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1. WSTEP
1.1. EPIDEMIOLOGIA

Rak nerkowokomoérkowy (Renal Cell Carcinoma - RCC) jest najczestsza odmiang
nowotworu zto§liwego nerki wystepujaca w 90% przypadkéw zachorowan [1]. Wedtug
danych epidemiologicznych nowotwory typu RCC reprezentuja 3% ogoétu zachorowan na
nowotwory ztosliwe na $wiecie [2]. Globalnie w 2018 roku odnotowano 403 tysigce
zachorowan oraz stwierdzono 176 tysiecy zgonow. Pod wzgledem zachorowalnosci RCC
zostal sklasyfikowany na 14 pozycji, natomiast pod wzgledem umieralno$ci na 15 pozycji.
Zachorowalno$¢ na RCC rozni si¢ w zaleznosci od regionu §wiata. Obserwuj¢ si¢ znacznie
wyzsze wskazniki zachorowalno$ci w Ameryce Potnocnej, Europie 1 Australii w
porownaniu do pozostatych kontynentow [3]. W Polsce wedtug danych krajowego rejestru
nowotworow w roku 2017 zarejestrowano 5 tysiecy nowych zachorowan na RCC co
stanowito 3,8% wszystkich nowotworow ztosliwych zdiagnozowanych wsrdéd mezczyzn i
2,5% wsrod kobiet [4]. Nowotwory ztosliwe nerki w Polsce przyczynily si¢ do wystapienia
zgonu u 2,8% mezczyzn oraz 2,1% kobiet.
1.2. CZYNNIKI RYZYKA

Zachorowalno$¢ na nowotwory RCC wzrasta wraz z wiekiem i jest najwigksza w 6
1 7 dekadzie zycia [5]. Mgzczyzni charakteryzuja si¢ 1.5 razy wyzsza zachorowalnos$cig niz
kobiety i roznica ta jest znamienna bez wzgledu na wiek badanej populacji. Do grupy
czynnikow modyfikowalnych zwigkszajacych ryzyko zachorowania na RCC zalicza si¢
otyto$¢, nadci$nienie tetnicze, ograniczong aktywnos$¢ fizyczng, diete bogatotluszczowa,
palenie tytoniu oraz nadmierne spozywanie alkoholu [6]. Udowodniono rowniez istnienie
zwigkszonej zachorowalnosci na RCC w zwiazku z wspdtistnieniem poszczegdlnych
jednostek chorobowych takich jak: cukrzyca typu 2, przewlekta niewydolno$¢ nerek i
watroby. Podkresla si¢ rowniez znaczenie predyspozycji rodzinnych — osoby majace dodatni
wywiad rodzinny maja zwigkszone dwukrotnie ryzyko zachorowania na RCC [7].
Dziedziczenie rodzinne dotyczy jedynie 2% zachorowan na RCC i przekazywane jest w
sposob autosomalny dominujacy. W literaturze opisano takze szereg zespoldw genetycznych
takich jak: =zesp6l Von Hippla — Lindau, Dziedziczny Rak Brodawkowaty,
Wielotorbielowato$¢ nerek, czy tez zespot Birt — Hogg Dube, ktore predysponuja do
rozwoju RCC [8].
1.3. NATURALNY PRZEBIEG CHOROBY

Wezesny rak nerki najczgsciej nie daje objawow klinicznych i wykrywany jest
przypadkowo w trakcie przeprowadzanych badan obrazowych, co wedlug danych

statystycznych stanowi od 80% do 90% przypadkéw [9]. Jedynie 10% pacjentdow moze
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manifestowa¢ objawy miejscowe zaliczane do tzw. triady, ktéra obejmuje: bol okolicy
ledzwiowej, krwiomocz oraz mas¢ guzowata wyczuwalng przez powtoki brzuszne. Wérod
30% pacjentéw zdiagnozowanych z RCC w momencie rozpoznania stwierdza si¢ obecnos¢
przerzutow odlegtych [10]. W przebiegu zaawansowanego stadium choroby mozna takze
zaobserwowac¢ zespoty paraneoplastyczne indukowane przez cytokiny wydzielane przez
nowotwor, do ktorych zalicza si¢: hiperkalcemig, erytrocytozg, zespot Stauffera,
polineuropati¢, amyloidozg¢, anemig, kacheksje oraz nocne poty [11].

