED-B,
BO8 Hs.155651 NM_021784 FOXA2 Forkhead box A2 HNFSBT,éAF(;ngSOI
B09 Hs.546573 NM_012183 FOXD3 Forkhead box D3 AlS1, Genesis, HFH2
Gamma-aminobutyric acid
Hs.302352 NM_000814 ECAS5, MGC9051
B10 s - GABRB3 (GABA) A receptor, beta 3 '
. . GALN, GLNN, GMAP,
B11 Hs.278959 NM_015973 GAL Galanin prepropeptide MGC40167
B12 Hs.243987 NM_002052 GATA4 GATA binding protein 4 MGC126629
co1 Hs.514746 NM_005257 GATA6 GATA binding protein 6
co2 Hs.184945 NM_001485 GBX2 Gastrulation b;aln homeobox
C03 Hs.516494 NM_002054 GCG Glucagon GLP1, GLP2, GRPP
co4 Hs.28346 NM_003643 GCM1 Glial cells missing homolog 1 GCMA, hGCMa
(Drosophila)
C05 Hs.86232 NM_020634 GDF3 Growth dlfferegntlatlon factor KFS3, MCOP7, MCOPCB6
Co6 Hs.86859 NM 005310 GRB7 Growth factor receptor-
bound protein 7
Cco7 Hs.523443 NM_000518 HBB Hemaoglobin, beta CD113t-C, beta-globin
C08 Hs.585357 NM_005332 HBZ Hemoglobin, zeta
C09 Hs.655210 NM_002110 HCK Hemopoietic cell kinase JTK9
C10 Hs.46835 NM_000415 IAPP Islet amyloid polypeptide DAP, IAP
C11 Hs.458414 NM_003641 IFITM1 Interferon induced 9-27, CD225, IFI17, LEU13

transmembrane protein 1
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Interferon induced

C12 Hs.709321 NM_006435 IFITM2 . 1-8D
transmembrane protein 2
D01 Hs.35354 NM_006548 IGF2BP2 Insulln-llk(_a g_rowth fac_tor 2 IMP-2, IMP2, VICKZ2, p62
mMRNA binding protein 2
Interleukin 6 signal CD130, CDW130,
D02 Hs.532082 NM_002184 IL6ST transducer (gp130, DKFZp564F053, GP130,
oncostatin M receptor) IL-6RB
. IDDM2, ILPR, IRDN,
D03 Hs.654579 NM_000207 INS Insulin MODY10
V-kit Hardy-Zuckerman 4
D04 Hs.479754 NM_000222 KIT feline sarcoma viral C-Kit, CD117, PBT, SCFR
oncogene homolog
. CK1, EHK, EHK1, EPPK,
D05 Hs.80828 NM_006121 KRT1 Keratin 1 K1, KRT1A, NEPPK
D06 Hs.270364 NM_005559 LAMA1 Laminin, alpha 1 LAMA, S-LAM-alpha
D07 Hs.650585 NM_002291 LAMB1 Laminin, beta 1 CLM, MGC142015
D08 Hs.609663 NM_002293 LAMC1 Laminin, gamma 1 (formerly LAMB2, MGC87297
LAMB2)
D09 Hs.656214 NM_020997 LEFTY1 Left-right determination LEFTB, LEFTYB
factor 1
D10 Hs.520187 NM 003240 LEETY2 Left-right determination EBAF, LEFTA, LEFTYA,
: - factor 2 MGC46222, TGFB4
PP CD118, FLJ98106,
D11 Hs.133421 NM_002310 LIFR Leukemia inhibitory factor FLJ99923, LIF-R, SJS2,
receptor alpha STWS, SWS
Lin-28 homolog A (C. CSDD1, FLJ12457, LIN-28,
D12 Hs.86154 NM_024674 LIN28A elegans) LIN28, ZCCHCL
EO1 Hs.178023 NM_005593 MYF5 Myogenic factor 5 bHLHc2
E02 Hs.181768 NM_002478 MYOD1 Myogenic differentiation 1 MYFs'bT.ISEl’ PUM
EO03 Hs.661360 NM_024865 NANOG Nanog homeobox -
E04 Hs.527971 NM_006617 NES Nestin FLJ21841
- - BETA2, BHF-1, MODYS6,
EO5 Hs.574626 NM_002500 NEUROD1 Neurogenic differentiation 1 NEUROD, bHLHa3
EO06 Hs.370414 NM_018055 NODAL Nodal homolog (mouse) MGC138230
EQ7 Hs.248201 NM_005450 NOG Noggin SYM1, SYNS1
; B1F, B1F2, CPF, FTF,
EO8 Hs.33446 NM_003822 NR5A2 Nuclear receptor subfamily 5, FTZ-F1, FTZ-Flbeta, LRH-
group A, member 2 1, LRHL, hB1F-2
£09 Hs. 586460 NM_001489 NRGAL Nuclear receptor subfamily 6, GCNF, GCNF1, NR61,
group A, member 1 RTR
E10 Hs.654609 NM_003744 NUMB Numb homolog (Drosophila) S171
. : BHLHB1, OLIGO2,
E1ll Hs.176977 NM_005806 OLIG2 OllgodenQrpcyte lineage PRKCBP2, RACK17,
transcription factor 2 bHLHe19
E12 Hs.129706 NM_006193 PAX4 Paired box 4 KPD. mgg%g%o’
AN, AN2, D11S812E,
FO1 Hs.270303 NM_000280 PAX6 Paired box 6 MGC17209, MGDA,
WAGR
Pancreatic and duodenal GSF, IDX-1, IPF1, IUF1,
FO02 Hs.32938 NM_000209 PDX1 hOmEobox 1 MODY4, PDX.1, STF-1
Platelet/endothelial cell CD31, FLJ34100
FO3 Hs.514412 NM_000442 PECAM1 . ¢ 1
- adhesion molecule FLJ58394, PECAM-1
- Gp200, MGC138240, PC,
Fo4 Hs.690098 NM_005397 PODXL Podocalyxin-like PCLP, PCLP-1
MGC22487, OCT3, OCT4,
FO05 Hs.249184 NM_002701 POUS5F1 POU class 5 homeobox 1 OTF-3, OTF3, OTF4, Oct-
3, Oct-4
; 10g23del, BZS, DEC,
F06 Hs.500466 NM_000314 PTEN Phosphatase and tensin GLM2, MGC11227, MHAM,
homolog MMACL, PTEN1, TEP1
Fo7 Hs.351503 NM_178161 PTF1A Panqregs specific PTF1-p48, bHLHa29
transcription factor, 1a
FO8 Hs.631513 NM_005612 REST RE1-silencing transcription NRSF, XBR
factor
R lated o AML3, CBFAL1, CCD,
unt-related transcription CCD1, MGC120022,
F09 Hs.535845 NM_004348 RUNX2 factor 2 MGC120023, OSF-2,
OSF2, PEA2aA, PEBP2A1,
i Hsema-I, Hsema-lll,
F10 Hs.252451 NM_006080 SEMA3A Sema domain, MGC133243, SEMAL,

immunoglobulin domain (lg),

SEMAD, SEMAIII, SEMAL,
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short basic domain, SemD, coll-1
secreted, (semaphorin) 3A
Serpin peptidase inhibitor, ALA ALAT. AAT
F11 Hs.525557 NM_000295 SERPINA1 . cIade A (alph_a-l . MGC23330, MGC9222, Pl
antiproteinase, antitrypsin), PI1, PRO2275, alphalAT
member 1
F12 Hs.481022 NM_003013 SFRP2 Secreted fnz;led-related FRP-2, SARP1, SDF-5
protein 2
GO01 Hs.98367 NM_022454 SOX17 SRY (sex determining region FLJ22252, VUR3
Y)-box 17
G02 Hs.518438 NM 003106 SOX2 SRY (sex determining region ANOP3, MCOPS3,
s — Y)-box 2 MGC2413
GO03 Hs.12409 NM_001048 SST Somatostatin SMST
G04 Hs.506504 NM_153694 SYCP3 Synaptonem_al complex COR1, MGC71888, SCP3
protein 3
GO05 Hs.389457 NM_003181 T T, brachyury homolog MGC104817, TFT
(mouse)
GO06 Hs.161640 NM_000353 TAT Tyrosine aminotransferase
GO7 Hs.385870 NM_003212 TDGF1 Teratocarcinoma-derived CR, CRGF, CRIPTO
growth factor 1
Telomerase reverse EST2, TCS1, TP2, TRT,
G08 Hs.492203 NM_198253 TERT transcriptase hEST2, hTRT
G09 Hs.156471 NM_014553 TFCP2L1 Transcription gactor CP2-like CRTR1, LBP-9, LBP9
G10 Hs.458406 NM_003577 UTF1 Undifferentiated embryonic
cell transcription factor 1
- AWT1, GUD, NPHS4,
Gl1 Hs.591980 NM_000378 WT1 Wilms tumor 1 WAGR, WIT.2, WT33
G12 Hs.335787 NM_174900 ZFP42 Zinc finger protein 42 REX1, ZNF754
homolog (mouse)
HO1 Hs.534255 NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin
HO2 Hs.412707 NM_000194 HPRT1 Hypoxanthlne HGPRT, HPRT
phosphoribosyltransferase 1
HO3 Hs.728776 NM_012423 RPL13A Ribosomal protein L13a L13A, TSTAL
HO4 Hs.592355 NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate G3PD, GAPD, MGC88685
dehydrogenase
HO5 Hs.520640 NM_001101 ACTB Actin, beta PS1TP5BP1
HO6 N/A SA_00105 HGDC Human Gen.om[c DNA HIGX1A
Contamination
HO7 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription RTC
Control
Hos N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription RTC
Control
HO09 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription RTC
Control
H10 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control PPC
H11 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control PPC
H12 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control PPC

Reakcja real time-PCR wykonana zostata w termocyklerze firmy Applied Biosystems
7900HT Fast Real-Time PCR. Do kazdej reakcji zastosowano 25 pl mieszaniny reakcyjnej
zlozonej z 1 ul wyizolowanego wczesniej cDNA, 12,5 pl 2XMaster Mix (Maxima™ SYBR
Green/Rox gqPCR Master Mix 2X, firma Roche) oraz 11,5 pl dejonizowanej wody.
W pierwszym etapie w temperaturze 95°C doprowadzono do denaturacji matrycy cDNA
(przez 10 minut) aktywujgcej jednoczesnie polimeraze, a nastepnie do amplifikacji DNA,
ktéra odbywata sie w 40 cyklach i skltadata sie z denaturacji cDNA (w temperaturze 95°C
przez 15 s), przylgczenia starteréw (w temperaturze 60°C przez 30 s) oraz elongacji DNA

(w temp. 72°C przez 30 s). Kolejnym etapem byta denaturacja koncowa (w temp. 95°C przez
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15 s). W zastosowanej metodzie badania do detekcji poszukiwanych gendéw zastosowano

barwnik SYBR Green | interkalujgcy pomiedzy zasady DNA.

3.3.2.3. Ocena ekspresji genow regulujgcych proces angiogenezy i embriogenezy

W celu oceny profilu ekspresji genédw wlgczonych w angiogeneze oraz
embriogeneze, wczesniej otrzymane dane (wartosci Ct) zostaly zaimportowane do programu
RT? Proflier PCR Array Data Analysis.

Zdecydowano o porownaniu ekspresji gendw pomiedzy nastepujgcymi grupami
pacjentow z nerczakiem zarodkowym:

1) wszyscy pacjenci po chemioterapii przedoperacyjnej (n=16): st. I-1l (n=9) vs llI-IV (n=7)

2) pacjenci z guzami posredniego ryzyka po chemioterapii przedoperacyjnej (n=14): st. I-ll
(n=8) vs llI-IV (n=6)

3) pacjenci z guzami w I-Il stopniu zaawansowania klinicznego przed (n=5) vs po (n=9)
chemioterapii przedoperacyjnej

W normalizacji wynikow uwzgledniono takze wartosci Ct genow referencyjnych, ktorych
ekspresja powinna by¢ stata w danej tkance, bez wzgledu na rodzaj zaburzenia oraz warunki
w jakich wykonywane jest badanie. Dalszg analize oparto na zalecanych przez producenta
5 genach referencyjnych: fosforybozylotransferazie hipoksantynowej, B-2 mikroglobulinie,
biatku rybosomalnym L13a, dehydrogenazie aldehydu 3-fosfoglicerynowego oraz B-aktynie.

Przyjeto, ze granicg istotnosci zmian ekspresji poszczegdélnych gendéw (zaréwno
obnizenie, jak i podwyzszenie ekspresji) pomiedzy poréwnywanymi grupami jest 3-krotna

réznica wartosci ekspresji a wynik byt istotny statystycznie jesli p<0,05.

3.3.3. Analiza statystyczna

3.3.3.1. Analiza przezycia w badanej grupie chorych

Wykonano analize Kaplana Meiera oceniajgc w badanej grupie:
- prawdopodobienstwo catkowitego przezycia (probability of overall survival, pOS),
- prawdopodobienstwo przezycia wolnego od choroby (probability of disease free survival,
pDFS) - z uwzglednieniem wznéw
- prawdopodobienstwo przezycia wolnego od niekorzystnych zdarzen (probability of event
free survival, pEFS) - z uwzglednieniem wszystkich wydarzen wptywajgcych na dtugosc

przezycia



3.3.3.2. Wieloczynnikowa analiza wariancji
Wykonano wieloczynnikowg analize wariancji (ANOVA) oceniajac wptyw ekspresji

ocenianych biatek na wystgpienie wznowy choroby w badanej grupie.

3.3.3.3. Analiza statystyczna wynikdw badas immunohistochemicznych
Réznice miedzy badanymi grupami pacjentdow weryfikowano nastepujgcymi testami

statystycznymi:

- test U Manna-Whitneya dla dwéch grup niezaleznych,

- test Kruskala-Wallisa dla kilku grup niezaleznych.

Wyniki uznano za istotne statystycznie, gdy poziom istotnosci p wynosit <0,05. Analize

statystyczng prowadzono z zastosowaniem programu Statistica PL v. 10 (StatSoft Inc.).

3.3.3.4. Analiza ekspresji badanych biatek na podstawie wykreséw sekwencyjnych
Ze wzgledu na znaczng heterogenno$¢ analizowanej grupy pacjentéw

po chemioterapii przedoperacyjnej oraz stosunkowo mate podgrupy, w obrebie ktorych
wykonywano analizy porownawcze, a takze ryzyko uzyskania wynikéw nieistotnych
statystycznie, zdecydowano sie rowniez na bardziej indywidualng ocene otrzymanych
wynikébw badan immuohistochemicznych ocenionych w skali IRS. Wzorujgc sie
na wykresach sekwencyjnych, w zaleznosci od wartosci liczbowej dany parametr ekspres;ji

biatlek ocenianych wg skali IRS miat przyporzgdkowany odpowiedni kolor (Tabela 6.)

Tabela 6. Przyporzadkowanie do grupy w zaleznosci od wartosci liczbowej otrzymanej w skali IRS

Skala IRS
0
1-4

Takie zobrazowanie wynikéw pozwala na ich tatwiejszg indywidualng analize i ocene
zaleznosci, przypominajgc wykres typu clustergram stosowany do przedstawienia zaleznosci

miedzy ekspresjami gendw.

3.3.3.5. Analiza statystyczna wynikéw badarn molekularnych

Uzyskane wyniki poddane zostaly analizie statystycznej dzieki zastosowaniu
dostepnych na stronie internetowej firmy SABioscences aplikacji programu Standard RT?
PCR Array dla odpowiednich genéw, tj.:

- do oceny ekspresji gendw zaangazowanych w proces modulowania angiogenezy:
http://www.sabiosciences.com/rt_pcr product/HTML/PAHS-072A.html

- do oceny ekspresji gendw zwigzanych z réznicowaniem macierzystych komorek

embrionalnych: http://www.sabiosciences.com/rt pcr _product/HTML/PAHS-081A.html
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Za pomocg w/w aplikacji analizowano warto$¢ Ct oznaczajgcg numer cyklu reakcji,
w ktorym ilos¢ produktu zaczeta wzrastaC w sposOb wyktadniczy. Dzigki analizie
porownawczej AACt uwzgledniajgcej normalizacje wzgledem kontroli endogennej (Ct dla
gendw metabolizmu podstawowego) oraz kalibratora (Ct dla grupy kontrolnej) uzyskano
wynik, ktory okres$lit roznice poziomu ekspresji genéw miedzy probami badanymi
a referencyjnymi. Istotno$¢ statystyczng spostrzeganych roznic ekspresji poszczegolnych
gendw oceniano przy uzyciu testu T-studenta.

Otrzymane wyniki przedstawione zostang na wykresach:
- typu ,scattered plot”, ktéry przedstawia r6znice w ekspresji badanych genéw stwierdzanych
pomiedzy grupg badang a kontrolng. Linia srodkowa okresla brak zmiany ekspresji genéw.
Na osi Y podany jest logarytm dziesietny wartosci 2-ACt dla grupy badanej a na osi X
logarytm dziesietny wartosci 2-ACt dla grupy kontrolnej. Na wykresach nie uwzgledniono
wartosci ekspresji gendw referencyjnych i kontroli.
- typu ,volcano plot”, ktory przedstawia réznice w ekspresji badanych gendéw stwierdzanych
pomiedzy grupg badang a kontrolng uwzgledniajgc istotnos¢ statystyczng i wskazujgc
wielokrotnosé zmian ekspresji. Na osi Y podany jest ujemny logarytm dziesietny wartosci p
a na osi X logarytm o podstawie 2 ze zmiany ekspresji genéw w Grupie 1. wzgledem Grupy

2. Na wykresach nie uwzgledniono wartosci ekspresji gendw referencyjnych i kontroli.

3.4. Zgoda Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie b  adan
Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie

Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata nr 587/09
z dnia 18 czerwca 2009).
Uzyskano takze zgode na udziat w badaniu od rodzicéw pacjentéw, od ktorych

pobrano fragment swiezej tkanki nerczaka zarodkowego usunietego podczas resekcji guza.

3.5. Zrédto finansowania bada
Rozprawa doktorska zostata zrealizowana w ramach promotorskiego grantu

badawczego Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego N407 543338.
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4. Wyniki

4.1. Wyniki leczenia

W badanej grupie 45 dzieci z nerczakiem zarodkowym leczonych zgodnie
Z protokotem SIOP-2001 poczgtkowo peing pierwszg remisje (I CR) uzyskano u 44 (98%)
dzieci. Niepowodzenie leczenia spostrzegano ogdtem u 5 (11%) dzieci.

U jednego dziecka (2%) doszio do progresji howotworu po uptywie 3 miesiecy
od rozpoczecia leczenia (progresja zmian przerzutowych w ptucach oraz w lozy po guzie),
a wznowa wystgpita u 4 chorych (9%), w tym:

- WzZnowe wczeshg rozpoznano u 3 pacjentow po 5,5, 5,6 i 6,5 miesigcach od rozpoczecia
leczenia (u 2 w lozy po usunietym guzie, u 1 pacjenta w lozy po usunietym guzie i w ptucach),

- wznowe pbézng rozpoznano u 1 pacjenta po uptywie 3 lat i 4 miesiecy od zakonhczenia
leczenia i miata ona charakter wznowy miejscowej w pozostatej czesci nerki.

Stopieh zaawansowania klinicznego choroby oraz grupa ryzyka zgodnie z kryteriami
przyjetymi przez SIOP [Graf 2004] catej badanej grupy pacjentow (n=45) zostatly przedstawione
juz na Rycinie 2., natomiast stopien zaawansowania klinicznego choroby oraz grupa ryzyka

u 5 pacjentdw, u ktérych wystgpita progresja oraz wznowa choroby przedstawia Tabela 7.

Tabela 7. Charakterystyka pacjentdw z niepowodzeniem leczenia

: . Stopie n
Niepowodzenie .
I : Zaawansowania Grupa ryzyka
eczenia .
klinicznego
Progresja v wysokie ryzyko
Wznowa wczesna
- pacjent 1. A wysokie ryzyko
- pacjent 2. v wysokie ryzyko
- pacjent 3. A posrednie ryzyko
Wznowa p6zna \% wysokie ryzyko

Il CR uzyskato 2 pacjentéw z wczeshg wznowg miejscowg nerczaka zarodkowego.
Natomiast pomimo zastosowanego leczenia nie uzyskano remisji u pacjentki z progresjg
choroby, pacjenta z wczesng wznowg mieszang a takze pacjenta z p6zng wznowag
miejscowg. Ponadto jeden pacjent z nerczakiem zarodkowym grupy posredniego ryzyka,
w | stopniu zaawansowania klinicznego, zmart w | CR z powodu wrodzonej wady serca
(zespot hipoplazji lewego serca) po zakonczeniu leczenia wg protokotu AV-1. Zgon nastgpit
18 miesiecy od rozpoznania choroby nowotworowej, po kolejnym etapie leczenia
kardiochirurgicznego i nie miat zwigzku z chorobg nowotworowa.

Sposrod 45 dzieci, ktére znalazly sie grupie badanej zyje 41 dzieci (91%), w tym
w | CR 39 pacjentow (87%) (2,5-19 lat, mediana 9,4 lat), a w Il CR 2 pacjentéw (4%) (11,6 lat

i 6,5 lat). Wyniki leczenia grupy badanej przedstawia ponizsza rycina (Rycina 4.).
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Grupa badana

45 pacjentéw

1 ZGON 44 pacjentéw w | CR
(progresja)
|
39 pacjentow w | CR 4 WZNOWY (9%) 1 ZGON
(87%) - 3 wczesne wznowy (wada serca)

- 1 p6Zzna wznowa

2 pacjentéow w 1l CR 2 ZGONY
(4%) (brak remisiji)

Rycina 4. Wyniki leczenia badanej grupy (n=45)

Wykonano analize Kaplana Meiera oceniajgc w badanej grupie (n=45):

- prawdopodobienstwo catkowitego przezycia (pOS) wyniosto 0,890 +/- 0,05 (Rycina 5.)

Prawdopodobie nstwo calkowitego prze zycia (p OS)
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095 P bu—
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035
0,30
025
0.20
015
0.10
005 pOS = 0,890 +/- 0,05
0.00

Funkcja prze zycia
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Rycina 5. Krzywa Kaplana Meiera przedstawiajgca pOS w badanej grupie



- prawdopodobienstwo przezycia wolnego od choroby (pDFS) wyniosto 0,897 +/- 0,05

(Rycina 6.)
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Rycina 6. Krzywa Kaplana Meiera przedstawiajgca pDFS w badanej grupie

- prawdopodobienstwo przezycia wolnego od niekorzystnych zdarzen (pEFS) wyniosto 0,868

+/- 0,06 (Rycina 7.)
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Rycina 7. Krzywa Kaplana Meiera przedstawiajgca pEFS w badanej grupie
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4.2. Wyniki bada n immunohistochemicznych
(Dokumentacja fotograficzna analizowanych wynikéw IHC znajduje sie na stronie 105)

4.2.1. Analiza wynikéw bada n ekspres;ji Ki-67
Sposrod 40 analizowanych preparatdbw pochodzacych od 39 pacjentow, ktorzy

otrzymali chemioterapie przedoperacyjng, ekspresje Ki-67 w utkaniu nabtonkowym
stwierdzono w 8 (20%), zrebowym w 14 (35%), a w blastemicznym w 19 preparatach
(47,5%) (p=0,003).

Nie stwierdzono roznic ekspresji Ki-67 ocenianej w skali IRS w zaleznosci od grupy
rokowniczej wedtug typu utkania histopatologicznego nerczaka zarodkowego.

Poréwnujac w skali IRS ekspresje Ki-67 w poszczegdlnych elementach utkania
nerczaka zarodkowego w zaleznosci od stopnia zaawansowania  choroby
(I-111 stopien vs IV stopien) stwierdzono:

a) w calej badanej grupie pacjentéw, ktorzy otrzymali chemioterapie przedoperacyjng
(-1 n=33;

Z nowotworem w IV stopniu zaawansowania (test Manna-Whitneya, p=0,002) (Tab. 8.) (Fot.1).

IV: n=4) wyzszg ekspresje Ki-67 w utkaniu nabtonkowym u pacjentéw

Tabela 8. Ekspresja Ki-67 w utkaniu nabtonkowym nerczaka zarodkowego oceniona w skali IRS

w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego

N Ki67 Srednia SD Q25 Mediana Q75
-1l (n=33) 0,47 1,16 0,00 0,00 0,00
IV (n=4) 6,00 4,90 1,50 6,00 10,50
Poziom istotho $ci (test M-W) p=0,002

Z uwagi na znaczne roznice w liczebnosci poszczegodlnych podgrup pacjentéw
z nerczakiem zarodkowym o utkaniu posredniego oraz wysokiego ryzyka odstgpiono
od analizy statystyczne.

Porownujgc w skali IRS ekspresje Ki-67 w poszczegéinych elementach utkania
nowotworowego nerczaka zarodkowego w calej badane] grupie pacjentbw poddanych
chemioterapii przedoperacyjnej i w zaleznosci od wieku, w ktorym rozpoznano chorobe (<2rz>)
(<2 rz: n=11 vs >2 rz: n=29) stwierdzono, wyzszg ekspresje w utkaniu blastemicznym u pacjentow,

u ktérych chorobe rozpoznano ponizej 2 roku zycia (test Manna-Whitneya, p=0,009) (Tab.9.) (Fot.2).

Tabela 9. Ekspresja Ki-67 w zalezno$ci od wieku rozpoznania (<2rz>) w utkaniu blastemicznym

nerczaka zarodkowego oceniona w skali IRS

B Ki-67 Srednia SD Q25 Mediana Q75
<2rz (n=11) 5,64 4,32 0,00 6,00 9,00
>2 rz (n=29) 1,79 3,00 0,00 0,00 2,50
Poziom istotno Sci (test M-W) p=0,009
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Nie stwierdzono istotnych statystycznie r6znic ekspresji Ki-67 ocenianej w skali IRS
w poszczegolnych elementach utkania nowotworowego nerczaka zarodkowego w zaleznosci
od wieku u pacjentow z guzem o utkaniu posredniego ryzyka (<2 rz: n=8 vs >2 rz: n=20) oraz
u pacjentéw z guzem o utkaniu wysokiego ryzyka (<2 rz: n=2 vs >2 rz: n=9).

Porownujgc w skali IRS ekspresje Ki-67 w poszczegéinych elementach utkania
nowotworowego nerczaka zarodkowego w calej badanej grupie pacjentbw poddanych
chemioterapii przedoperacyjnej i w zaleznosci od wieku, w ktorym rozpoznano chorobe (<4 rz>)
(<4rz: n=23 vs >4 rz: n=17) stwierdzono wyzszg ekspresje w utkaniu blastemicznym u pacjentow,

u ktérych chorobe rozpoznano ponizej 4 roku zycia (test Manna-Whitneya, p=0,049) (Tab.10.).

Tabela 10. Ekspresja Ki-67 w zaleznosci od wieku (<4rz>) rozpoznania w utkaniu blastemicznym

nerczaka zarodkowego oceniona w skali IRS

B Ki67 Srednia SD Q25 Mediana Q75
<4 r.z. (n=23) 3,77 4,10 0,00 2,50 9,00
>4 r.z. (N=17) 1,47 2,98 0,00 0,00 2,00
Poziom istotno $ci (test M-W) p=0,049

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic ekspresji Ki-67 ocenianej w skali IRS
w poszczegolnych elementach utkania nowotworowego nerczaka zarodkowego w zaleznosci
od wieku u pacjentéw z guzem o utkaniu posredniego ryzyka (<4 rz: n=14 vs >4 rz: n=14)
oraz u pacjentéw z guzem o utkaniu wysokiego ryzyka (<4 rz: n=8 vs >4 rz: n=3).

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy ekspresji Ki-67 ocenianej w skali IRS
po zastosowaniu chemioterapii przedoperacyjnej u pacjentéw pozostajgcych w | CR (n=35)

w poréwnaniu z pacjentami, u ktérych wystgpita progresja lub wznowa nerczaka (n=5).

4.2.2. Analiza profilu ekspresji p27***
Sposrod 40 analizowanych preparatéw pochodzacych od 39 pacjentdw, ktérzy otrzymali

chemioterapie przedoperacyjna, ekspresje biatka p27<"* w utkaniu nablonkowym stwierdzono
w 8 (20%), w zrebowym w 11 (27,5%), a w blastemicznym w 6 preparatach (15%) (p=0,348).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic ekspresji p27<"* ocenianych w skali
IRS w zaleznosci od grupy rokowniczej wedtug typu utkania histopatologicznego nerczaka
zarodkowego oraz w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby.

Poréwnujgc w skali IRS ekspresje p27“"* w poszczegélnych elementach utkania
nowotworowego nerczaka zarodkowego w catej badanej grupie pacjentéw poddanych
chemioterapii przedoperacyjnej i w zaleznosci od wieku, w ktérym rozpoznano chorobe
(<2rz>) (<2 rz: n=11 vs >2 rz: n=29) stwierdzono wyzszg ekspresje w utkaniu blastemicznym

u pacjentéw, u ktérych chorobe rozpoznano ponizej 2 roku zycia (test Manna-Whitneya,
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p=0,019) (Tabela 11.) (Fot. 3.) oraz u pacjentdw z guzem o utkaniu posredniego ryzyka (<2rz:

n=8 vs >2 rz: n=20) (Tabela 12.), u ktérych nerczaka zarodkowego rozpoznano ponizej 2 roku

zycia (test Manna-Whitneya, odpowiednio p=0,019 i p=0,024).

Tabela 11. Ekspresja p274"*

nerczaka zarodkowego oceniona w skali IRS

w zaleznosci od wieku rozpoznania (<2rz>) w utkaniu blastemicznym

B p27"P! Srednia SD Q25 Mediana Q75
<2rz (n=11) 0,73 1,20 0,00 0,00 1,00
>2 rz (n=29) 0,10 0,41 0,00 0,00 0,00
Poziom istotno $ci (test M-W) p=0,019

Tabela 12. Ekspresja p27kipl w zaleznosci od wieku rozpoznania (<2rz>) w utkaniu blastemicznym

nerczaka zarodkowego w grupie posredniego ryzyka oceniona w skali IRS

INT B p27%°* Srednia SD Q25 Mediana Q75
<2 rz (n=8) 0,87 1,36 0,00 0,00 2,50
>2 rz (n=20) 0,05 0,22 0,00 0,00 0,00
Poziom istotno $ci (test M-W) p=0,024

Poréwnujgc w skali IRS ekspresie p27°* w poszczegdlnych elementach utkania
nerczaka zarodkowego u pacjentdbw w zaleznosci od wieku, w ktérym rozpoznano chorobe
(<4rz>), wyzsza ekspresje stwierdzono w utkaniu zrebowym u tych sposrod catej badanej grupy
pacjentow (<4 rz: n=23 vs >4 rz: n=17) (Tabela 13.) (Fot.4.) oraz sposrod pacjentbw z guzem
o utkaniu posredniego ryzyka (<4rz: n=14, >4 rz: n=14) (Tabela 14.), u ktorych nerczaka
zarodkowego rozpoznano ponizej 4 roku zycia (test Manna-Whitneya, odpowiednio p=0,031
i p=0,026).

Tabela 13. Ekspresja p27kipl w zaleznosci od wieku rozpoznania (<4rz>) w utkaniu zrebowym

nerczaka zarodkowego oceniona w skali IRS

Z p27"*? Srednia SD Q25 Mediana Q75
<4 rz (n=23) 1,73 2,58 0,00 0,00 0,00
>4 rz (n=17) 0,23 0,66 1,50 6,00 10,50
Poziom istotno Sci (test M-W) p=0,031

Tabela 14. Ekspresja p27kipl w zaleznosci od wieku rozpoznania (<4rz>) w utkaniu zrebowym

nerczaka zarodkowego w grupie posredniego ryzyka oceniona w skali IRS

Z INT p27¢Pt Srednia SD Q25 Mediana Q75
<4rz (n=14) 2,28 2,95 0,00 1,00 4,50
>4 rz (n=14) 0,28 0,73 0,00 0,00 0,00
Poziom istotno Sci (test M-W) p=0,026
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Z uwagi nha znaczne réznice w liczebnosci podgrup pacjentdw z nerczakiem
zarodkowym o utkaniu wysokiego ryzyka odstgpiono od analizy statystycznej.

Nie stwierdzono istotnej statystycznie réznicy ekspresji p27“** ocenianej w skali IRS
po zastosowaniu chemioterapii przedoperacyjnej u pacjentow pozostajgcych w I CR (n=35)

w poréwnaniu z pacjentami, u ktérych wystgpita progresja lub wznowa nerczaka (n=5).

4.2.3. Analiza profilu ekspresji p53
Sposrod 40 analizowanych preparatow pochodzacych od 39 pacjentow, ktérzy otrzymali

chemioterapie przedoperacyjna, ekspresje biatka p53 w utkaniu nabtonkowym stwierdzono
w 4 (10%), zrebowym w 2 (5%) a blastemicznym w 9 preparatach (22,5%) (p=0,02).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic ekspresji p53 ocenianej w skali IRS
w zaleznosci od grupy rokowniczej wedtug typu utkania histopatologicznego nerczaka
zarodkowego i wieku, w ktérym rozpoznano chorobe (<2rz> oraz <4rz>) oraz
w poszczegllnych elementach utkania guza w zaleznosci od stopnia zaawansowania
choroby.

Poréwnujagc w skali IRS ekspresje p53 w poszczegolnych elementach utkania
nowotworowego herczaka zarodkowego u pacjentdw pozostajagcych w | CR (n=35)
i u pacjentow, u ktérych wystgpita progresja lub wznowa nerczaka (n=5) stwierdzono wyzszg
ekspresje p53 w utkaniu nabtonkowym u tych ostatnich chorych (test Manna-Whitneya,
p=0,009) (Tabela 15.) (Fot. 5.).