1.4. KLASYFIKACJA HISTOPATOLOGICZNA

W 2016 roku dokonano aktualizacji dotychczasowej wersji klasyfikacji WHO z
2004 [12]. Nowotwory RCC stanowig niejednorodng grupe nowotworow, do ktorej zalicza
si¢ co najmniej 10 glownych odmian histopatologicznych. Najczestszym wariantem RCC
jest rak jasnokomorkowy (ang. Clear cell Renal Cell Carcinoma - ccRCC) stwierdzany w
80% przypadkow [13]. Pozostate rzadsze odmiany to rak brodawkowaty stanowiacy 10%
zachorowan, rak chromofobowy - 5% zachorowan oraz 5% innych odmian dotychczas
niesklasyfikowanych pod wzgledem histopatologicznym.

W wigkszosci przypadkow rozpoznanie odmiany histopatologicznej nowotworu
RCC jest mozliwe na podstawie czytelnych kryteriow histopatologicznych. Nowotwory
RCC, ktore maja komponent¢ mieszang moga jednak wymagaé przeprowadzenia
dodatkowych badan obejmujacych: precyzyjna ocen¢ cytologii komorki, ocene
immunohistochemiczng lub ocen¢ genotypu komorki nowotworowej. W 5% przypadkow
pomimo przeprowadzenia dodatkowych badan nie mozna wustali¢ rozpoznania
histopatologicznego i stawia si¢ rozpoznanie niesklasyfikowana odmiana RCC [14].

Oproécz ustalenia odmiany histopatologicznej RCC, ocenie podlega rowniez stopien
zrdznicowania histopatologicznego wedtug dedykowanej skali Fuhrmana (1-4), w ktorej
ocenia si¢ morfologi¢ jadra komorkowego (wielko$¢ 1 ksztalt) oraz obecno$¢ jaderek [15].
Skala Fuhrmana stanowi wazny czynnik prognostyczny u pacjentow z RCC.

1.5. ETIOLOGIA 1 PODLOZE MOLEKULARNE

Nowotwory RCC w ponad 95% przypadkdw wystepuja sporadycznie. Podtoze
molekularne nowotworéw RCC obejmuje mutacje, metylacje lub utrate heterozygotycznos$ci
(LOH) i jest zalezne od odmiany histopatologicznej. Wsrdd pacjentdw zdiagnozowanych z
ccRCC najczgstsza stwierdzang aberracja chromosomalng jest utrata ramienia krotkiego
chromosomu 3. Przyczynia si¢ ona do LOH genu VHL (ang. von Hippel- Lindau) [16]. Gen
VHL koduje biatko VHL, ktérego prawidlowe dzialanie warunkuje odpowiedz komorki na
zmiany stezenia tlenu [17]. W warunkach prawidlowego stezenia tlenu biatko VHL

przytacza czynnik HIFa (ang. Hypoxia-inducible factor a), ktory ulegl wczesniej
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hydroksylacji. Kompleks VHL - biatko HIFa taczy si¢ nastepnie z ligazg E3 co pozwala na
przyltaczenie bialka ubikwityny do HIFa [18]. Tak powstaly kompleks kieruje czynnik
transkrypcyjny do proteosomu, co skutkuje jego degradacja [19]. Z kolei w warunkach
hipoksji czynnik HIFa laczy si¢ z HIFIb (ang. Hypoxia-inducible factor 1b) i po
translokacji do jadra komoérkowego doprowadza do transkrypcji genow VEGFA (ang.
Vascular endothelial growth factor A), EPO (ang. Erythropoietin), SLC2A1 (ang. Solute
Carrier Family 2 Member 1), TGFA (ang. Transforming growth factor alpha) i EGFR (ang.
Epidermal growth factor receptor). Powyzsze geny odpowiadaja za produkcje szeregu
biatek: proangiogennych — VEGF oraz PDGF-B (ang. Platelet-derived growth factor subunit
B), czynnika pobudzajacego erytropoez¢ - EPO i czynnika wzrostowego TGF-a [20]. W
przypadku inaktywacji lub mutacji genu VHL w warunkach normoksji dochodzi do
nieprawidtowej nadprodukcji powyzszych biatek co indukuje rozwdj nowotworu ztosliwego
charakteryzujacy si¢ bogatym unaczynieniem. Poniewaz gen VHL jest genem
supresorowym do jego inaktywacji potrzebne sg mutacje obejmujace obydwa allele [21].
Mutacja jedynie jednego z alleli genu VHL predysponuje do rozwoju torbieli w obrgbie
nerek [22]. Ponadto przeprowadzone badania doswiadczalne na modelu mysim dowiodly, ze
nawet catkowita utrata obydwoch alleli genu VHL jest nadal niewystarczajaca do zaj$cia
procesow kancerogenezy i konieczne jest pojawienie si¢ kolejnych mutacji w obregbie innych
gendw [23]. Przeprowadzone badania obejmujace sekwencjonowanie nowej generacji
potwierdzity, ze wystgpienie kolejny zjawisk genetycznych 1 epigenetycznych w
nastepujacych genach supresorowych PBRMI1 (ang. Polybromo 1), SETD2 (ang. Set
Domain Containing 2, Histone Lysine Methyltransferase), BAP1 (ang. BRCA1 associated
protein-1) i KDMS5C (ang. Lysine demethylase 5C) oraz jednym onkogenie MTOR (ang.
Mammalian target of rapamycin kinase), przyczynia si¢ ostatecznie do rozwoju nowotworu
RCC. Geny PBRM1, SETD2, BAPI znajdujg si¢ na tym samym ramieniu chromosomu 3 co
gen VHL wobec czego jego utrata czesto skutkuje jednoczasowa utratg pozostatych czterech
genoéw supresorowych [24]. Z kolei gen KDMS5C znajduje si¢ na chromosomie X wobec
czego w przypadku ptci meskiej wystarczy pojedyncza mutacja, aby doszto do catkowitej
LOH, co wyjasnia zwigkszong zachorowalnos¢ na RCC wsréd mezczyzn w poréwnaniu do
kobiet (2:1).
1.6. KLASYFIKACJA TNM

Klasyfikacja wedtug skali TNM pozwala wybra¢ adekwatna metod¢ leczenia i
stanowi wazny czynnik prognostyczny w grupie pacjentdow zdiagnozowanych z

nowotworem RCC [25].



W skali TNM ocenia si¢ wymiary nowotworu, obecno$¢ inwazji na sgsiednie

narzady, obecnos¢ przerzutow w wezlach chtonnych i przerzutow odlegtych do innych

narzadéw (Tabela 1).

Tabela 1. Klasyfikacja stopnia zaawansowania raka nerki wedlug skali TNM

T (guz pierwotny)

Tx nie mozna oceni¢ guza pierwotnego

TO nie stwierdza si¢ guza pierwotnego
guz o $rednicy do 7 cm, ograniczony do migzszu

E nerki

Tla guz nie wigkszy niz 4 cm

T1b guz wiekszy niz 4 cm 1 nie wiekszy niz 7 cm
guz o $rednicy powyzej 7 cm, lecz ograniczony do

12 migzszu nerki

T2a guz wiekszy niz 7 cm i nie wiekszy niz 10 cm

T2b guz wiekszy niz 10 cm
guz nacieka glowne naczynia zylne lub tkanke
thuszczowa okotonerkows lecz bez przekraczania

B powiezi Geroty czy naciekania gruczotu
nadnerczowego
guz wrasta w zylte nerkowa lub jej odgatezienia lub
nacieka tkanke thuszczowa okotonerkowsa bez

13a przekraczania powigzi Geroty, naciekanie uktadu
kielichowo-miedniczkowego

T3b guz wrasta w zylte gtowna dolng ponizej przepony
guz wrasta w zylte gtowna dolng powyzej przepony

T3¢ lub nacieka $ciane zyty gtownej dolne;j
guz nacieka poza powi¢z Geroty (w tym naciekanie

b przez ciaglos¢ gruczotu nadnerczowego)

N (stan regionalnych wezlow chlonnych)

Nx nie mozna oceni¢ regionalnych weztow chlonnych
brak przerzutéw do regionalnych weztow

N chtonnych
obecne przerzuty w regionalnych weztach

N chtonnych

M (przerzuty odlegle)
Mo nie stwierdza si¢ obecnosci przerzutow odlegtych
M1 stwierdza si¢ przerzuty odlegte
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W ostatnich latach dokonaty si¢ zmiany w sposobie leczenia pacjentow z RCC. W
zwigzku z powyzszym w 2009 roku pojawila si¢ nowa wersja skali TNM [26].
Najistotniejsze zmiany obejmowaty wydzielenie grupy T2a, czyli zmian mniejszych niz
10cm ze wzgledu na ich coraz czestsze leczenie za pomocg zabiegow NSS. Ponadto w
klasyfikacji uwzglgedniono naciekanie S$ciany zyly glownej dolnej jako czynnika
podwyzszajacego stopien zaawansowania oraz zakwalifikowano naciekanie nadnercza do
stadium T4. Najnowsza wersja skali TNM ukazata si¢ w 2017 roku (Tabela 1).