Tabela 15. Ekspresja p53 w utkaniu nabtonkowym nerczaka zarodkowego oceniona w skali IRS

u pacjentow pozostajgcych w | CR i u pacjentéw, u ktérych wystgpita progresja/wznowa nerczaka

zarodkowego

N p53 Srednia SD Q25 Mediana Q75
bez progresjilwz nowy (n=35) 0,14 0,60 0,00 0,00 0,00
progresja/wznowa (n=5 ) 0,75 0,96 0,00 0,50 1,75
Poziom istotho $ci (test M-W) p=0,009

4.2.4. Analiza profilu ekspresji CD274
Sposrod 40 analizowanych preparatéw pochodzacych od 39 pacjentdw, ktérzy otrzymali

chemioterapie przedoperacyjng, ekspresje biatka CD274 w utkaniu nabtonkowym stwierdzono
w 7 (17,5%), zrebowym w 1 (2,5%) a blastemicznym w 5 preparatach (12,5%) (p=0,097).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic ekspresji CD274 ocenianych w skali
IRS w zaleznosci od grupy rokowniczej wedtug typu utkania histopatologicznego nerczaka
zarodkowego, stopnia zaawansowania klinicznego, wieku, w ktérym rozpoznano nerczaka

zarodkowego oraz wystgpienia progresji/wznowy choroby.
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4.2.5. Analiza profilu ekspresji hnTERT
Sposrdd 40 analizowanych preparatéw pochodzgcych od 39 pacjentdw, ktorzy otrzymali

chemioterapie przedoperacyjng, ekspresje hTERT w utkaniu nabtonkowym stwierdzono
w 7 (17,5%), zrebowym w 2 (5%) a blastemicznym w 15 preparatach (37,5%) (p=0,002).
Porownujgc ekspresje hTERT w skali IRS u pacjentébw z nerczakiem zarodkowym
w zaleznosci od grupy rokowniczej wedtug typu utkania histopatologicznego guza (ryzyko
posrednie: n=28; ryzyko wysokie: n=11) stwierdzono wyzszg ekspresje hTERT w utkaniu
nabtonkowym u pacjentoéw wysokiego ryzyka (test Manna-Whitneya, p=0,017) (Tab.16.) (Fot. 6.).

Tabela 16. Ekspresja hTERT w grupach ryzyka w utkaniu nabtonkowym nerczaka zarodkowego
oceniona w skali IRS

N hTERT Srednia SD Q25 Mediana Q75
INT (n=28) 0,18 0,77 0,00 0,00 0,00
HIGH (n=11) 2,27 3,58 0,00 0,00 6,00
Poziom istotho $ci (test M-W) p=0,017

Natomiast nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic ekspresji hTERT
w poszczegolnych elementach utkania nowotworowego nerczaka zarodkowego w zaleznosci
od stopnia zaawansowania choroby, w zalezno$ci od wieku rozpoznania choroby (<2rz> oraz
<4rz>) a takze u pacjentéw pozostajgcych w | CR (n=35) w por6éwnaniu z pacjentami,
u ktorych wystapita progresja lub wznowa nerczaka (n=5).

4.2.6. Wyniki analizy ekspresji badanych bialek na podstawie wykresow
sekwencyjnych

Na wykresie typu clustergram przedstawiono ekspresje badanych biatek
w poszczegolnych elementach utkania u pacjentdéw, u ktorych doszto do progresji i wznowy
choroby (Rycina 8.).

nabtonek Zr gb blastema
CD h CD H CD h

Rycina 8. Analiza typu clustergram przedstawiajgca pacjentéw z progresja/wznowg choroby



Na wykresie typu clustergram przedstawiono ekspresje badanych biatek
w poszczegoblnych elementach utkania u dwoch pacjentdw z grupy wysokiego ryzyka

z utkaniem rozsianym anaplastycznym (Rycina 9.).

nabtonek zr ab blastema
CD |h CD |h CD |h
Ki67 |P27 |p53 |274 |TERT|Ki67 |P27 |p53 |274 |TERT |Ki67 |p27 |p53 |274 |TERT

Rycina 9. Analiza typu clustergram przedstawiajgca pacjentdw z nerczakiem zarodkowym o utkaniu

rozsianym anaplastycznym

4.2.7. Analiza profilu ekspresji CD31 (analiza MVD)
Sposréd 40 analizowanych preparatow pochodzgcych od 39 pacjentow, ktorzy

otrzymali chemioterapie przedoperacyjna, ekspresje CD31 w utkaniu nabtonkowym
stwierdzono u 4 (10%), a w blastemicznym u 23 pacjentéw (57,5%).

Poniewaz nie stwierdzono ekspresji CD31 w utkaniu zrebowym, a ekspresja
w utkaniu nabtonkowym stwierdzona zostata tylko u 4 pacjentow, dalsza analiza statystyczna
objeta jedynie pacjentow, u ktérych MVD oceniono w elemencie blastemicznym.

Nie stwierdzono zaleznosci miedzy wartoscig MVD a grupg rokowniczg wediug typu
utkania histopatologicznego nerczaka zarodkowego, stopniem zaawansowania Kklinicznego,
wiekiem, w ktérym rozpoznano nerczaka zarodkowego oraz wystgpieniem progresji/wznowy
choroby.

Srednia warto$é MVD w grupie posredniego ryzyka wyniosta 43,06/mm? natomiast
w grupie wysokiego ryzyka 34,28/mm?, jednak nie wykazano réznic istotnych statystycznie

miedzy grupami ryzyka (Tabela 17.) (Fot.7.).

Tabela 17. Srednie warto$ci MVD w grupie posredniego i wysokiego ryzyka

MVD [/mm?] Srednia SD Q25 Mediana Q75
INT (n=28) 48,04 | 50,17 0,00 39,91 87,90
HIGH (n=11) 34,28 37,25 0,00 28,87 56,05
Poziom istotno $ci p = 0,447
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4.2.8. Wyniki wieloczynnikowej analizy wariancji

W wieloczynnikowej analizie wariancji (ANOVA) oceniajgcej

ocenianych biatek na wystgpienie wznowy choroby w badanej grupie nie wykazano réznic

wptyw ekspresji

istotnych statystycznie (Tabela 18.).

Tabela 18. Wieloczynnikowa analiza wariancji

Brak wznowy | Wznowa

-0,99978 -0,99975
E Ki-67 -0,99977 -0,99966
Z Ki-67 -0,99967 -0,99985
B Ki-67 -0,99986 -0,99972
E p27kip1 -0,99973 -0,99972
Z p27kipl -0,99975 -0,99982
B p27kipl -0,99985 -0,99970
E p53 -0,99972 -0,99974
Z p53 -0,99975 -0,99992
B p53 -0,99992 -0,99994
E CD274 -0,99992 -0,99988
Z CD274 -0,99987 -0,99996
B CD274 -0,99995 -0,99968
E hTERT -0,99967 -0,99979
Z hTERT -0,99978 -0,99976
B hTERT -0,99977 -0,99976
E MVD -0,99967 -0,99953
Z MVD -0,99986 -0,99955
B MVD -0,99973 -0,99975

Na podstawie wieloczynnikowe] analizy wariancji prawdopodobienstwo wystgpienia

wznowy nerczaka zarodkowego w zaleznosci od ekspresji ocenianych biatek

w poszczegolnych elementach utkania guza wynosi 17,99% (Tabela 19.).

Tabela 19. Wieloczynnikowa analiza wariancji prawdopodobienstwa wystgpienia wznowy nerczaka

zarodkowego

Warto $¢ wtasna

Warto $¢ wiasna % warianciji % skumulowany
skumulowana
Brak wznowy 9,96026 13,99444 9,96026 13,99444
Wznowa 9,995244 17,99144 19,955504 31,98588

4.3. Wyniki bada n ekspresji genéw reguluj

4.3.1. Analiza ekspresji genow reguluj

acych proces angiogenezy

acych proces angiogenezy i embriogenezy

W zaleznosci od skfadowej utkania nerczaka, punktu czasowego, w ktérym wykonano

badanie (przed lub po chemioterapii przedoperacyjnej), stopnia klinicznego zaawansowania

oraz wieku w chwili rozpoznania guza stwierdzono nastepujgce réznice ekspresji badanych

gendw regulujgcych proces angiogenezy:
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1) nerczak zarodkowy po chemioterapii przedoperacyjnej w st. I-11 (n=9) vs lll-IV (n=7)

W analizie ,scatter plot” u pacjentéw po chemioterapii przedoperacyjnej w -1V
stopniu zaawansowania klinicznego (Grupa 2) stwierdzono wyzszg ekspresje 4 genow
(CXCL2, CXCL3, IL6, SERPINE1) oraz nizszg ekspresje 2 gendéw (CHGA, SPINK5)
w poréwnaniu z pacjentami po chemioterapii przedoperacyjnej w -1l stopniu zaawansowania

klinicznego (Grupa 1) (Rycina 10.).

Grupa 2 vs Grupa 1
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Rycina 10. Analiza scatter plot ekspresji wszystkich badanych genéw regulujgcych angiogeneze (z wylaczeniem genéw
referencyjnych i kontroli) w grupie pacjentéw z nerczakiem po chemioterapii przedoperacyjnej poréwnujgca guza w I-ll
(Grupa 1) wzgledem guza w IlI-IV (Grupa 2) stopniu zaawansowania klinicznego. Linia srodkowa - ekspresja identyczna
dla badanych grup, linie boczne - granica istotnosci zmian w ekspresiji (3x), © - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie
pacjentéw po chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w llI-IV stopniu zaawansowania klinicznego, ° - geny o obnizonej

ekspresji w grupie pacjentéw po chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w lll-IV stopniu zaawansowania klinicznego.

Po wykonaniu analizy ,volcano plot” uwzgledniajgcej odchylenia standardowe
dotyczgce zmian ekspresji gendw oraz oceniajgcej istotnos¢ statystyczng, u pacjentow
po chemioterapii przedoperacyjnej w IlI-IV stopniu zaawansowania klinicznego stwierdzono

wyzszg ekspresje juz tylko 2 genéw (CXCL2, IL6) (p<0,05) (Rycina 11.).
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Grupa 2 vs Grupa 1
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Rycina 11. Analiza typu volcano plot ekspresji wszystkich badanych genéw regulujgcych angiogeneze (z wytgczeniem
gendw referencyjnych i kontroli) w grupie pacjentdéw z nerczakiem zarodkowym po chemioterapii przedoperacyjnej
poréwnujgca guza w I-ll (Grupa 1) wzgledem guza w IlI-IV (Grupa 2) stopniu zaawansowania klinicznego. Linia
srodkowa - ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne - granica istotnosci zmian w ekspresji (3x), linia
pozioma - granica istotnosci statystycznej, © - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie pacjentdw po chemioterapii
przedoperacyjnej z guzem w llI-IV stopniu zaawansowania klinicznego, ° - geny o obnizonej ekspresji w grupie
pacjentdéw po chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w IlI-1V stopniu zaawansowania klinicznego.

Podsumowujgc, w analizowanym poréwnaniu u pacjentdw z guzem w wyzszym
stopniu zaawansowania klinicznego stwierdzono wyzszg ekspresje genow CXCL2
(zwiekszenie ekspresji 5,1264-krotne, p=0,0427) oraz IL6 (zwiekszenie ekspresji 6,9995-
krotne, p=0,0363) (Tabela 20.).

Tabela 20. Zmiana ekspresji genéw regulujacych proces angiogenezy w nerczaku zarodkowym

po chemioterapii przedoperacyjnej z w IlI-1V stopniu zaawansowania klinicznego

Nazwa genu Krotno $¢ zmiany ekspresiji Poziom istotno $cip
CXCL2 5,1264 0,0427
IL6 6,9995 0,0363
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2) nerczak zarodkowy posredniego ryzyka po chemioterapii przedoperacyjnej w st. I-ll
(n=8) vs llI-1V (n=6)

W analizie ,scatter plot” u pacjentdow posredniego ryzyka po chemioterapii
przedoperacyjnej w IlI-1V stopniu zaawansowania klinicznego (Grupa 2) stwierdzono wyzszg
ekspresje 3 gendéw (CXCL2, IL6, TIMP2) oraz nizszg ekspresje 2 genow (CHGA, SPINK5)
w porownaniu z pacjentami posredniego ryzyka po chemioterapii przedoperacyjnej

w I-II stopniu zaawansowania klinicznego (Grupa 1) (Rycina 12.).
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Rycina 12. Analiza scatter plot ekspresji wszystkich badanych genéw regulujgcych angiogeneze (z wylgczeniem

gendw referencyjnych i kontrol) w grupie pacjentdw z nerczakiem posredniego ryzyka po chemioterapii
przedoperacyjnej poréwnujgca guza w I-ll (Grupa 1) wzgledem guza w IllI-IV (Grupa 2) stopniu zaawansowania
klinicznego. Linia srodkowa - ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne - granica istotnosci zmian w
ekspresji (3x), © - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie pacjentdw posredniego ryzyka po chemioterapii
przedoperacyjnej z guzem w llI-IV stopniu zaawansowania klinicznego, ° - geny o obnizonej ekspresji w grupie

pacjentéw posredniego ryzyka po chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w llI-IV stopniu zaawansowania klinicznego.

Po wykonaniu analizy ,volcano plot” uwzgledniajgcej odchylenia standardowe
dotyczgce zmian ekspresji gendw oraz oceniajgcej istotnos¢ statystyczng, nie stwierdzono

istotnych zmian ekspresji genéw w obrebie poréwnywanych grup.
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3) nerczak zarodkowy w I-1l stopniu zaawansowania klinicznego przed (n=5) vs po (n=9)

chemioterapii przedoperacyjnej

Na analizie ,scatter plot” u pacjentdw z guzem w I-ll stopniu zaawansowania klinicznego
przed chemioterapig przedoperacyjng (Grupa 2) stwierdzono wyzszg ekspresje 13 genéw (CCL15,
COL4A3, CXCL14, CXCL3, CXCL5, FN1, HGF, PGF, SERPINE1, THBS1, TIMP1, TIMP2, TNF)
oraz nizsza ekspresje 2 genow (CHGA, SPINK5) w poréwnaniu z pacjentami z guzem w I-l|

stopniu zaawansowania klinicznego po chemioterapii przedoperacyjnej (Grupa 1) (Rycina 13.).
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Rycina 13. Analiza scatter plot ekspresji wszystkich badanych genéw regulujgcych angiogeneze (z wylgczeniem
gendéw referencyjnych i kontroli) w grupie pacjentéw z nerczakiem zarodkowym w I-ll stopniu zaawansowania
klinicznego przed chemioterapia przedoperacyjng (Grupa 2) wzgledem pacjentdw po chemioterapii
przedoperacyjnej (Grupa 1). Linia srodkowa - ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne - granica
istotnosci zmian w ekspresji (3x), ° - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie pacjentéw z guzem w I-Il stopniu
zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjna, © - geny o obnizonej ekspresji w grupie

pacjentéw z guzem w I-1l stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjna.

Po wykonaniu analizy ,volcano plot”, uwzgledniajgcej odchylenia standardowe
dotyczace zmian ekspresji gendw oraz oceniajgcej istotnos¢ statystyczna, u pacjentdw z guzem
w -l stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjng stwierdzono
wyzszg ekspresje juz tylko 4 genéw (COL4A3, HGF, PGF, TIMP1) (p<0,05) (Rycina 14.).
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Grupa 2 vs Grupa 1
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Rycina 14. Analiza ,volcano plot” ekspresji wszystkich badanych genéw regulujgcych angiogeneze (z wylgczeniem
gendw referencyjnych i kontrol) w grupie pacjentdw z nerczakiem zarodkowym w I-ll stopniu zaawansowania
klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjng (Grupa 2) wzgledem pacjentéw po chemioterapii przedoperacyjnej
(Grupa 1). Linia srodkowa - ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne - granica istotnosci zmian w ekspresiji
(3x), linia pozioma - granica istotnosci statystycznej, © - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie pacjentéw z guzem
w I-Il stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjna, © - geny o obnizonej ekspresji w grupie

pacjentéw z guzem w |-l stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjna.

Podsumowujgc, u pacjentbw z guzem w I-Il stopniu zaawansowania klinicznego
przed chemioterapig przedoperacyjng stwierdzono wyzszg ekspresje gendw COL4A3
(zwiekszenie ekspresji 5,0578-krotne, p=0,0242), HGF (zwiekszenie ekspresji 6,96-krotne,
p=0,0357), PGF (zwiekszenie ekspresji 3,3738-krothe, p=0,0351) oraz TIMP1 (zwiekszenie
ekspres;ji 3,2331-krotne, p=0,0034) (Tabela 21.)

Tabela 21. Zmiana ekspresji genoéw regulujgcych proces angiogenezy w nerczaku zarodkowym w I-11

stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjna

Nazwa genu Krotno $€ zmiany ekspres;ji Poziom istotno $ci p
COL4A3 5,0578 0,0242
HGF 6,9600 0,0357
PGF 3,3738 0,0351
TIMP1 3,2331 0,0034
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4.3.2. Analiza ekspresji gendw reguluj gcych proces embriogenezy
W zaleznosci od skfadowej utkania nerczaka, punktu czasowego, w ktérym wykonano

badanie (przed i po chemioterapii przedoperacyjnej), stopnia klinicznego zaawansowania
oraz wieku w chwili rozpoznania guza stwierdzono nastepujgce réznice ekspresji badanych

gendw regulujgcych proces embriogenezy:

1) nerczak zarodkowy po chemioterapii przedoperacyjnej w st. I-1l (n=9) vs lll-IV (n=7):

Na wykresie ,scatter plot” u pacjentéw po chemioterapii przedoperacyjnej w IlI-IV
stopniu zaawansowania klinicznego (Grupa 2) stwierdzono wyzszg ekspresje 2 gendw
(RUNX2, SERPINA1) oraz nizszg ekspresje 4 genow (CRABP2, GATA4, SST, WT1)
w poréwnaniu z pacjentami po chemioterapii przedoperacyjnej w -1l stopniu zaawansowania

klinicznego (Grupa 1) (Rycina 15.).
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Rycina 15. Analiza scatter plot ekspresji wszystkich badanych genéw regulujgcych embriogeneze
(z wylgczeniem gendw referencyjnych i kontroli) w grupie pacjentdbw z nerczakiem po chemioterapii
przedoperacyjnej poréwnujgca guza w I-1l (Grupa 1) wzgledem guza w llI-IV (Grupa 2) stopniu zaawansowania
klinicznego. Linia srodkowa - ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne - granica istotnosci zmian
w ekspresji (3x), © - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie pacjentdow po chemioterapii przedoperacyjnej z
guzem w llI-IV stopniu zaawansowania klinicznego, ° - geny o obnizonej ekspresji w grupie pacjentéw po

chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w llI-1V stopniu zaawansowania klinicznego.
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Po wykonaniu analizy ,volcano plot” uwzgledniajgcej odchylenia standardowe
dotyczagce zmian ekspresji gendéw oraz oceniajgcej istotnos¢ statystyczng, u pacjentéw
po chemioterapii przedoperacyjnej w IlI-IV stopniu zaawansowania klinicznego stwierdzono

wyzszg ekspresje juz tylko 1 genu (RUNX2) (p<0,05) (Rycina 16.).
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Rycina 16. Analiza typu volcano plot ekspresji wszystkich badanych genéw regulujgcych embriogeneze
(z wytaczeniem genéw referencyjnych i kontroli) w grupie pacjentdow z nerczakiem zarodkowym po chemioterapii
przedoperacyjnej poréwnujgca guza w I-ll (Grupa 1) wzgledem guza w llI-IV (Grupa 2) stopniu zaawansowania
klinicznego. Linia srodkowa - ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne - granica istotnosci zmian
w ekspres;ji (3x), linia pozioma - granica istotnosci statystycznej, © - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie pacjentéw
po chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w llI-1V stopniu zaawansowania klinicznego, © - geny o obnizonej ekspresiji

w grupie pacjentéw po chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w llI-1IV stopniu zaawansowania klinicznego.

Podsumowujgc, u pacjentbw z guzem w wyzszym stopniu zaawansowania
klinicznego stwierdzono wyzszg ekspresje genu RUNX2 (zwiekszenie ekspresji 3,5265-

krotne, p=0,0057) (Tabela 22.).

Tabela 22. Zmiana ekspresji genéw regulujgcych proces embriogenezy w nerczaku zarodkowym

po chemioterapii przedoperacyjnej w IlI-1V stopniu zaawansowania klinicznego

Nazwa genu

Krotno $€ zmiany ekspresji

Poziom istotno $ci p

RUNX2

3,5265

0,0057
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2) nerczak zarodkowy posredniego ryzyka po chemioterapii przedoperacyjnej w st. 1-
(n=8) vs llI-1IV (n=6):

W analizie ,scatter plot” u pacjentdow posredniego ryzyka po chemioterapii
przedoperacyjnej w IlI-1V stopniu zaawansowania klinicznego (Grupa 2) stwierdzono wyzszg
ekspresje 3 gendéw (NEUROD1, RUNX2, SERPINAl) w poréwnaniu z pacjentami
posredniego ryzyka po chemioterapii przedoperacyjnej w I-ll stopniu zaawansowania
klinicznego (Grupa 1) (Rycina 17.).
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Rycina 17. Analiza scatter plot ekspresji wszystkich badanych gendéw regulujgcych embriogeneze (z wytgczeniem
gendéw referencyjnych i kontroli) w grupie pacjentdw z nerczakiem posredniego ryzyka po chemioterapii
przedoperacyjnej poréownujgca guza w I-ll (Grupa 1) wzgledem guza w llI-IV (Grupa 2) stopniu zaawansowania
klinicznego. Linia $rodkowa - ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne - granica istotnosci zmian
w ekspresji (3x), © - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie pacjentdw posredniego ryzyka po chemioterapii
przedoperacyjnej z guzem w llI-IV stopniu zaawansowania klinicznego, ° - geny o obnizonej ekspresji w grupie
pacjentéw posredniego ryzyka po chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w llI-IV stopniu zaawansowania klinicznego.

Po wykonaniu analizy ,volcano plot” uwzgledniajgcej odchylenia standardowe dotyczace
zmian ekspresji gendéw oraz oceniajgcej istotnos¢ statystyczng, u pacjentéw posredniego ryzyka
po chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w Ill-IV stopniu zaawansowania klinicznego

stwierdzono wyzszg ekspresje juz tylko 1 genu (RUNX2) (p<0,05) (Rycina 18.).
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Rycina 18. Analiza typu volcano plot ekspresji wszystkich badanych gendéw regulujgcych embriogeneze
(z wytaczeniem genéw referencyjnych i kontroli) w grupie pacjentdéw z nerczakiem zarodkowym posredniego
ryzyka po chemioterapii przedoperacyjnej poréwnujgca guza w I-l1l (Grupa 1) wzgledem guza w IlI-IV (Grupa 2)
stopniu zaawansowania klinicznego. Linia srodkowa - ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne -
granica istotnosci zmian w ekspresiji (3x), linia pozioma - granica istotnosci statystycznej, © - geny o podwyzszonej
ekspresji w grupie pacjentow posredniego ryzyka po chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w llI-IV stopniu
zaawansowania klinicznego, ° - geny o obnizonej ekspresji w grupie pacjentéw posredniego ryzyka po

chemioterapii przedoperacyjnej z guzem w llI-1V stopniu zaawansowania klinicznego.

Podsumowujgc, u pacjentow posredniego ryzyka z guzem w wyzszym stopniu
zaawansowania klinicznego stwierdzono wyzszg ekspresje genu RUNX2 (zwigkszenie
ekspresji 3,4463-krotne, p=0,0197) (Tabela 23.).

Tabela 23. Zmiana ekspresji genéw regulujgcych proces embriogenezy w nerczaku zarodkowym

posredniego ryzyka po chemioterapii przedoperacyjnej w llI-1V stopniu zaawansowania klinicznego

Nazwa genu Krotno $¢€ zmiany ekspresji Poziom istotno $ci p

RUNX2 3,4463 0,0197

3) nerczak zarodkowy posrednieqo ryzyka w_I-Il_stopniu zaawansowania Klinicznego

przed chemioterapia przedoperacyjng (n=5) vs po chemioterapii przedoperacyjnej

(n=9):
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Na analizie ,scatter plot” u pacjentbw z guzem w I-ll stopniu zaawansowania
klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjng (Grupa 2) stwierdzono wyzszg ekspresje
12 gendw (COL1A1, FGF5, FLT1, FN1, GATA6, NEUROD1, RUNX2, SEMA3A, SERPINA1,
TAT, TFCP2L1, ZFP42) oraz nizszg ekspresje 5 genow (GATA4, HBB, MYF5, MYOD1,
WT1) w poréwnaniu z pacjentami z guzem w I-ll stopniu zaawansowania klinicznego

po chemioterapii przedoperacyjnej (Grupa 1) (Rycina 19.).
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Rycina 19. Analiza scatter plot ekspresji wszystkich badanych genéw regulujgcych embriogeneze
(z wytaczeniem gendéw referencyjnych i kontroli) w grupie pacjentéw z nerczakiem zarodkowym w I-II stopniu
zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjng (Grupa 2) wzgledem pacjentéw po
chemioterapii przedoperacyjnej (Grupa 1). Linia srodkowa - ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne
- granica istotnosci zmian w ekspres;ji (3x), © - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie pacjentéw z guzem w I-ll
stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjng, ° - geny o obnizonej ekspresji

w grupie pacjentow z guzem w |-l stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjna.

Po wykonaniu analizy ,volcano plot”, uwzgledniajgcej odchylenia standardowe
dotyczagce zmian ekspresji genOw oraz oceniajgcej istotnos¢ statystyczng, u pacjentow z
guzem w [-ll stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjng
stwierdzono wyzszg ekspresje juz tylko 5 genow (FGF5, FLT1, GATA6, RUNX2, SEMA3A)
(p<0,05) (Rycina 20.).
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Rycina 20. Analiza ,volcano plot” ekspresji wszystkich badanych genéw regulujgcych embriogeneze (z wylgczeniem
gendéw referencyjnych i kontroli) w grupie pacjentéw z nerczakiem zarodkowym w I-Il stopniu zaawansowania
klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjng (Grupa 2) wzgledem pacjentéw po chemioterapii przedoperacyjnej
(Grupa 1). Linia $srodkowa - ekspresja identyczna dla badanych grup, linie boczne - granica istotnosci zmian w ekspresiji
(3x), linia pozioma - granica istotnosci statystycznej, © - geny o podwyzszonej ekspresji w grupie pacjentéw z guzem
w I-Il stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjna, © - geny o obnizonej ekspresji w grupie
pacjentéw z guzem w |-l stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjna.

Podsumowujgc, u pacjentdw z guzem w I-ll stopniu zaawansowania Klinicznego przed
chemioterapig przedoperacyjng stwierdzono wyzszg ekspresje genow FGF5 (zwigkszenie
ekspresji 6,2085-krotne, p=0,0206), FLT1 (zwiekszenie ekspresji 3,0403-krotne, p=0,0460),
GATAG (zwiekszenie ekspresji 4,3789-krotne, p=0,0129), RUNX2 (zwiekszenie ekspresji 3,9877
-krotne, p=0,0201) oraz SEMA3A (zwiekszenie ekspresji 8,0167-krotne, p=0,0267) (Tabela 24.).

Tabela 24. Zmiana ekspresji genéw regulujgcych proces embriogenezy w nerczaku zarodkowym w I-11
stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjna

Nazwa genu Krotno $€ zmiany ekspresji Poziom istotno $ci p
FGF5 6,2085 0,0206
FLT1 3,0403 0,0460
GATAG6 4,3789 0,0129
RUNX2 3,9877 0,0201
SEMA3A 8,0167 0,0267
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5. Dyskusja

Nerczak zarodkowy jest najczestszym pierwotnym guzem nerki u dzieci i miodziezy,
stanowigc ok. 6-8% wszystkich chor6b nowotworowych wtej grupie wiekowej. Dzieki
kompleksowej terapii ztozonej z leczenia operacyjnego, chemioterapii i radioterapii, udaje sie
wyleczy¢ okoto 85% pacjentow z tym nowotworem [weirich 2004]. Jednak u ok. 10-15% chorych
dochodzi do wznowy choroby, w tym takze u pacjentéw, ktorzy zgodnie z aktualnie
przyjetymi kryteriami, zakwalifikowani zostali do grupy o korzystnym rokowaniu. Stgd nadal
poszukuje sie wskaznikéw prognostycznych, ktore pozwolityby jeszcze precyzyjniej niz
obecnie oceni¢ rokowanie u chorego z nerczakiem zarodkowym idobra¢ najwlasciwsze
leczenie, tj. takie, ktérego intensywnos$¢ dostosowana do rokowania nie spowoduje ani
zbednego zagrozenia powikfaniami terapii, ani nadmiernego ryzyka wznowy nerczaka
w przysziosci. W tym celu z zastosowaniem metod immunohistochemicznych podjeto prébe
oceny ekspresji i znaczenia rokowniczego wybranych markeréw biologicznych nerczaka
zarodkowego u dzieci, a wykorzystujgc metody molekularne prébe oceny ekspres;ji
i znaczenia rokowniczego gendw zwigzanych z regulacjg proceséw angiogenezy oraz genow

wplywajgcych na réznicowanie macierzystych komérek embrionalnych.

Badania immunohistochemiczne

Badanie immunohistochemiczne pozwala na wykrycie, okreslenie lokalizacji
i potilosciowg ocene wybranych antygenéw zaréwno w komoérkach jak i tkankach,
na zasadzie reakcji antygen-przeciwciato. W przypadku obecnosci biatek przeciwko ktérym
skierowane jest zastosowane swoiste przeciwcialo oraz gotowych kompleksow
z odpowiednimi znacznikami, uzyskuje sie barwng reakcje. Jednak nalezy podkreslic,
ze wielokrotnie konieczne jest wykonanie badania z uzyciem kilku przeciwcial, poniewaz
rzadko dostepne jest jedno wysoce specyficzne przeciwciato, ktérego obecnosé umozliwia
jednoznaczne postawienie diagnozy. Z tego wzgledu czesto do ostatecznego rozpoznania
wykorzystuje sie panel przeciwciat.

Decyzja dotyczaca wyboru zastosowanych w pracy doktorskiej przeciwciat

poprzedzona byta wnikliwym przeglagdem pismiennictwa.

Oceniajac ekspresje markeréw proliferacji - biatek Ki-67 i p27*"* stwierdzono istotnie
wyzszg ekspresje pierwszego z omawianych bialek w elemencie nabtonkowym guzéw
0 wysokim stopniu zaawansowania klinicznego, co mozna tlumaczy¢ faktem, iz to utkanie
nerczaka zarodkowego uznaje sie za znacznie mniej chemiowrazliwe niz np. utkanie
blastemiczne. Z tego wzgledu obecnosé¢ przetrwalej ekspresji znanego markera proliferacji,

bialka Ki-67, mozna uzna¢ za dowdd niecatkowitego zniszczenia zywego utkania
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nowotworowego. Juric i wsp. [2010] oceniajgc ekspresje Ki-67 w nerczaku zarodkowym takze
wykazali jego wyzszg ekspresje w utkaniu nabtonkowym, cho¢ podkreslili iz wartos¢
prognostyczng i wplyw na czas przezycia pacjentdow miala raczej ekspresja w utkaniu
blastemicznym, co takze potwierdzit Berrebi i wsp. [2008]. Jednakze Juric i wsp. wskazali,
iz ekspresja w utkaniu nabtonkowym moze by¢ dowodem przetrwatej aktywnosci
proliferacyjnej lepiej zroznicowanych komérek nabtonkowych guza. Scholzen i wsp [2000],
wykazali, ze obecno$¢ Ki-67 w surowicy pacjentdbw z nowotworami stanowi marker
niekorzystnego rokowania, sugerujgc istotnie wyzsze ryzyko progresji choroby. Podobne
obserwacje poczynit Bruey i wsp. [2010] w kontekScie pacjentébw z ostrg biataczka
limfoblastyczng. Ghanem i wsp. [2011] wykazali zaleznos¢ miedzy ekspresjg Ki-67 oraz
p27XP* w utkaniu blastemicznym pacjentéw po pierwotnej resekcji nerczaka zarodkowego,
bez uprzedniej chemioterapii a zwiekszonym ryzykiem progresji choroby. Z tego powodu
stwierdzenie ekspresji Ki-67 w blastemie u dzieci, u ktérych guza nerki rozpoznano ponizej
2 roku zycia moze wskazywaé na niedostateczng odpowiedz na zastosowane leczenie i byé
potencjalnie czynnikiem niekorzystnej prognozy. Jednakze, w analizowanej grupie
pacjentow, u ktorych doszto do wznowy choroby, ekspresja biatka Ki-67 w utkaniu
blastemicznym byta niska, co moze swiadczy¢ o bardziej ztozonej zaleznosci miedzy
obecnoscig przetrwatego zywego utkania nowotworowego o duzej agresywnosci, jakg jest
blastema a wystgpieniem wznowy choroby, na co wskazuje Barocca [2010], sugerujgc
iz w obrebie utkania blastemicznego istniejg dwa podtypy o roznych cechach biologicznych
Swiadczgcych o agresywnosci choroby. Konieczne jest badanie na znacznie wiekszej grupie

pacjentow by zweryfikowa¢ otrzymane wyniki.

Rola biatkka p27“"* w nerczaku zarodkowym nie jest jednoznacznie wyjasniona,
poniewaz, jak juz wspomniano wczesniej, hamowanie proliferacji lub pobudzanie tworzenia
ognisk przerzutowych, zalezy od lokalizacji biatka w obrebie komorek, co obserwowano
zarbwno w nowotworach pochodzenia nabtonkowego jak i nienabtonkowego [Borreli 2011].
W grupie badanych pacjentéw wyzszg ekspresje biatka p27"* w utkaniu blastemicznym
stwierdzono u dzieci, u ktérych guz nerki rozpoznano ponizej 2 roku zycia, co mozna
tlumaczy¢ obecnoscig przetrwatego zywego utkania nowotworowego, pomimo stosowanej
wczesniej chemioterapii. Zastanawiajgcy jest fakt, iz w grupie pacjentow ponizej 4 roku zycia
W momencie rozpoznania, obserwowano wyzszg ekspresje p275"* w obrebie zrebu, co moze
dowodzi¢ znacznie gorszej odpowiedzi na wczeshiejszg chemioterapie w tej podgrupie
chorych, co sugerowat takze Juric i wsp. [2010], i moze stanowi¢ potencjalnie czynnik
niekorzystny rokowniczo. Z drugiej jednak strony, wczesniejsze doniesienia wskazywaty

na znaczgco mniejszy potencjat proliferacyjny tego elementu utkania nerczaka w poréwnaniu
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Z pozostatymi elementami, co ttumaczono obecnoscig zaréwno komérek nowotworowych, jak i
elementow desmoplastycznych [Juric 2010].