1.7. DIAGNOSTYKA OBRAZOWA

Wedhug wytycznych towarzystw naukowych w przypadku podejrzenia nowotworu
zto§liwego nerki oprocz badania klinicznego i1 podstawowych badan laboratoryjnych
(morfologia, biochemia, koagulologia) konieczne jest przeprowadzenie diagnostyki
obrazowej. Wstepnym badaniem obrazowym jest przezpowlokowe USG, ktore jest
powszechnie dostepne oraz cechuje si¢ brakiem inwazyjnosci. Badanie USG pozwala
odrézni¢ zmiany lite od torbielowatych, natomiast niewatpliwie jego wada jest brak
zdolno$ci roznicowania w obregbie zmian litych [27].

Ztotym standardem w diagnostyce obrazowej nowotwordow nerki jest natomiast
tomografia komputerowa jamy brzusznej z uzyciem kontrastu z trzema fazami (faza bez
wzmocnienia, faza wzmacniania, faza nefrograficzna) oraz opcjonalng faza urograficzna
[28]. Badanie TK zapewnia 90% czuto$§¢ w wykrywaniu nowotwordéw nerek oraz pozwala
okresli¢ stopien zaawansowania [39].

Badaniem alternatywnym do tomografii komputerowej jest badanie MRI, ktore
charakteryzuje si¢ podobng czulo$cig i swoistosciag [30]. W przeciwienstwie do badania TK
w badaniu MRI unika si¢ szkodliwej ekspozycji na promieniowanie jonizujace oraz nie
uzywa si¢ jodowych $rodkéw wzmacniajacych, ktére moga uposledza¢ funkcje filtracyjna
nerek. W zwigzku z powyzszym MRI jest w szczego6lnosci zalecane dla pacjentéw z alergia
na kontrast jodowy, uposledzong funkcja nerkowa 1 kobiet w cigzy. MRI stanowi takze
alternatywe dla pacjentow, ktorzy wymagaja okresowej kontroli po zastosowanym leczeniu
operacyjnym (np. osoby z zespotami genetycznymi, lub uposledzong funkcja nerkow3g).

Ograniczeniem konwencjonalnych badan obrazowych jest niska zdolno$¢ w
réznicowaniu zmian litych pod wzgledem histopatologicznym [31]. Ma to istotne znaczenie
w nowotworach oncocytoma lub ubogottuszczowym podtypie AML, ktére sa zmianami
tagodnymi i w wielu przypadkach nie wymagaja leczenia operacyjnego. Powyzsze zmiany
na podstawie badan obrazowych sa diagnozowane jako nowotwor zlosliwy. Problem ze

zréznicowaniem odmiany histopatologicznej zmiany (tagodny vs. ztosliwy) dotyczy przede
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wszystkim nowotwordw o $rednicy do 4cm, ktore w 20% przypadkéw majg charakter
tagodny.
1.8. BIOPSJA NOWOTWOROW NERKI

Biopsja nowotworéw nerki stanowi opcjonalne badanie mogace uzupehnié
podstawowg diagnostyke pacjentow z podejrzeniem RCC. Aktualne wskazania do
wykonania biopsji nowotworu nerki sa ograniczone i obejmujg kwalifikacj¢ do aktywnej
obserwacji i1 leczenia matoinwazyjnego oraz kwalifikacje do terapii systemowej w stadium
przerzutowym choroby [32]. Wyniki dostgpnych badan kwestionuja jednak wiarygodnosé
biopsji nowotworow nerki. Zgodno$¢ stopnia zréznicowania wedlug skali Fuhrmana
pomiedzy bioptatem a wynikiem pooperacyjnym jest niska [33]. Wynika to przede
wszystkim z obecnego w nowotworach litych zjawiska heterogennosci. Polega ono na
obecno$ci obszarow w obrgbie guza o réznych stopniach zto§liwosci histopatologicznej lub
réznych wariantach genetycznych. Zjawisko heterogennosci obecne jest rowniez w
nowotworach nerki [34]. W przypadku pacjentow kwalifikowanych do zabiegu usuni¢cia
nowotworu nerki nie ma zatem bezwzglednej koniecznosci przeprowadzenia
przedoperacyjnej biopsji ogniska nowotworowego, poniewaz wynik bioptatu rzadko
przektada si¢ na zmiang decyzji terapeutycznych [35].
1.9. LECZENIE RCC W STADIUM ZAAWANSOWANIA MIEJSCOWEGO
1.9.1. Leczenie operacyjne