Mimo, iz poczgtkowo ekspresje biatka p53 taczono jedynie z obecnoscig utkania
anaplastycznego, o istotnie gorszym rokowaniu [Bardeesy 1995], dalsze obserwacje wykazaly
ekspresje tego bialka takze w guzach kwalifikowanych do grupy o korzystnym obrazie
histopatologicznym, co potwierdzito wielu badaczy [Huang 2002, Jadali 2011]. Mimo, ze nadal
pojawiajg sie sprzeczne doniesienia, uznaje sie, iz obecnos¢ biatka p53 jest wskaznikiem
przepowiadajgcym gorsze wyniki leczenia, niezaleznie od obrazu histopatologicznego [Agarwal
2011]. W zwigzku z tym stwierdzenie wyzszej ekspresji biatka p53 w utkaniu nabtonkowym
u analizowanych pacjentéw z progresja/wznowag choroby, moze stanowi¢ potwierdzenie
przydatnosci tego bialka widentyfikacji przypadkéw nerczaka zarodkowego
charakteryzujgcych sie wieksza ziosliwoscig i wyselekcjonowacé pacjentow, ktorzy beda
wymagac¢ dodatkowego wzmocnienia leczenia, by zapobiec jego niepowodzeniu (w badanej
grupie progresja/wznowa wystgpita u pacjentow z chorobg w IV lub V stopniu

zaawansowania klinicznego).

Z kolei brak istotnych statystycznie roznic ekspresji biatka CD274 moze wynikac
z faktu, iz u stosunkowo niewielu pacjentéw stwierdzano dodatnig reakcje. Jednym
z argumentéw moze by¢ nieodpowiednio dostosowane stezenie uzytego przeciwciala.
Istnieje prawdopodobienstwo, iz w przypadku powtorzenia reakcji z zastosowaniem
wyzszego stezenia przeciwciala wykazana zostatlaby dodatnia reakcja, na przykiad
u pacjentow, u ktorych doszto do progresji/wznowy choroby, co przystaje do wnioskow Routh
i wsp. [2008], ktorzy wykazali wyzszg ekspresje biatka w przypadku niekorzystnego obrazu
histopatologicznego. Ponadto zwigkszenie liczebnosci grupy mogtoby poméc w wykazaniu,
iz bialkko CD274, co prawda nieprzydatne jako pojedynczy marker, w panelu wraz z innymi

biatkami, moze stanowi¢ pomocne narzedzie diagnostyczno-rokownicze.

Dome i wsp. [1999] wskazywali na zwigzek wyzszej aktywnosci hTERT z obecnoscig
utkania anaplastycznego, a kolejne prace sugerowaly, ze takze w obrebie pozostatych
elementéw utkania guza przetrwala ekspresja enzymu wigze sie z wyzszym ryzykiem
wznowy oraz krotszym przezyciem [piniz 2011]. Z tego wzgledu obserwowang wyzszg
aktywnos¢ w utkaniu wsréd pacjentow grupy wysokiego ryzyka, mozna interpretowac jako
dowdd niedostatecznej odpowiedzi utkania guza na prowadzong wczesniej chemioterapie
a takze czynnik niekorzystnej prognozy. Swiadczy to réwniez o wiekszym potencjale
regeneracyjnym nieprawidtowych komorek, co moze mie¢ wplyw na dalszy przebieg

choroby, i z tego wzgledu konieczna jest dalsza wnikliwa obserwacja takich pacjentow.
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Pomimo faktu, iz progresja lub wznowa choroby wystgpita jedynie u 5 pacjentow,
analizujgc bardziej szczegdtowo wyniki badan immunohistochemicznych zwrécono uwage
na fakt, iz w poszczegdlnych elementach utkania u pacjentéw, u ktérych doszio do
niepowodzenia leczenia ekspresja wszystkich analizowanych bialek stwierdzana byla
gtdéwnie w utkaniu nabtonkowym, jednak roznita sie iloscig punktow wg skali IRS (najwiecej
Ki-67 i p27 ¥"). Mozna to tlumaczyé faktem, iz w obrebie tego elementu, uznanego za mniej
wrazliwy na chemioterapie, u pacjentow z progresja/wznowg choroby czesciej pozostawato

zywe utkanie nowotworowe, ktére mogto by¢ punktem wyjscia dla dalszego rozwoju choroby.

Jak juz wspominano, utkanie anaplastyczne stanowi czynnik niekorzystnego
rokowania, jednak w obrebie analizowanej grupy byto tylko dwdch pacjentow z guzem
o utkaniu rozsianym anaplastycznym. Co ciekawe przebieg kliniczny w obu przypadkach byt
calkowicie inny, co moze wskazywa¢ na znacznie wiekszg ztozonos¢ zaleznosci miedzy
utkaniem histopatologicznym a rokowaniem. Analizujgc ekspresje oceniong w skali IRS
U pacjenta z guzem o utkaniu rozsianej anaplazji, u ktérego nie uzyskano remisji choroby
i doszto do zgonu z powodu progresji (A) z pacjentem z guzem o0 tym samym utkaniu,
u ktérego stwierdzono remisje i nie doszto do zadnego niekorzystnego zdarzenia (B), zwraca
uwage fakt, iz u pacjenta z niepowodzeniem leczenia obserwowano znacznie bardziej

nasilong ekspresje biatek Ki-67, p27 ¥

oraz p53 w obrebie wszystkich elementéw utkania
guza, co moze swiadczy¢ o tym, ze pomimo 6-tygodniowej chemioterapii przedoperacyjnej
(wyjsciowo IV stopien zaawansowania klinicznego), nadal znaczna czes¢ usunietego guza

wykazywata cechy swiadczgce o duzej inwazyjnosci.

Brak wynikow istotnych statystycznie dotyczgcych wartosci MVD moze byc¢
spowodowany analizowaniem wynikow dotyczgcych ekspres;ji biatka CD31 jedynie w utkaniu
blastemicznym pochodzgcych od zbyt malej grupy pacjentdbw. Bezsprzecznie, istotnym
czynnikiem warunkujgcym agresywnosc¢ choroby nowotworowej jest zdolno$¢ do tworzenia
nowych naczyn krwionosnych, co udowodnito wielu badaczy [Blood 1990, Gupta 2003]. Jednak jest
to proces zlozony, na ktéry oddziatywuje wiele ré6znych czynnikbw. Abramson i wsp. [2003]
po raz pierwszy podkreslili istotng role oceny MVD w rokowaniu w nerczaku zarodkowym,
co zostalo potwierdzone takze przez Ozluka i wsp. [2006], ktérzy wskazali przydatnosé¢ tego
parametru do przewidywania rokowania takze u pacjentbw o korzystnym obrazie
histopatologicznym. Jest to zgodne z doniesieniami na temat prognostycznej wartosci MVD
w chorobach nowotworowych osob dorostych, u ktérych wysoka wartos¢ MVD swiadczyla
o duzej agresywnosci choroby i ztym rokowaniu [weidner 1995].

Nalezy takze odnies¢ sie do wyboru przeciwciala CD31 a nie CD34, ktére jest

réwniez uzywane w ocenie nasilenia neoangiogenezy, uznajgc je za marker obecnosci takze
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niedojrzatych naczyn. Jednakze na wtedy, kiedy planowano prace doktorskg, w dostepnym
piSmiennictwie, nie bylo jeszcze jednoznacznych wnioskow dotyczacych wyzszosci CD34
nad CD31. Ponadto mimo, ze otrzymana wartoS¢ MVD w utkaniu blastemicznym moze
wydawa¢ sie niska w poréwnaniu z innymi nowotworami, wynik jest zbiezny
z wczesniejszymi doniesieniami niektorych autorow [oziuk 2006]. Nalezy takze podkreslic,
ze wartos¢ MVD oceniana byta w tkance poddanej wczesniejszej chemioterapii, co mogto
doprowadzi¢ takze do istotnego zniszczenia powstatych w utkaniu nowotworowym naczyn

krwionosnych.

Badania molekularne
Technika real time-PCR jest czulg metodg analityczng, ktéra pozwala na ilosciowe

okreslenie kopii genu a takze poziomu ekspresji RNA, dzigki wykorzystaniu barwnikow
fluorescencyjnych wigzacych sie do okreslonych fragmentow DNA lub oznakowanych sond
oligonukleotydowych.

Ze wzgledu na duzg czuto$¢ i specyficznos¢ technika ta stosowana jest bardzo
szeroko nie tylko w badaniach doswiadczalnych, potwierdzajgc obecnos$¢ okreslonych
gendw lub ekspresje biatek ale takze jest ogromnie przydatna w praktyce klinicznej, bedac
istotng metodg diagnostyki onkologicznej i mikrobiologicznej, wykrywajgc obecnos$¢
specyficznych mutacji genetycznych czy obecnosci genoméw wirusowych oraz bakteryjnych.
Co istotne, do wykonania tych badan nie jest konieczna duza ilos¢ materiatu komérkowego,
a samo badanie nie zabiera tyle czasu co np. standardowe badania histopatologiczne lub
mikrobiologiczne.

Jednym z celéw pracy doktorskiej byta ocena zmian ekspresji genéw regulujgcych
proces angiogenezy i embriogenezy, co mogloby pozwolic w przysziosci na stworzenie
swoistego panelu ekspresji okreslonych genéw charakterystycznych dla nerczaka zarodkowego.
Mimo, ze trwajg intensywne poszukiwania gendw, ktérych mutacja jest bezposrednio przyczyng
tego nowotworu, i jest duzo potencjalnych ,genéw-kandydatéw”, nadal brak jest jednoznacznych
wynikéw. Jednak dalsze badania sg istotne, poniewaz pozwolg na lepsze poznanie bardzo
skomplikowanego procesu nowotworzenia, ktory prowadzi do powstania nerczaka zarodkowego.

Z uwagi na malg grupe analizowanych pacjentéw oraz ich znaczne zrdznicowanie,
do otrzymanych wynikéw nalezy podchodzi¢ z ostroznoscig, jednak wskazujg one ciekawy

kierunek dalszych badanh na wiekszej grupie chorych.

Geny regulujgce proces angiogenezy
Jak juz wspomniano we Wstepie, angiogeneza jest warunkiem koniecznym do
rozwoju nowotworu, poniewaz zapewnia nie tylko dostarczanie substancji odzywczych,

ale takze zwieksza potencjat inwazyjny komérek nowotworowych [Blood 1990]. Jest to zlozony
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proces, na ktory wplyw majg komorki srédblonka, macierzy komdrkowej i komorki

nowotworowe oraz wydzielane przez nie substancje.

Jedng z grup takich zwigzkéw sg chemokiny - cytokiny chemotaktyczne wytwarzane
gtownie przez leukocyty, ktorych gidéwng funkcjg jest aktywacja ukladu immunologicznego do
walki z patogenami. W zaleznosci od obecnosci konserwatywnej sekwencji trzech aminokwaséw
(tzw. motyw ELR) rozroznia sie dwie podgrupy: zwigzki ELR(+) aktywujace neutrofile oraz ELR(-)
ktoére pobudzajg m.in. monocyty i limfocyty. Do podgrupy chemokin ELR(+) nalezg chemokiny
GRO-q, —B, -y (nazywane takze: CXCL1, CXCL2, CXCL3) [Luan 1997]. Badania dotyczgce tych
zwigzkow wykazaly, ze poszczegllne chemokiny mogg takze peini¢ role w embriogenezie
i angiogenezie, w rozwoju choréb autoimmunologicznych, jak réwniez stymulowaé proliferacje
komdrek nowotworowych oraz tworzenie przerzutow. W zwigzku z tym sugeruje sie, ze inhibicja
aktywnosci poszczegdllnych chemokin lub ich receptorow moze mie¢ dzialanie nie tylko
przeciwzapalne, ale takze przeciwnowotworowe [wasniowska 2004].

Chemokina CXCL2 ma wlasciwosci prozapalne i wydzielana jest gtéwnie przez
leukocyty pod wplywem odpowiednich cytokin, a jej rolg jest rekrutacja leukocytéw do
miejsca zakazenia lub zapalenia [Proudfoot 2002]. Jednak jest takze obecna m.in. w obrebie
osrodkowego ukladu nerwowego, modyfikujgc wydzielanie neurotransmiteréw. Obecnosé
chemokiny CXCL1 potwierdzono w wielu nowotworach, stad jej inaktywacja moze hamowaé
wzrost guza oraz tworzenie nowych naczyn krwionosnych, natomiast rola CXCL2
w nowotworzeniu nie jest do konca wyjasniona, a wyniki niektorych badan sg sprzeczne [pong
2011]. Jednym z mozliwych mechanizméw jest autokrynna aktywacja szlaku Ras-ERK1/2,
co z kolei prowadzi do ekspresji genu egrl (early growth response 1 gene) posiadajgcego
zdolnos¢ regulowania ekspresji czynnikow wptywajacych na cykl komérkowy (m.in biatko
p27) i pobudzenia proliferacji nowotworu [wang 2006, Dong 2011]. Wydzielana przez komorki
nowotworowe, moze takze aktywowac angiogeneze poprzez receptor CXCR2 [strieter 2006].

Jak dotad nie ma doniesieh dotyczacych ekspresji CXCL2 w nerczaku zarodkowym
oraz zwigzku CXCL2 z biologicznymi i Klinicznymi cechami nerczaka. Tymczasem
w przeprowadzonych badaniach stwierdzono wyzszg ekspresje genu CXCL2 w grupie
pacjentdw z nerczakiem zarodkowym w wyzszym stopniu zaawansowania klinicznego.
Podobny zwigzek pomiedzy ekspresja CXCL2 a stopniem zaawansowania nowotworu
i innymi wykladnikami agresywnosci nowotworu spostrzegano takze w przypadku innych
nowotworow, np. raka jelita grubego [poll 2010] lub raka przetyku [wang 2006]. W zwigzku z tym
mozna wnioskowagé, ze ocena ekspresji CXCL2 mogtaby by¢é pomocna w praktyce klinicznej
do kwalifikacji pacjentdw z nerczakiem zarodkowym do grupy wyzszego ryzyka

i ewentualnej modyfikacji zaplanowanej terapii.
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Z kolei interleukina 6 (IL-6) jest glikoproteing o zréznicowanym dziataniu - wplywa nie
tylko na prawidtowg odpowiedz uktadu odpornosciowego, ale takze reguluje reakcje zapalna,
hematopoeze oraz pobudza osteoklasty. Biatko to, produkowane gtéwnie przez makrofagi
i monocyty, ale takze m.in. przez komérki srodbtonka i fibroblasty, wykazuje podobiehAstwo
budowy do czynnika stymulujgcego hepatocyty (hepatocyte growth factor, HGF), ktéry
indukuje produkcje bialek ostrej fazy w stanie zapalnym. Natomiast gen kodujgcy IL-6
przypomina gen czynnika stymulujgcego kolonie granulocytéw, i z tego powodu IL-6 okresla
sie takze jako pozytywny regulator wzrostu, ktéry pobudza proliferacje i dojrzewanie
hematopoetycznych komorek macierzystych. Gtowng rolg IL-6 jest stymulacja kohcowego
réznicowania limfocytow B w kierunku plazmocytow oraz aktywacja limfocytow T
rozpoznajgcych antygen [tukaszewicz 2007].

Poniewaz IL-6 moze takze indukowa¢ apoptoze oraz pobudzaé komdrki NK
i limfocyty cytotoksyczne, prébowano wykorzystaé jej dziatanie do niszczenia komorek
nowotworowych, jednak okazalo sie, ze w przypadku niektérych guzéw, biatko to wrecz
stymulowato nieprawidtlowe komadrki do wzrostu [Goigb 2002]. Z tego wzgledu, obecnie IL-6
uwazana jest za czynnik pobudzajgcy wzrost nowotworu na drodze hamowania apoptozy
nieprawidtowych komdérek oraz indukcje angiogenezy. Poza tym pobudzanie osteoklastow
moze takze ufatwia¢ powstawanie przerzutdw w kosciach [Ara 2010]. Podwyzszone stezenie
IL-6 obserwowano u wielu pacjentéw z nowotworami, przy czym najwiecej doniesieh dotyczy
raka jelita grubego [Esfandi 2006], gruczotu krokowego [culig 2005], chtoniakOw nieziarniczych
[Pedersen 2005] oOraz szpiczaka mnogiego [Kovacs 2006], co korelowalo zaréwno
z zaawansowaniem choroby, jak réwniez z rokowaniem. Ze wzgledu na fakt, iz IL-6
stymuluje powstawanie plazmocytéw, zastosowanie przeciwciat przeciwko IL-6 lub jej
receptorom moze stac sie elementem celowanego leczenia szpiczaka [Kovacs 2006]. Natomiast
Ara i wsp. [2009] przedstawili wyniki badan nad zaleznoscig miedzy stezeniem we krwi tej
interleukiny a progresjg zwojaka zarodkowego, w tym nasilenia przerzutowych zmian
w kosciach. Co wiecej, zasugerowano, ze IL-6 ma zdolnos¢ ochrony komoérek neuroblastoma
przed dzialaniem cytostatykow, stad takze w tym przypadku duze nadzieje na poprawe
wynikdéw leczenia pacjentéw ze zwojakiem zarodkowym wysokiego ryzyka wigze sie
Zz mozliwoscig zastosowania lekow blokujgcych tg interleukine, np. tocilizumabu (przeciwciato
przeciwko receptorowi dla IL-6), ktdry jest juz obecnie wykorzystywany w leczeniu pacjentow
Z reumatoidalnym zapaleniem stawow, w tym takze dzieci (z ukladowg postacig
miodzienczego idiopatycznego zapalenia stawdw) [Paul-Pletzer 2006]. Natomiast jak dotgd nie
badano ekspresji genu IL-6 w nerczaku zarodkowym.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, podobnie jak w przypadku CXCL2,
wyzszg ekspresje genu IL6 w grupie pacjentéw z guzem w wysokim stopniu zaawansowania

klinicznego, a zatem wykazujgcym wiekszg inwazyjnosé, co moze wskazywac na zaleznosé
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podobng jak obserwowana przez Ara i wsp. [2009] w zwojaku zarodkowym, demonstrujgcym
opornos¢ na leczenie i progresje. W zwigzku z tym w przysztosci istnieje mozliwos¢
zastosowania lekdéw blokujgcych dziatanie IL-6 w leczeniu nerczaka z wysoka ekspresjg tej

interleukiny.