W grupie pacjentow z RCC w stadium ograniczonym do narzadu metoda leczenia z
wyboru jest zabieg operacyjny, ktérego celem jest usunigcie nowotworu zitos§liwego.
Zaproponowany w 1960 roku przez Robsona schemat radykalnej nefrektomii obejmuje
mi¢dzy innymi usunigcie calej nerki wraz z otaczajacym thuszczem, nadnerczem, powigzi
Geroty 1 wezlow chtonnych okotonerkowych [36]. Obecnie ze wzgledu na coraz wigksza
ilos¢ nowotworow wykrywanych we wczesnych stadiach zaawansowania odchodzi si¢ od
szerokiego usunig¢cia nerki zaproponowanego przez Robsona. Przeprowadzone badania
kliniczne wykazaty, ze wykonanie limfadenektomii nie przeklada si¢ na poprawe wynikow
onkologicznych i nie jest koniecznym etapem operacji [37]. Liczne towarzystwa urologiczne
zalecaja jednak, aby przeprowadzi¢ limfadenektomi¢ w przypadku zdiagnozowania w
badaniach obrazowych limfadenopatii celem potwierdzenia lub wykluczenia inwazji
nowotworowej w badaniu histopatologicznym [38]. Réwniez wykonanie adrenalektomii
uznaj¢ si¢ za konieczne jedynie w przypadku stwierdzenia nieprawidlowosci w
przedoperacyjnym badaniach obrazowych lub rozleglych nowotworach goérnego bieguna

nerki [39].
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Radykalna nefrektomia jest zabiegiem, ktory moze wplynaé niekorzystnie na stan
og6lny pacjenta. W wyniku zabiegu moze dojs¢ do pogorszenia stopnia filtracji
ktgbuszkowej oraz zwigkszenia ryzyka wystgpienia incydentu sercowo-naczyniowego [40,
41]. Alternatywa dla zabiegu radykalnej nefrektomii jest zabieg NSS (z ang. Nephron
Sparing Surgery), ktéry polega na usunigciu wylacznie masy nowotworowej z
jednoczesnym pozostawieniem zdrowego miazszu nerki. Wedlug wytycznych naukowych
towarzystw urologicznych operacja NSS powinna by¢ rozwazana w szczegdlnosci w
przypadku obecnosci matych nowotworéw o $rednicy nie wigkszej niz 7cm i dogodnej
lokalizacji. Przeprowadzone badania randomizowane nie wykazaly réznic w wynikach
onkologicznych pomiedzy zabiegiem NSS, a radykalng nefrektomig co stanowi istotny
argument przemawiajacy na korzy$¢ wykonywania zabiegdw NSS [42].

Zaréwno nefrektomia radykalna jak i zabieg NSS moga by¢ wykonane metoda
otwarta, laparoskopowa i robotowa. Do niewatpliwych korzys$ci przemawiajacych na rzecz
dostepu laparoskopowego i robotowego =zalicza si¢: krotszy okres rekonwalescencii,
zmniejszone ryzyko krwawienia oraz lepszy efekt kosmetyczny
[43]. Nalezy podkresli¢, ze w gltowne] mierze decyzja o zastosowanej technice
operacyjnej zalezy od doswiadczenia zespotu operujacego.

1.9.2. Metody maloinwazyjne

Alternatywna opcja terapeutyczng dla pacjentow w miejscowo zaawansowanym
stadium RCC mogg by¢ matoinwazyjne metody, ktdre obejmuja krioablacje i ablacje falami
radiowymi [44]. Przeprowadzone badania prospektywne nierandomizowane wskazuja
jednak, ze ryzyko wznowy miejscowej po zastosowaniu technik matoinwazyjnych jest w
poréwnaniu do zabiegu NSS istotnie wyzsze - w przypadku krioablacji 7.4 razy, natomiast
w przypadku termoablacji nawet 18.2 [45]. Powyzsze techniki leczenia nie sg obecnie
uznawane przez towarzystwa naukowe jako metoda leczenia z wyboru pacjentow z RCC,
poniewaz nie posiadamy wiarygodnych wynikéw badan randomizowanych oceniajacych
skuteczno$¢ onkologiczng. Zgodnie z zaleceniami towarzystw naukowych metody
matoinwazyjne mozna rozwazy¢ jedynie jako alternatywng opcje¢ terapeutyczng u pacjentow
w zlym stanie og6lnym.

1.9.3. Aktywna obserwacja

Wedlug zalecen towarzystw urologicznych aktywna obserwacja stanowi jedna z
alternatywnych metod postgpowania nieoperacyjnego u pacjentdéw z nowotworem nerki. W
wyniku wzrostu dostgpnosci do diagnostyki obrazowej zwiekszeniu uleglta wykrywalnos¢