Jednym z biatek posiadajgcych zdolnos¢ indukowania angiogenezy jest czynnik wzrostu
hepatocytow (HGF). Jest to plejotropowe biatko produkowane m.in. przez fibroblasty i komorki
miesni gtadkich, ktore poprzez aktywacje receptora tyrozynowy c-Met wplywa m.in.
na morfogeneze, stymuluje angiogeneze poprzez pobudzanie proliferacji, migracji i adhezji
komorek sSrodbtonka oraz inwazyjno$¢ utatwiajgc proliferujgcym komoérkom - tworzenie
mikroprzerzutéw [Birchmeier 2003]. Udowodniono, ze zaburzenia dziatania HGF i jego receptora Met
stanowig istotny czynnik wplywajgcy na powstawanie nowotwordw [Li 2005]. Z tego wzgledu
sugeruje sie, iz przeciwciatla anty-HGF mogltyby by¢é skutecznym lekiem hamujgcym
powstawanie przerzutéw. Obecnie trwajg badania Il fazy nad skutecznoscig takiego leku
(crizotinib) w leczeniu niedrobnokomadrkowego raka ptuc, raka zotgdka oraz prostaty [Bowles 2012].

Badania dotyczace wplywu HGF na nowotworzenie dotyczg gtdwnie pacjentow
dorostych, u ktorych stwierdzono wysokie stezenie tego biatka m.in. w raku jelita grubego
[zeng 2008], raku zolgdka [Lee 2011] oraz niedrobnokomdrkowym raku pituc [Nakamura 2007],
uznajac je za czynnik niekorzystnej prognozy, ktéry moze by¢ takze pomocny w diagnostyce
wymienionych nowotworow [sierra 2011]. Jednak, cho¢ nieliczne, dostepne sg takze badania
obejmujgce populacje pediatryczng. Li i wsp. [2005] wykazali zaleznos¢ miedzy ekspresjg
biatka HGF a wzrostem masy guza w utkaniu rdzeniaka zarodkowego, ktory jest jednym z
najczesciej wystepujacych nowotworow osrodkowego uktadu nerwowego u dzieci.

Natomiast Alami [2002] ocenit ekspresje HGF we wszystkich elementach utkania
nerczaka, stwierdzajgc najwyzszg ekspresje w obrebie utkania nablonkowego i blastemicznego.
Poréwnujgc ekspresje biatka Ki-67 w tym samym nowotworze wykazat koekspresje HGF oraz
indeksu proliferacyjnego ocenionego na podstawie ekspresji Ki-67 we wspomnianych
elementach utkania nerczaka. Jednak Vuononvirta i wsp. [2009] prowadzac badania na znacznie
wiekszej grupie pacjentéw zwrdcili uwage, iz stwierdzana obecno$¢ HGF/Met w utkaniu
nerczaka mogta by¢ raczej pozostatoscig z prawidlowej nefrogenezy, z okresu, gdy komorki
mezenchymalne przeksztalcaly sie w nablonkowe, bez zwigzku z onkogenezg. Wymaga
to dalszych badan i obserwaciji klinicznej wiekszej liczby chorych z guzem Wilmsa.

W badanej grupie pacjentbw 2z nerczakiem zarodkowym w I-Il stopniu
zaawansowania klinicznego wyzszg ekspresje genu HGF stwierdzono w materiale
pochodzacym od pacjentdow po pierwotnej resekcji guza, co moze byc¢ efektem zaréwno
oceny materiatu, ktéry nie ulegt jeszcze martwicy po chemioterapii wstepnej, jak i faktu,

iz byto to utkanie guza o niskim stopniu zaawansowania, z duzg komponentg prawidtowego
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utkania nerki. Ponadto nizsza ekspresja genu HGF po chemioterapii przedoperacyjnej moze
wskazywa¢ na duzg wrazliwos¢ komoérek nerczaka wykazujgcych wysoka ekspresje tego

genu na chemioterapie.

Kolejnym bialkiem biorgcym udziat w neoangiogenezie jest fozyskowy czynnik
wzrostu (placental growth factor, PGF), bedacy biatkiem nalezagcym do rodziny VEGF,
do ktorej nalezg takze VEGF-A (VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D. VEGF pehni istotng role
w proliferacji, dojrzewaniu oraz migracji prawidlowych komoérek $rédbtonka naczyn
krwionosnych i limfatycznych [Korpelainen 1998] oraz mobilizuje prekursorowe komorki
Srodblonka ze szpiku kostnego [Ashara 1999]. Ponadto bedgc silnym mitogenem
produkowanym przez wiekszos¢ komorek nowotworowych stymuluje neoangiogeneze [Ferrara
2003]. U czlowieka gen PGF koduje 4 izoformy bialka, ktére wykazujg duze podobiehAstwo
do PDGF-podobnego fragmentu VEGF, majgc zdolnosc¢ tgczenia sie z receptorem VEGFR-1
i potegowania dziatania angiogennego VEGF [Maglione 1993]. Jego obecnos¢ poczgtkowo
wykazano w blonie naczyniowo-syncytialnej tozyska oraz btonie srodkowej duzych naczyn
krwionosnych tozyska [khaliq 1996] oraz trofoblastu, bedgc waznym czynnikiem inicjujgcym
unaczynienie doczesnej oraz fozyska na wczesnym etapie embriogenezy [Aachen 1997]. Dalsze
badania stwierdzity takze, iz biatko to obecne jest takze w wielu innych narzadach, np. sercu,
ptucach, tkance miesniowej i ttuszczowej [Persico 1999, voros 2005]. PGF wplywajgc na miesnie
gtadkie stabilizuje i stymuluje dojrzewanie powstajgcych naczyn krwionosnych, a takze
pobudza komorki progenitorowe szpiku kostnego oraz komorki zapalne, ktére roéwniez
wplywajg na prawidtowy proces angiogenezy [Autiero 2003].

Ponadto PGF bedgc istotnym czynnikiem stymulujgcym proces angiogenezy, bierze
udziat m.in. w prawidlowym gojeniu ran, a takze nowotworzeniu. W warunkach
niedokrwienia, ktore stwierdza sie w masie proliferujgcych komérek nowotworowych PGF
moze stymulowa¢ neoangiogeneze, wspomagajgc komorki srdédbtonka nowotworu oraz
makrofagi. Wykazano zaleznos¢ miedzy stezeniem PGF w surowicy a stopniem
zaawansowania niektorych nowotworow, ich unaczynieniem, obecnos$cig przerzutow a takze
ryzykiem wznowy [Ribatti 2008] - podwyzszone stezenie w nowotworach pochodzenia
nabtonkowego (rak piersi, ptuc, jelita grubego) [Fisher 2007] oraz w czerniaku ztosliwym tgczyto
sie z gorszym rokowaniem [Konstantina 2001]. Ponadto stwierdzono, ze ekspresja PGF istotnie
wzrastata w czasie leczenia przeciwnowotworowego, co mogto sprzyja¢ rozwojowi opornosci
na terapie poprzez stymulacje powstawania nowych naczyn krwionosnych oraz by¢
przyczyng dalszego wzrostu masy nowotworu [Ebos 2007]. Z tego wzgledu biatko to moze staé
sie nowym celem dziatania dla lekow przeciwangiogennych, w przypadku opornosci na leki
dziatajgce na VEGFR (np. bevacizumab) [Loges 2009]. Obecnie trwajg badania oceniajace

skuteczno$¢ dwéch nowych lekow - afliberceptu (ma posiada¢ zdolnos¢ tgczenia sie
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zarowno z VEGF-A jak i PGF) oraz TB403 (przeciwcialo monoklonalne przeciwko PGF)
[Tew 2010]. Ponadto sugeruje sie, ze u pacjentdbw leczonych z powodu raka
nerkowokomoérkowego pomiar stezenia PGF moze by¢ przydatny w ocenie odpowiedzi na
leczenie sunitinibem a wzrost stezenia bytby wczesnym wskaznikiem sugerujgcym progresje
lub wznowe choroby [peprimo 2007]. Nalezy jednak wspomnie¢ o pojawiajgcych sie
kontrowersjach zwigzanych ze stosowaniem lekéw hamujgcych angiogeneze, ze wzgledu
na doniesienia wskazujgce, iz na skutek tzw. polekowej hipoksji [Ebos 2011] moze dochodzi¢
do wzrostu stezenia PGF, ktory na skutek krzyzowej reakcji z VEGFR, de facto ma zdolnosé
stymulowania komérek nowotworowych do tworzenia ognisk przerzutowych [Paez-Ribes 2009].
Do tej pory niewiele uwagi poswiecono ekspresji PGF i jego rokowniczemu znaczeniu
w nerczaku zarodkowym, cho¢ wydaje sie, ze ta zaleznos¢ moze by¢ podobna jak w raku
nerkowokomaorkowym, poniewaz guz Wilmsa jest nowotworem dobrze unaczynionym.
Podobnie jak w przypadku ekspresji wczesniej ombwionych genow, stwierdzona
wyzsza ekspresja genu PGF wsréd pacjentow, ktorzy nie otrzymali chemioterapii, moze by¢
wynikiem oceny ekspresji w obrebie zywego utkania nowotworowego o duzym potencjale
angiogennym. Z tego powodu stwierdzenie wysokiej ekspresji PGF w guzie poddanym
chemioterapii, mogtoby by¢ wskaznikiem niekorzystnym rokowniczo, sugerujgc obecnosé
przetrwalej tkanki nowotworowej. W takim przypadku przydatne w terapii mogtyby by¢ leki

celowane o zdolnosci hamowania aktywnosci PGF.

Aby w obrebie tkanki nowotworowej mogty powstawa¢ nowe naczynia krwionosne,
konieczna jest nie tylko aktywacja czynnikbw proangiogennych, ale takze hamowanie
wydzielania czynnikéw antyangiogennych. Z tego powodu biatka takie jak angiostatyna,
endostatyna, wazostatyna czy tumstatyna, dzieki swej funkcji hamujacej rozwoj nowych
naczyn, stanowig potencjalne punkty uchwytu dla dziatania nowych lekOw [carmeliet 2000].

Strukturg, ktéra jest takze wigczona w ten proces jest m.in. blona podstawna,
zbudowana m.in. z kolagenu typu 1V, lamininy, fibronektyny i siarczanu heparanu [Kalluri 2003].
Na podstawie wynikébw badan nad hamowaniem proliferacji komoérek czerniaka, wykazano,
ze dzieki kodowanemu przez gen COL4A3 kolagenowi typu IV, a dokladniej domenie NC1
na C-kohcu fancucha a3 nazwanej tumstatyng, bialkko to posiada wlasciwosci
przeciwangiogenne [Han 1997]. Do tej pory zaburzenia w obrebie genu COL4A3 tgczone byly
jedynie z dziedzicznymi nefropatiami, tj. chorobg cienkich bton kiebuszkowych oraz zespotem
Alporta [kiimek 2006], a takze rozsiang miesniakowatoscig macicy [Heidet 1997]. Jednak
te doniesienia przyczynity sie do intensywnych prac nad wykorzystaniem wiasciwosci
hamujgcych angiogeneze w leczeniu chorob nowotworowych. Obecnie wiadomo,
iz tumstatyna nie tylko hamuje angiogeneze,ale takze proliferacje komérek srédbtonka oraz

komorek nowotworowych [Hamano 2005].
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Mimo, ze brak jest prac dotyczacych zaleznosci miedzy obnizonym stezeniem
tumstatyny a rozwojem nerczaka zarodkowego, ciekawe badania eksperymentalne
przeprowadzono w hodowli raka nerki, wykazujgc obnizenie stezenia tumstatyny w obrebie
utkania nowotworu [xu 2010]. Obecnie trwajg badania nad wykorzystaniem wasciwosci
tumstatyny w terapii przeciwnowotworowej, cho¢ coraz czesciej wspomina @ Sie
0 niezadowalajgcych wynikach stosowanych juz lekéw przeciwangiogennych. Wykazano,
ze w niektorych sytuacjach komorki nowotworowe mogg nabywaé cech $wiadczacych
o chemioopornosci pod wptywem lekow antyangiogennych, a czasem, pomimo ciggtego
stosowania wspomnianego leczenia masa guza moze sie zwiekszac [Fermando 2008]. Jedng z
przyczyn moze by¢ zjawisko ,up-regulation” prowadzgce do zwiekszenia aktywnosci
czynnikéw proangiogennych [Folkman 2006].

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono istotnie zmniejszong ekspresje genu
COL4A3 w nerczaku zarodkowym u pacjentow poddanych chemioterapii przedoperacyjnej,
co moze wskazywac¢ na dobrg odpowiedz komponenty naczyniowej utkania nowotworowego
na zastosowane leczenie i z czego mozna wnioskowac¢, ze duza czes¢ zywego utkania

nerczaka zostata zniszczona.

Metaloproteinazy (metalloproteinase, MMP) sg enzymami proteolitycznymi, ktérych
funkcjg jest degradacja elementdéw zrebu zewngtrzkomérkowego, dlatego petnig wazng role
zarbwno w procesach fizjologicznych (organogeneza), naprawczych (gojenie ran) jak
i patologicznych (stan zapalny, choroby autoimmunologiczne, miazdzyca, nowotwory).
Podkresla sie ich wazng role w rozwoju oraz przebiegu choréb nowotworowych, a niektére
Z nich uznaje sie¢ nie tylko za biochemiczne markery nowotworu, ale takze za wazne czynniki
rokownicze, bowiem wykazano dodatnig korelacje pomiedzy wzrostem stezenia MMP-9
a stopniem zaawansowania raka sutka [wu 2008] oraz jelita grubego [Damodharan 2011].

Aktywnos¢ MMP regulowana jest poprzez ich tkankowe inhibitory (tissue inhibitors of
metalloproteinase, TIMP) [Lambert 2004]. Biatka te hamujg powstawanie nowych naczyh
krwionosnych, migracje i proliferacje komorek s$rodbtonka oraz zmniejszajg potencjat
inwazyjny nowotworu a najlepiej poznang czasteczkg jest TIMP1. Zaobserwowano zwigzek
miedzy aktywnoscig TIMP a zréznicowaniem nowotworu [Baker 2002], wykazujgc, ze
w przypadku inwazyjnej postaci nowotworu wzrasta stezenie MMP, co wtérnie powoduje
wydzielanie TIMP1 przez komérki zrebu i hamowanie dalszego rozwoju guza [tukaszewicz-Zajac
2009]. Jednak niektore z ostatnich doniesien dotyczacych raka sutka sugeruja, ze wysokie
stezenie TIMP1 moze stanowi¢ wskaznik chemioopornosci, stajgc sie markerem
niekorzystnego rokowania [Neri 2012].

W populacji dzieciecej najwiecej badah oceniajgcych przydatnosé TIMP1

w prognozowaniu wynikow leczenia dotyczy ostrej biataczki limfoblastycznej [krawczuk-Rybak
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2010, Scrideli 2010], hatomiast brak jest doniesieh w aspekcie rokowania u dzieci z nerczakiem
zarodkowym. Wydaje sie, ze wyzsza ekspresja genu TIMP1 u pacjentow z nerczakiem
zarodkowym przed chemioterapig przedoperacyjng moze by¢ wyktadnikiem wspotistnienia
proceséw stymulujgcych i ograniczajgcych wzrost i rozprzestrzenianie sie nerczaka. Gdyby
stwierdzono odwrotng sytuacje, tj. wyzszg ekspresje wspomnianego genu u pacjentéw po
chemioterapii  przedoperacyjnej, mogtoby to stanowi¢ informacje o0 potencjalnej

chemioopornosci przetrwatego utkania nerczaka zarodkowego i/lub ryzyku jego progres;i.

Geny regulujgce proces embriogenezy

W analizowanej grupie pacjentow z nerczakiem zarodkowym, we wszystkich
wykonanych poréwnaniach, stwierdzono takze wyzszg ekspresje genu kodujgcego biatko
RUNX2 (Runt-related transcription factor 2). Jest to czynnik transkrypcyjny, nalezacy do
rodziny bialek RUNX, ktore wplywajg na proliferacje i réznicowanie komorek, np. biatko
RUNX1 pelni wazng role w hematopoezie a RUNX3 m.in. w neurogenezie [Baniwal 2010].
Natomiast RUNX 2 wplywa na zachowanie rownowagi miedzy tworzeniem a resorpcjg kosci,
poprzez dziatanie hamujgce lub aktywujgce odpowiednie geny kontrolujgce osteoklasty
i osteoblasty [Pratap 2011]. Ponadto biatka te majg takze zdolno$¢ hamowania proliferacji
niektdrych komérek, w tym takze nowotworowych - dlatego np. brak aktywnosci biatka RUNX1
moze przyczynia¢ sie do rozwoju biataczki [Osato 2004] a obnizenie aktywnosci RUNX3 promuje
powstanie raka zolgdka [Oshimo 2004]. Jednak najnowsze doniesienia wskazuja, ze biatko
RUNX2, ze wzgledu na wazng role w osteogenezie, moze zwieksza¢ inwazyjnosc raka sutka
oraz prostaty poprzez pobudzanie do tworzenia ognisk przerzutowych w kosciach [Baniwal 2010].
Wiasciwosc¢ tg ttumaczy sie m.in. interakcjg RUNX2 z biatkami macierzy kosci, VEGF, TGFB1R
oraz integrynami, ktorych aktywno$¢ ma zwigzek zar6wno ze stopniem zaawansowania
nowotworu, jak i ryzykiem powstania przerzutdw [Pratap 2011].