nowotworow nerki we wczesnych stadiach zaawansowania. Okoto 20% matych zmian o
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$rednicy do 4 cm ma charakter tagodny, a spory odsetek cechuje si¢ niskim potencjalem do
progresji [46]. W trakcie rocznej obserwacji ryzyko rozwoju choroby przerzutowej u
pacjentéw z nowotworem nerki o $rednicy do 3cm wynosi zaledwie od 1% do 2%, a $redni
liniowy wzrost §rednicy wynosi 0.13 cm w skali roku [47]. W zwigzku z powyzszym pacjenci
z matym nowotworem nerki i oszacowanym krotkim okresem przezycia moga nie odnies¢
korzysci z leczenia operacyjnego. Kwalifikacja do aktywnej obserwacji obejmuje
przeprowadzenie biopsji ogniska nowotworowego, ktéra potwierdza rozpoznanie
histopatologicznie. Nastepnie w trakcie $cistlego nadzoru konieczne jest przeprowadzenie
cyklicznych badan obrazowych celem wykluczenia progresji choroby. Ograniczona czutos¢ i
specyficznos$¢ diagnostyki obrazowej oraz niska wiarygodno$¢ biopsji nowotwordéw nerek
sprawia sporo trudno$ci przy kwalifikacji 1 prowadzeniu pacjenta w trakcie aktywnej
obserwacji. Ponadto dotychczas nie ustalono wytycznych wskazujacych jakie powinny by¢
interwaly czasowe wykonywanych badan kontrolnych oraz wskazan do zaprzestania aktywnej
obserwacji 1 wdrozenia leczenia chirurgicznego. Nie posiadamy réwniez wynikéw
randomizowanych badan prospektywnych poréwnujacych aktywna obserwacje¢ z leczeniem
operacyjnym. Aktywna obserwacj¢ mozna wobec tego rozwazy¢ jedynie wsrod pacjentow z
malym nowotworem nerki, ktorzy nie wyrazaja zgody na leczenie zabiegowe.
1.9.4. Leczenie adjuwantowe

W przerzutowym stadium zaawansowania RCC standardem leczenia s3 leki
molekularne ukierunkowane na elementy szlaku kaskady genu VHL. Wprowadzenie ich
pozwolito znaczaco poprawi¢ wyniki leczenia wzgledem dotychczasowej terapii opartej o
cytokiny - wartosci przezycia catkowitego ulegty dwukrotnemu wydhuzeniu z 11 miesigcy do
22 miesiecy [48]. Z kolei wérdéd pacjentow w miejscowo zaawansowanym stadium RCC
poddanych operacyjnemu leczeniu miejscowemu, obserwuje si¢ okoto 30%-owy odsetek
progresji choroby zwigzanych z wystapieniem przerzutoéw odleglych w trakcie obserwacji. W
celu uzyskania poprawy wynikow leczenia w tej grupie pacjentoéw podjeto probe wdrozenia
leczenia adjuwantowego z wykorzystaniem lekow stosowanych u pacjentéw w stadium
przerzutowym — w szczeg6lnosci inhibitorow VEGF. Dotychczas przeprowadzono trzy
badania randomizowane oceniajace skuteczno$¢ terapii adjuwantowej [49]. Jedynie w
badaniu S-TRACK poréwnujagcym Sunitynib z obserwacja pacjentdw uzyskang poprawe
czasu wolnego od progresji choroby. Powyzsze badanie bylo podstawa do zaakceptowania
przez agencje FDA terapii adjuwantowej w grupie pacjentow z wysokim ryzykiem progresji
choroby. Inne towarzystwa urologiczne nie zdecydowaly si¢ jednak na wprowadzenie takiej

rekomendacji. Aktualne wskazania dotyczace wdrozenia leczenia adjuwantowego u pacjenta
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opieraja si¢ wytacznie na nomogramach rokowniczych wykorzystujacych parametry kliniczne
i dane pochodzace z raportu patologicznego. Z tego tez powodu nadal nie jest mozliwa
precyzyjna prospektywna ocena prawdopodobienstwa wystgpienia opornosci lub uzyskania
pozytywnej odpowiedzi u danego pacjenta.

1.10 LECZENIE RCC W STADIUM ZAAWANSOWANYM

1.10.1. Nefrektomia cytoredukcyjna

Nefrektomia cytoredukcyjna (CN) poprzedzajaca leczenie systemowe jest jedng z
opcji terapeutycznych zarezerwowang dla wyselekcjonowanej grupy pacjentdow spetniajacych
korzystne kryteria prognostyczne [50]. Przeprowadzone przez grupe EORTC i SWOG
prospektywne randomizowane badania kliniczne wykazaty korzy$§¢ w postaci wydtuzenia
przezycia catkowitego ws$réd pacjentdow poddanych CN w skojarzeniu z leczeniem
systemowym w poréwnaniu wylacznie do leczenia systemowego [51, 52, 53]. W okresie, w
ktérym przeprowadzono powyzsze badania standardem terapii systemowej byla terapia
interleukinami - interferonem alfa i interleuking - 2. Wynikow powyzszych badan nie mozna
wobec tego bezposrednio odnies¢ do wprowadzonych lekéw nowych generacji. Rola CN jest
zatem okreslana ponownie w prowadzonych badaniach klinicznych. Miedzy innymi w
zaprezentowanym na konferencji ASCO w 2018 roku randomizowanym badaniu CARMEN
wykazano, ze wykonanie CN nie przynosi korzysci onkologicznych u pacjentoéw, ktorzy sa w
dalszej kolejnosci poddani terapii Sunitynibem [54]. Paradoksalnie badanie CARMEN
wykazalo, ze grupa pacjentow, w ktorej przed leczeniem systemowym wykonano CN
uzyskata gorsze wyniki w przezyciach catkowitych w poréwnaniu do grupy pacjentow
poddanych wylacznie terapii Sunitynibem. Wyniki powyzszego badania prawdopodobnie
przyczynia si¢ do zmiany rekomendacji dotyczacej wykonywania
CN.

1.10.2. Leczenie systemowe:

Przed 2005 rokiem zlotym standardem leczenia pacjentow z mRCC byta terapia
cytokinami, ktoérag cechowala znaczaca toksyczno§¢ i1 ograniczona skuteczno$¢ [55].
Poglebienie wiedzy dotyczacej biologii RCC 1 szlakow sygnatowych pozwolilo na
wprowadzenie lekoéw nowej generacji. Aktualnie terapia mRCC obejmuje wybidrczg blokade
biatek szlaku odpowiedzialnego za procesy angiogenezy, inhibitorow kinazy mTOR oraz
immunoterapi¢ ukierunkowang na szlak PD-1/PD-L1 [56]. Pomimo tego, ze liczba
dostgpnych terapii w ostatnich latach znaczaco si¢ zwigkszylta to nadal efektywno$¢
onkologiczna nie jest satysfakcjonujaca, gdyz przyczynia si¢ jedynie do stabilizacji zmian

chorobowych. Podj¢te proby stosowania terapii w sposob sekwencyjny oraz taczony takze nie
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przekladaja si¢ na dalsza znaczaca poprawg wynikow. Wedlug zalecen towarzystw
naukowych rodzaj dobieranej terapii do pacjenta uwarunkowany jest czynnikami klinicznymi
oraz wybranymi parametrami laboratoryjnymi na podstawie powszechnie stosowanych
nomogramow [57]. Powyzsze nomogramy byly wprowadzone do praktyki klinicznej w erze
terapii cytokinami i ich zastosowanie w odniesieniu do lekdw nowej generacji moze by¢
suboptymalne.

1.11. MARKERY W RCC

Okoto 30% pacjentdow poddanych leczeniu operacyjnemu z powodu miejscowo
zaawansowanego RCC rozwinie chorobe przerzutowa. Wiarygodna ocena rokowania w tej
grupie pacjentdéw moze wyodrebni¢ osoby majace podwyzszone ryzyko wznowy choroby i
mogace odnies¢ korzy$¢ onkologiczng z wdrozenia leczenia uzupehniajacego. Aktualnie w
celu oceny rokowania pacjentow w lokalizowanym stadium RCC towarzystwa naukowe
rekomenduja nomogramy, ktore wykorzystuja algorytmy matematyczne uwzgledniajace dane
patologiczne i kliniczne. Do najczgsciej stosowanych zalicza si¢: nomogram Leibovicha,
UISS oraz SSIGN [58, 59 ,60].

Powyzsze nomogramy nie s jednak wystarczajaco czute i swoiste i poszukiwane sg
bardziej precyzyjne narzedzia prognostyczne. W ciagu ostatnich lat zbadano szereg
potencjalnych biatek bioracych udziat w patogenezie RCC takich jak: HIF-a, VEGF, CAIX,
surviwina, PD-L1, p53, MMP, ktore mogly mieé znaczenie prognostyczne. Zaden z
powyzszych czynnikow nie sprawdzil si¢ jednak w praktyce klinicznej i nie jest
rekomendowany przez towarzystwa naukowe [61, 62].