Mimo, ze w nerczaku zarodkowym niezmiernie rzadko (w ok. 1%) stwierdza sie
przerzuty do kosci i brak jest doniesien o wptywie RUNX2 na inwazyjnos¢ tego nowotworu,
wydaje sie, ze taka zalezno$¢ moze jednak wystgpi¢. Wskazujg na to uzyskane wyniki badania
PCR doktorantki, w ktorych wyzszg ekspresje genu RUNX2 wykazano zaréwno u pacjentow
Z nerczakiem zarodkowym w wyzszym stopniu zaawansowania jak i u chorych, ktérzy nie
otrzymali chemioterapii przedoperacyjnej. Wskazana bylaby ocena ekspresji RUNX2
w materiale pochodzgcym od pacjentéw z grupy wysokiego ryzyka i/lub wysokiego stopnia
zaawansowania Kklinicznego, poniewaz mogtoby to pozwoli¢ na wytonienie z tych chorych,
0s6b o podwyzszonym ryzyku niekorzystnego zdarzenia pod postacig progresji lub wznowy

guza.
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Czynnik wzrostu fibroblastow-5 (fibroblast growth factor-5, FGF-5) nazywany takze
czynnikiem wzrostu wigzgcym heparyne-5 (heparin-binding growth factor-5, HBGF-5) nalezy
do duzej rodziny czynnikbw wzrostu fibroblastow, petnigcych istotng role w angiogenezie
a takze proliferacji i réznicowaniu komorek oraz tkanek, jak réwniez hamowaniu apoptozy.
Aktywnos¢ catej grupy FGF zalezy od obecnosci swoistych receptoréw (fibroblast growth
factor receptor 1-4, FGFR 1-4) nalezgcych do przezbtonowych receptorow kinazy
tyrozynowej. W tkankach zarodkowych gtéwnym ich zadaniem jest proliferacja i dojrzewanie
komorek oraz tkanek, podczas gdy u dorostych biorg udziat w ich naprawie [Powers 2000].

Udowodniono, ze zaburzona funkcja biatek FGF oraz ich receptoréw ma bezposredni
wplyw na nowotworzenie m.in.: w raku piersi, pecherza i niedrobnokomérkowym raku ptuc
[Grose 2005]. Co istotne, w wiekszosci badan podkreslano role FGF-1 (kwashego czynnika
wzrostu fibroblastow, acidic fibroblast growth factor, aFGF) oraz FGF-2 (zasadowego
czynnika wzrostu fibroblastéw, basic fibroblast growth factor, bFGF) ale takze FGF-3 i FGF-
4, uznanych za nowe protoonkogeny [Wesche 2011], jak rOwniez nieprawidiowego dzialania
FGFR (na skutek zaburzonej ekspresji, mutacji, rearanzacji chromosomalnych oraz
amplifikacji) [Haugsten 2010]. Nalezy podkresli¢, ze FGF-2, jako jeden z pierwszych poznanych
czynnikow proangiogennych, wraz z VEGF, grajg kluczowg role w angiogenezie [Norrby 1994].

Wplyw zaburzen FGF-2 na prawidlowy rozwdj nerek byt juz dosé szeroko
analizowany [Bates 2007] - sugeruje sie, ze zaburzenia przekazywania sygnatu na drodze
pomiedzy biatkiem FGF a receptorem mogg by¢ przyczyng wad rozwojowych nerek [Bates
2011]. Co wiecej, Li i wsp. [1995] wykazali, iz stezenie FGF-2 w moczu pacjentow
z nerczakiem zarodkowym koreluje ze stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu
a takze wystgpieniem progresji lub wznowy choroby. Mimo potencjalnych korzysci,
zwtaszcza mozliwosci monitorowania pacjentéw z grupy wysokiego ryzyka, pomiar stezenia
wydzielanego FGF-2, ze wzgledu na stosunkowo niskg czutosS¢ i swoistos¢, nie zostat
uznany za przydatny w praktyce klinicznej.

Rola FGF-5 przez dtugi czas pozostawala niejasna, nie liczac kontroli w cyklu wzrostu
wiosOw [Suzuki 2000], jednak pojawity sie publikacje sugerujace, iz czynnik ten moze pehic
podwdjng role - zaréwno stymulowa¢ komorki nowotworowe do proliferacji i migracji oraz
hamowa¢ ich apoptoze, jak rowniez pobudza¢ proces tworzenia nowych nhaczyn
krwionosnych [Hanada 2001]. Poza tym Allerstorfer i wsp. [2008] wykazali, iz wyzsza ekspresja
FGF-5 obserwowana w gwiazdziakach jest czynnikiem niekorzystnym rokowniczo,
wskazujgc na wysoki potencjat onkogenny takich guzéw.

Z uwagi na wysokg ekspresje w tkankach zarodkowych, stanowigca ich swoisty
marker [Pelton 2002], wydaje sie, ze biatko FGF-5 mogtoby sta¢ sie przydatnym wskaznikiem
oceniajgcym odpowiedz na leczenie w onkologii dzieciecej. Jednak do tej pory poswiecono

mu niewiele uwagi.
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Obserwowana wyzsza ekspresja genu FGF-5 wsrdd pacjentdw z nerczakiem
zarodkowym w I-1l stopniu zaawansowania klinicznego przed chemioterapig przedoperacyjng,
wskazuje, iz u chorych, ktérzy zrealizowali juz ten etap leczenia, odpowiedz na podane leki
byla zadowalajgca i pozostato niewiele zywego utkania nowotworowego. Ciekawe mogtoby
by¢ sprawdzenie czy podobna zaleznos$¢ obserwowana bylaby takze u pacjentéw z tym
nowotworem w wyzszym stopniu zaawansowania, w zaleznosci od etapu leczenia, co mogtoby

by¢ dowodem niedostatecznej odpowiedzi na cytostatyki.

W pracy wielokrotnie podkreslono kluczowg role neoangiogenezy w procesie
nowotworzenia. Oprécz opisanego powyzej FGF, w chwili obecnej dostepnych jest wiele
doniesien dotyczgcych kluczowej roli VEGF w tym procesie koniecznym dla ekspansiji
choroby nowotworowej. Jak juz wyzej wspomniano, ta glikoproteina posiada wlasciwosci
mitogenne, pobudzajgce wzrost komorek s$rodblonka oraz przepuszczalno$é naczyh.
Najlepiej zbadang postacig jest VEGF-A, ktéry dziata poprzez dwa receptory nalezgce do
rodziny kinazy tyrozynowej: VEGFR-1/FLT1 oraz VEGFR-2/FLK-1. Ponadto receptor
VEGFR-1 oddziatuje takze z opisywanym juz takze PGF. Receptor FLT-1 (fms-like tyrosine
kinase, FLT-1) wystepuje na komorkach s$rédbtonka oraz makrofagow i ma zdolnosc
pobudzania migracji oraz rdznicowania komorek [Chamock-Jones 2005]. Oprdcz udziatu
w tworzeniu nowych naczyh krwionosnych, receptor ten jest konieczny do prawidiowego
rozwoju poszczegOllnych narzgdéw oraz regeneracji tkanek [Carmeliet 2003]. Jednakze
sugeruje sie, ze receptor moze by¢ takze obecny na niektorych komérkach nowotworowych
a jego aktywacja powoduje ich pobudzenie proliferacji oraz inwazyjnosci, co znaczgco
pogarsza rokowanie [Wu 2006, Kowanetz 2006]. Z kolei nadal trwajg intensywne badania
wyjasniajgce funkcje rozpuszczonej postaci receptora FLT-1 (soluble VEGFR-1, sVEGFR-1
lub Salt-1). Niektorzy badacze wskazuja, iz ze wzgledu na swojg budowe receptor ten ma
zdolnos¢ hamowania angiogenezy poprzez ograniczone tgczenie sie z VEGF zmniejszajgce
dostepnosc¢ tego biatka [Baleron 2001]. Potwierdzajg to wyniki obserwacji zaréwno pacjentow
z rakiem jelita grubego, u ktorych stezenie SVEGFR-1 zalezato od zajecia weztow chionnych
[Mysliwiec 2004], a takze kobiet z rakiem piersi. Poniewaz sVEGFR-1 uwazany jest raczej
za inhibitor angiogenezy, obserwowane zjawisko ,up-regulation” mogtoby wynikaé
ze zwiekszenia masy guza w nastepstwie progresji choroby [Thielemann 2010].

Ghanem i wsp. [2003] w grupie 62 pacjentéw z nerczakiem zarodkowym, w wiekszosci
posredniego ryzyka, ocenili ekspresje VEGF, FLT-1 oraz MVD, wykazujgc, ze podwyzszona
ekspresja w tkance usunietego guza poddanego wczesniej chemioterapii jest niekorzystnym
czynnikiem rokowniczym, wskazujgcym na znaczne ryzyko wznowy. Silna ekspresja
wspomnianych markeréw angiogenezy w usunietym nowotworze byta efektem przetrwania

duzej komponenty blastemicznej, ktérg cechuje znaczny potencjat inwazyjny. W analizie
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jednoczynnikowej potwierdzono, ze ekspresja VEGF i FLT-1 w obrebie wspomnianego
utkania tgczyta sie z progresjg lub wznowg choroby.

Uzyskane wyniki doktorantke sg spojne z opisanymi przez Ghanema i wsp, poniewaz
on takze wspomnial, ze oceniajgc ekspresje w niewielkiej grupie pacjentéw z nerczakiem
zarodkowym, wykazano, ze byta ona odpowiednio wyzsza ale nie wykazano bezposredniego
wplywu na pogorszenie rokowania tych chorych. Poniewaz zaréwno pod wzgledem rozkiadu
stopnia zaawansowania klinicznego jak i grupy ryzyka, poréwnywane grupy byly dosc

podobne, obserwowana wyzsza ekspresja wynikata z obecnosci zywego utkania nerczaka.

GATAG6 jest czynnikiem transkrypcyjnym nalezgcym do rodziny bialek GATA
zawierajgcych domeny typu palec cynkowy klasy C2. Biatka GATAL-3 obecne sg gtéwnie
w komorkach hematopoetycznych, podczas gdy GATA4-6 w narzadach pochodzenia
mezodermalnego i mezenchymalnego (przewdd pokarmowy, trzustka, ptuca, serce, blona
miesniowa naczyn krwionosnych) [Molkentin 2000]. Co ciekawe zaobserwowano, ze mutacja
genu GATAG6 na wczesnym etapie rozwoju prowadzi do obumarcia zarodka, ze wzgledu na
nieprawidtowy rozwoj narzgdow trzewnych [Koutsourakis 1999]. Biatka GATA biorg udziat
w regulacji proliferacji komorek, ich apoptozie a w okreslonych sytuacjach takze
przeksztatceniu w komérki nowotworowe [Belaguli 2010].

GATAG6 posiada takze zdolnos¢ aktywowania genu indian hedgehog (IHH), ktory
bierze udzial w organogenezie — stwierdzono jego pobudzenie w czasie prawidiowej
morfogenezy jelit a zaburzenie w przypadku nowotworu tego odcinka przewodu
pokarmowego [Fujikura 2002]. Podkresla sie jednak, ze nadal rola genu IHH jest nie do konca
zrozumiata, cho¢ udziat rodziny GATA w embriogenezie jest udowodniony [Duncan 2005].

Niedawno wykazano takze, iz biatko GATA6 odgrywa istotng role nie tylko w rozwoju
trzustki ale moze takze promowaé powstanie nowotworu trzustki [Ketola 2004]. Bialko to posiada
zdolno$¢ zarowno hamowania jak i pobudzania nowotworzenia, co potwierdzity badania na
wielu réznych nowotworach: w guzach jajnika [Capo-Chichi 2003] oraz gwiazdziakach [Kamnasaran
2007], gdzie gen ma funkcje supresorowe, podczas gdy w nowotworach przewodu
pokarmowego silnie pobudza nowotworzenie [Haveri 2008]. Wykazano roéwniez wyzszg
ekspresje genu GATA6 w przypadku metaplazji stwierdzanej w przetyku Baretta [Kimchi 2006]
a takze amplifikacje genu w nowotworach trzustki i drég zétciowych [Kwei 2008].

Wykazano takze, iz ze wzgledu na ekspresje m.in. w miocytach naczyn krwionosnych
oraz komérkach mezangium, GATA6 petni wazng role w prawidlowym rozwoju kiebuszka
naczyniowego w nerce, co moze byC¢ przydatne w prawidtowym leczeniu kiebuszkowego
zapalenia nerek z obecnoscig rozplemowych zmian mezangialnych [Nagata 2000].

Ekspresje GATA6 badano takze wsrdd dzieci z guzami zarodkowymi, stwierdzajgc jej

podwyzszenie u pacjentow z guzem typu ,yolk sac tumour” a takze niektérych
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potworniakach. Z tego wzgledu Siltanen i wsp. [2003] sugerowali by ocene ekspresji GATA6
wigczy¢ do diagnostyki roznicowej guzéw zarodkowych u dzieci.

Mimo, ze brak jest badan dotyczacych zaleznosci miedzy ekspresja GATAG6
a rozwojem nerczaka zarodkowego, biorgc pod uwage fakt, iz biatko to bierze aktywny udziat
w embriogenezie, istnieje prawdopodobienstwo, iz zaburzenia ekspresji genu mogg wptywac
na nieprawidtowe dojrzewanie nerki, prowadzac do rozwoju nerczaka zarodkowego. Z tego
wzgledu uzyskany wynik wyzszej ekspresji GATA6 u pacjentdw z nerczakiem zarodkowym
przed podaniem chemioterapii przedoperacyjnej, sklania do kontynuacji tego oznaczenia
u wiekszej liczby pacjentéw, w celu lepszego zrozumienia zaburzen zachodzgcych w trakcie

dojrzewania nerki.

Semaforyny sg grupg 8 klas bialek przezblonowych regulujgcych neurogeneze
poprzez m.in. ukierunkowanie wzrostu aksondw [Kolodkin 1993]. Niedawno dowiedziono takze,
iz biorg udziat w angiogenezie, nowotworzeniu oraz regulacji ukladu odpornosciowego
[Capparuccia 2009]. Do swego prawidlowego dzialania biatka te wymagajg obecnosci
receptoréw przezblonowych nazywanych pleksynami, jednak ftgczg sie z nimi tylko
w obecnosci koreceptoréw — neuropiliny 1 (NP1) i 2 (NP2) [Capparuccia 2009]. Co ciekawe,
neuropiliny wigzg sie takze z wybranymi biatkami z rodziny VEGF, w tym VEGFgs,
posredniczagc w angiogenezie [Soker 2002]. Wspomniana izoforma VEGF ma zdolnosé
zarbwno pobudzania proliferacji $srodbtonka naczyn, jak rowniez zwigkszania
przepuszczalnosci obecnych juz naczyn [Ostalska-Nowicka 2006].

Jedng z semaforyn jest SEMA3A, ktéra oprécz wplywu na neurogeneze,
w warunkach eksperymentalnych, ma takze zdolnos¢ hamowania proliferacji niektorych
nowotworow, regulacji tworzenia nowych naczyn krwionosnych w tkance miesniowej oraz
nowotworowej a takze migracji i apoptozy komorek srodbtonka [Casazza 2011], jednak do swej
aktywnosci koniecznie wymaga obecnosci NP1 [Neufeld 2005]. W modelu mysim wykazano,
ze zarO6wno systemowe, jak i miejscowe podanie SEMA3A wywotato zahamowanie wzrostu
nowotworu, poprzez uposledzenie funkcji naczyn krwionosnych a takze ograniczato zdolnos¢
tworzenia odleglych przerzutow [Casazza 2011].

Nalezy podkresli¢, ze agresywnosé nowotworu nie wynika jedynie z gestosci nhaczyh
krwionosnych w obrebie jego utkania ale gléwnie od tego czy sg one ,funkcjonalne”
[Stockmann 2008]. Wczesnhiej wspomniano juz, ze neoangiogeneza w guzie znaczaco rézni sie
od prawidtowego procesu. Ze wzgledu na ograniczong ilos¢ komorek sciennych w obrebie
Sciany naczyn, ulatwione jest tworzenie przerzutow jak rowniez pogarszona jest perfuzja
w guzie, co nasila martwice i niedotlenienie, dodatkowo stymulujgc tworzenie nowych naczyn

krwionosnych [Xian 2006].
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Wykazano obecnos¢ SEMA3A oraz NP1 w rozwijajgcym sie klebuszku nerkowym
a u dorostych — w podocytach i cewkach zbiorczych [vilegas 2002], a niedawne badania
wskazujg, ze biatko SEMA3A pelni istotng role w tworzeniu prawidtowej bariery filtracyjnej
kiebuszka nerkowego, a takze bierze udziat w hamowaniu przezycia komorek $rodbtonka
oraz ich migracji podczas organogenezy, reguluje roznicowanie podocytéw [Reidy 2009]
a takze przeksztalcenie pgczka moczowodowego w moczowdd [Reidy 2011]. Nadal trwajg
intensywne badania poszerzajgce tg wiedze.

Mimo, ze brak jest doniesien o bezposrednim udziale SEMA3A w powstaniu nerczaka
zarodkowego, bezsprzecznie biatko to peni istotng role w rozwoju nerki. Stad tez mozna
z duzym prawdopodobienstwem stwierdzi¢, ze z uwagi na zarodkowe pochodzenie guza
Wilmsa, zaburzenie funkcjonowania semaforyn wplywa na rozwdj tego nhowotworu.
Potwierdzi¢ moze to fakt, iz gen kodujgcy SEMA3A obecny byt w utkaniu nerczaka
zarodkowego analizowanej grupy pacjentéw a stwierdzona réznica ekspresji wynikata z ilosci

zywotnej tkanki.

Ze wzgledu na malg liczebnos¢ badanej grupy oraz jej znaczng heterogennosc,
z duzg ostroznoscig starano sie wycigga¢ wnioski z otrzymanych wynikdw, majgc
swiadomosc¢ koniecznosci zweryfikowania dokonanych spostrzezeh w wiekszej grupie
pacjentow i w czasie dluzej trwajgcej obserwacji. Jednakze otrzymane wyniki wskazujg na
nowe ciekawe kierunki badan, ktére mogg przyczyni¢ sie do lepszego poznania zaburzen

spostrzeganych w nowotworzeniu, w tym takze w nerczaku zarodkowym.



6. Wnioski
1. U dzieci z nerczakiem zarodkowym o tym samym typie budowy histologicznej
i stopniu zaawansowania klinicznego stwierdza sie znacznego stopnia zr6znicowanie
ekspresji bialek zwigzanych =z regulacjg aktywnosci proliferacyjnej, cyklu
komorkowego, odpowiedzi immunologicznej, apoptozy iangiogenezy oraz genow
regulujgcych angiogeneze i embriogeneze, co Swiadczy¢C moze 0 znacznym
zrOznicowaniu biologicznym nerczakdédw u pacjentéw zakwalifikowanych wedtug
obecnie obowigzujgcych kryteriow do tej samej grupy rokowniczej, w szczeg6lnosci

do grupy ryzyka posredniego.

2. Podwyzszona ekspresja biatka Ki-67 w utkaniu nabtonkowym u pacjentéw
po chemioterapii przedoperacyjnej z nerczakiem zarodkowym w najwyzszym stopniu
zaawansowania klinicznego moze $wiadczy¢é o obecnosci wtym elemencie guza
przetrwatych chemioopornych komadrek charakteryzujgcych sie wysokg aktywnoscig

proliferacyjng i stanowi¢ czynnik niekorzystny rokowniczo.

3. Podwyzszona ekspresja biatka p27“"* w utkaniu zrebowym u pacjentéw
po chemioterapii przedoperacyjnej, u ktérych chorobe rozpoznano ponizej 4 roku
zycia moze $wiadczyé o gorszym rokowaniu z powodu obecnosci utkania o ziej
odpowiedzi na chemioterapie, a w przysziosci moze pozwoli¢ na wyodrebnienie

pacjentdw wymagajgcych zintensyfikowanego leczenia.

4. Podwyzszona ekspresja biatka p53 w utkaniu nablonkowym nerczaka spostrzegana

w przypadku wznowy, wigze sie z niekorzystny rokowaniem i przebiegiem choroby.

5. Podwyzszong ekspresje hTERT stwierdzono w utkaniu nabtonkowym nerczaka
zarodkowego 0 niekorzystnej budowie histologicznej po  chemioterapii

przedoperacyjnej.

6. Wstepne wyniki badan molekularnych wskazujg na istotne réznice ekspresji genéw
zwigzanych z angiogenezg oraz ekspresji gendw zwigzanych z embriogenezg
w zaleznosci od stopnia zaawansowania nerczaka zarodkowego oraz etapu leczenia.
Dla oceny znaczenia rokowniczego spostrzeganych roznic ekspresji badanych genéw

konieczne sg dalsze badania i dalsza obserwacja kliniczna.
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Streszczenie

Wstep

Nerczak zarodkowy jest najczestszym pierwotnym guzem nerki u dzieci i mtodziezy,
stanowigc ok. 6-8% wszystkich chorob nowotworowych w tej grupie wiekowej. Dzieki
kompleksowej terapii ztozonej z leczenia operacyjnego, chemioterapii i radioterapii, udaje sie
wyleczy¢ okoto 85% pacjentéw. Jednak u ok. 15% chorych dochodzi do wznowy procesu
nowotworowego, w tym takze u pacjentéw zakwalifikowanych do grupy o korzystnym
rokowaniu. Stad nadal poszukuje sie wskaznikéw prognostycznych, ktére pozwolityby
jeszcze precyzyjniej niz obecnie oceni¢ rokowanie u chorego z nerczakiem zarodkowym,

co pozwolitoby na dalszg personalizacje leczenia i poprawe wynikéw.

Cel

Celem pracy byla ocena rokowniczego znaczenia ekspresji biatek Ki-67 i p27<**,
bialka supresorowego p53, biatka blonowego CD274, aktywnosci ludzkiej telomerazowej
odwrotnej transkryptazy (hTERT) oraz gestosci naczyn wiosowatych (MVD) ocenianych
metodg immunohistochemiczng a takze oceny ekspresji gendéw zwigzanych z modulowaniem
procesu angiogenezy oraz réznicowaniem macierzystych komérek embrionalnych przy
uzyciu metody real time-PCR u dzieci z nerczakiem zarodkowym w pierwszej manifestacji

choroby i we wznowie.

Pacjenci i metodyka pracy

Badaniem objete zostaty dzieci w wieku < 18 lat z pierwszg manifestacjg i ze wznowg
nerczaka zarodkowego leczone wg protokotu SIOP-2001 w latach 2002-11 w osrodkach
onkologii dzieciecej w Polsce. Grupa badana obejmowata 45 pacjentéw (23 dziewczynek, 22
chitopcéw) w wieku 0,1-17,5 lat (mediana 3,2 lat) w momencie rozpoznania, ktérych ze
wzgledu na stopien zaawansowania klinicznego zaliczono do stadium I: 10; II: 13; lll: 16; IV:
5; V: 2 a na podstawie obrazu histopatologicznego: 4 pacjentow zakwalifikowano do grupy
niskiego, 30 do posredniego a 13 do wysokiego ryzyka. 6 pacjentéw nie otrzymato
chemioterapii przedoperacyjnej. Do progresji/wznowy choroby doszto u 5 pacjentow,

Il remisje uzyskato 2 pacjentow. Sposrod wszystkich pacjentéw przezyto 41 dzieci (91%).

Badania wykonano w Katedrze i Zakladzie Histologii i Embriologii Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w materiale pobranym do rutynowych
badan diagnostycznych z guza usunietego podczas zabiegu operacyjnego. Badanie
immunohistochemiczne wykonano przy uzyciu systemu detekcyjnego Dako REAL™
EnVision™, Peroxidase/DAB+. Ekspresja badanych bialek oceniana byta w trzech

elementach sktadowych klasycznego utkania nerczaka zarodkowego (nabtonkowym,
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zrebowym, blastemicznym) i analizowana z wykorzystaniem potilosciowej skali IRS wg
Remmele i Stegner. Natomiast badania real-time PCR wykonane zostal na macierzach
ptytkowych Human Angiogenic Growth Factors & Angiogenesis Inhibitors PCR Array (PAHS-
072A) oraz Human Embryonic Stem Cells PCR Array (PAHS-081A) firmy SABiosciences.
Wyniki analizowano w programie Standard RT?2 PCR Array, granica istotnosci zmian

wynosita 3-krotng réznice ekspresji (p< 0,05).

Wyniki
Metodg immunohistochemiczng u  pacjentbw  poddanych  chemioterapii

przedoperacyjnej wykazano nastepujgce zmiany ekspres;ji biatek:

- podwyzszong ekspresje biatka Ki-67 w utkaniu nabtonkowym u pacjentéw z chorobg w IV

stopniu zaawansowania klinicznego;

- podwyzszong ekspresje biatka p27"** w utkaniu zrebowym u pacjentéw w wieku < 4rz a >

2rz w momencie rozpoznania;
- podwyzszong ekspresje biatka p53 w utkaniu nabtonkowym w przypadku progresji/lwznowy;

- brak réznic ekspresji biatka CD274 w trzech elementach utkania nerczaka we wszystkich

analizowanych zaleznosciach;

- podwyzszong ekspresje hTERT w utkaniu nablonkowym u pacjentow w grupie wysokiego
ryzyka,

- brak réznic ekspresji biatka CD31 oraz wartosci MVD we wszystkich analizowanych

zaleznosciach.

Wyniki badan metodg real time-PCR wykazaly, iz ws$rdd gendw zwigzanych
z angiogenezg stwierdzono réznice ekspresji gendw w zaleznosci od stopnia
zaawansowania oraz etapu leczenia natomiast wsréd genow zwigzanych z embriogenezag
stwierdzono réznice ekspresji genéw w zaleznosci od stopnia zaawansowania, grupy ryzyka

oraz etapu leczenia.

Whioski

1. U dzieci z nerczakiem zarodkowym o tym samym typie budowy histologicznej
i stopniu zaawansowania klinicznego stwierdza sie znacznego stopnia zr6znicowanie
ekspresji bialek zwigzanych =z regulacjg aktywnosci proliferacyjnej, cyklu
komoérkowego, odpowiedzi immunologicznej, apoptozy iangiogenezy oraz genéw
regulujgcych angiogeneze i embriogeneze, co s$wiadczy¢ moze o0 znacznym

zroznicowaniu biologicznym nerczakéw u pacjentow zakwalifikowanych wedtug
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obecnie obowigzujgcych kryteriow do tej samej grupy rokowniczej, w szczegolnosci

do grupy ryzyka posredniego.

Podwyzszona ekspresja biatka Ki-67 w utkaniu nablonkowym u pacjentéw
po chemioterapii przedoperacyjnej z nerczakiem zarodkowym w najwyzszym stopniu
zaawansowania klinicznego moze swiadczy¢ o obecnosci wtym elemencie guza
przetrwatych chemioopornych komérek charakteryzujgcych sie wysoka aktywnosciag

proliferacyjng i stanowi¢ czynnik niekorzystny rokowniczo.

Podwyzszona ekspresja biatka p27°"* w utkaniu zrebowym u pacjentéw
po chemioterapii przedoperacyjnej, u ktérych chorobe rozpoznano ponizej 4 roku
zycia moze swiadczy¢ o gorszym rokowaniu z powodu obecnosci utkania o ziej
odpowiedzi na chemioterapie, a w przysziosci moze pozwoli¢ na wyodrebnienie

pacjentdw wymagajgcych zintensyfikowanego leczenia.

Podwyzszona ekspresja biatka p53 w utkaniu nabtonkowym nerczaka spostrzegana

w przypadku wznowy, wigze sie z niekorzystny rokowaniem i przebiegiem choroby.

Podwyzszong ekspresje hTERT stwierdzono w utkaniu nablonkowym nerczaka
zarodkowego 0 niekorzystnej budowie histologicznej po  chemioterapii

przedoperacyjnej.

. Wstepne wyniki badan molekularnych wskazujg na istotne réznice ekspresji genow
zwigzanych z angiogenezg oraz ekspresji gendw zwigzanych z embriogenezg
w zaleznosci od stopnia zaawansowania nerczaka zarodkowego oraz etapu leczenia.
Dla oceny znaczenia rokowniczego spostrzeganych roznic ekspresji badanych genéw

konieczne sg dalsze badania i dalsza obserwacja kliniczna.
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Summary

Introduction

Nephroblastoma is the most common primary renal tumor in children - it occurs in 6-
8% of all malignant diseases in this group of patients. Due to complex therapy consisting of
surgery, chemotherapy and radiotherapy, curability rate is 85%. However in 15% patients
relapse can occur, also in patients qualified, according to current clinical and pathological
criteria, to group with favorable histology. An intermediate risk group patients is a very
heterogeneous group and therefore more detailed qualification system would be needed to

help in conducting more individualized therapy.

Purpose
The aim of this study was an analysis of prognostic usefulness of human telomerase

reverse transcriptase (hTERT), proliferation proteins Ki-67 and p27 “P*

, suppressor protein
p53, membrane protein CD274 expressions and microvascular density (MVD) in
immunohistochemistry as well as an analysis of real time-PCR expression of an angiogenic
growth factors and inhibitors genes and an embryonic stem cell-specific genes

in nephroblastoma patients in order to find new prognostic parameters.

Patients and methods

Study was done in patients < 18 years with first manifestation of nephroblastoma and
in relapse treated according to protocol SIOP-2001 in departments of paediatric oncology in
Poland during the period 2002-11. 45 patients (23 girls, 22 boys) median age 3,2 years at the
diagnosis (range 0,1-17,5 years) were classified according to clinical stage (1-10, 11-13, 11I-16,
IV-5, V-2) and pathology (4-low, 30-intermediate, 13-high risk). 7 patients did not receive pre-
operative chemotherapy. Relapse occurred in 5 patients, second remission was achieved in
2 patients; OS was 91% (41/45).

Immunohistochemical analysis was performed in Department of Histology and
Embriology in samples from tumors removed surgically, with Dako REAL™ EnVision™
Detection System, Peroxidase/DAB+. Expression was assessed in three components seen in
classic untreated Wilms’ tumour (blastemal, stromal, epithelial) and evaluated according to
Remmele and Stegner immunoreactive score. Molecular analysis based on real time-PCR
with Human Angiogenic Growth Factors & Angiogenesis Inhibitors PCR Array (PAHS-072A)
and Human Embryonic Stem Cells PCR Array (PAHS-081A) SABIiosciences was performed.
Results were analyzed with RT? Profiler™ PCR Array. Treshold of 3-fold change in

expression was determined as significant (p< 0,05).
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Results
Immunohistochemistry performed in patients after preoperative chemotherapy has

shown following changes in protein expressions:
- increased expression of Ki-67 in epithelial component in stage 1V patients;

- increased expression of p27" in stromal compartment in patients <4-years old at the

moment of diagnosis;
- increased expression of p53in epithelial component in relapse;
- no differences in expression of CD274 in three compartments of nephroblastoma;
- increased expression of hTERT in epithelial compartment in high risk patients;
- no differences in expression of CD31 and MVD in analyzed comparisons.

In real time-PCR differences in expressions of genes involved into angiogenesis depending
on clinical stage and phase of treatment as well as expression differences of genes involved

into embryogenesis depending on clinical stage, risk group and phase of treatment were found.

Conclusions

1. In patients with nephroblastoma in the same clinical stage and pathology, significant
differences in an expression of proteins involved in proliferation regulation, cell cycle,
immunological response, apoptosis and angiogenesis as well as in expression of genes involved
in angiogenesis and embryogenesis were found, being the proof of significant biological
differentiation of nephroblastoma among patients qualified to the same prognosis group

according to current criteria, especially into intermediate risk group.

2. An increased expression of Ki-67 in epithelial component in patients after preoperative
chemotherapy, in clinical stage IV can be an evidence of presence of persisting chemo-resistant

cells with high proliferative index and can be a factor of bad prognosis.

3. An increased expression of p27*! in stromal compartment in patients after preoperative
chemotherapy, < 4-years old at the moment of diagnosis can be an evidence of separate group
of patients with worse prognosis due to presence of compartment with bad response to

chemotherapy.

4. An increased expression of p53 in epithelial component in patients after preoperative

chemotherapy with relapse can be an evidence of bad prognosis and course of nephroblastoma.

5. An increased expression of hTERT can be seen in epithelial component in high risk patients

after preoperative chemotherapy.
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6. Preliminary molecular results have shown significant differences of genes involved in
angiogenesis and embryogenesis, depending on clinical stage and phase of treatment.
To assess prognostic usefulness of these changes in expression, further study and follow-up are
needed.
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Fot. 1. Reakcja immunohistochemiczna oceniajgca ekspresje Ki-67 w utkaniu nablonkowym nerczaka
zarodkowego u pacjenta z nowotworem w IV stopniu zaawansowania Kklinicznego. Oryginalne

powiekszenie 100x.

Fot.2. Reakcja immunohistochemiczna oceniajgca ekspresje Ki-67 w utkaniu blastemicznym nerczaka
zarodkowego u pacjenta z nowotworem rozpoznanym ponizej 2 roku zycia. Oryginalne powiekszenie
100x.
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Fot.3. Reakcja immunohistochemiczna oceniajaca ekspresie p27“** w utkaniu blastemicznym
nerczaka zarodkowego u pacjenta z nowotworem rozpoznanym ponizej 2 roku zycia. Oryginalne

powiekszenie 100x.
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Fot.4. Reakcja immunohistochemiczna oceniajgca ekspresje p27™" w utkaniu zrebowym nerczaka
zarodkowego u pacjenta z nowotworem rozpoznanym ponizej 4 roku zycia. Oryginalne powiekszenie

100x
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Fot.5. Reakcja immunohistochemiczna oceniajgca ekspresje p53 w utkaniu nablonkowym nerczaka

zarodkowego u pacjenta ze wznowg nowotworu. Oryginalne powiekszenie 100x.
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Fot.6. Reakcja immunohistochemiczna oceniajgca ekspresje hTERT w utkaniu nabtonkowym

nerczaka zarodkowego u pacjenta z nowotworem grupy wysokiego ryzyka. Oryginalne powiekszenie
100x.
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Fot.7. Reakcja immunohistochemiczna oceniajgca ekspresje CD31 w utkaniu blastemicznym

nerczaka zarodkowego. Oryginalne powiekszenie 100x.
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