Wraz z pojawieniem si¢ nowych technik biologii molekularnej badacze podejmuja
proby identyfikacji gendw, ktore moga odgrywac istotniejszg role. W 2014 roku Brook 1 wsp.
zaproponowali klasyfikacje molekularng nowotworéw ccRCC na dwa typy - ccA oraz ccB, na
podstawie testu genetycznego ClearCode 34 oceniajacego ekspresje 34 gendow [63]. Typ
molekularny ccB cechuje si¢ istotnie gorszym rokowaniem w poréwnaniu do typu ccA.
Kolejnym przyktadem jest badanie z 2016 roku przeprowadzone na grupie 942 pacjentow
poddanych nefrektomii. W tkance pobranej z usunigtego nowotworu zidentyfikowano grupe
512 genoéw, ktoére reguluja procesy kancerogenzy oraz szlaki metaboliczne [64]. Z grupy
powyzszych gendéw do dalszej analizy uwzgledniono 11 gendéw (geny proangiogenne -
APOLDI1 (ang. Apolipoprotein L domain containing 1), EDNRB (ang. Endothelin receptor
type B), NOS3 (ang. Nitric Oxide Synthase 3), PPAP2B (ang. Phosphatidic acid phosphatase
type 2B), geny cyklu komorkowego EIF4EBP1 (ang. Eukaryotic translation initiation factor
4E-binding protein 1), TUBB2A (ang. Tubulin Beta 2A Class Ila), LMNBI1 (ang. Lamin-B1),

geny odpowiedzi immunologicznej - CEACAMI1 (ang. Carcinoembryonic antigen-related cell
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adhesion molecule 1), CX3CL1 (ang. Fractalkine), CCLS5 (ang. C-C motif chemokine ligand
5), gen zapalny - IL-6 (ang. Interleukin 6), ktore mialy najistotniejsze znaczenie
prognostyczne. Badacze na podstawie powyzszych 11 gendéw oraz 5 gendéw referencyjnych
stworzyli model prognostyczny oparty na formule matematycznej oceniajacy ryzyko nawrotu
choroby. Zaproponowany algorytm byt wstanie zidentyfikowa¢ pacjentow wysokiego ryzyka
nawrotu niezaleznie od stopnia zaawansowania choroby wedtlug skali TNM oraz rokowania
wedlug klasycznej skali wykorzystujacej parametry kliniczne 1 patologiczne (skali
Leibovicza). Oczekiwana jest weryfikacja tego algorytmu w badaniach prospektywnych.

W grupie pacjentow w stadium miejscowo zaawansowanym oprocz potrzeby
wdrozenia do praktyki klinicznej biomarkera o znaczeniu prognostycznym istnieje rowniez
konieczno$¢ wdrozenia biomarkera o znaczeniu diagnostycznym, ktéry bedzie wstanie
potwierdzi¢ diagnoze nowotworu zlosliwego nerki przed podjeciem leczenia. Posiadanie
takiego markera pozwoliloby potwierdzi¢ wskazania do leczenia operacyjnego. Aktualnie nie
posiadamy w grupie pacjentow z podejrzeniem nowotworu RCC biomarkera o znaczeniu
diagnostycznym.

Ocena rokowania pacjentow z RCC w stadium zaawansowanym stanowi kolejny
problem, ktéry wymaga udoskonalenia. Podobnie jak w grupie pacjentéw w stadium
zlokalizowanym RCC ocena ta oparta jest o nomogramy uwzgledniajace dane patologiczne,
kliniczne oraz poszczegdlne parametry biochemiczne. Do najczgsciej wykorzystywanych
nomogramow w praktyce klinicznej zalicza si¢ nomogramy wedtug MSKCC oraz IMDC
[57]. Jednak wraz z pojawieniem si¢ wielu nowych wariantow leczenia systemowego pojawit
si¢ problem z ich precyzyjnym doborem do konkretnego pacjenta. Aktualnie prowadzone sa
badania nad markerami molekularnymi o znaczeniu predykcyjnym, ktére pozwolityby
rozwigza¢ ten problem kliniczny. Dotychczas wykazano, Zze wystapienie mutacji w obrebie
charakterystycznej dla RCC grupy genow: PBRM1, BAP1, SETD2, KDMS5C oraz TP53 (ang.
Tumor protein 53) moze mie¢ znaczenie predykcyjne dla terapii systemowej z
wykorzystaniem inhibitorow receptora VEGF [65].

Istotnym ograniczeniem jest jednak sposob pobrania materiatu do badan
molekularnych, ktore potwierdza obecnos¢ powyzszych mutacji. W obecnej formie mozliwe
jest jedynie wykonanie tradycyjnej biopsji narzadowej. Biorac pod uwage zjawisko
heterogennos$ci obecne w nowotworach RCC, to w szczego6lnosci w stadium przerzutowym
wykonanie biopsji jedynie ogniska pierwotnego moze by¢ badaniem suboptymalnym.

Poszukiwane sg zatem nowe rodzaje markeréw, ktore pozwolg poprawi¢ omawiane kwestie.
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1.12. BIOLOGIA 1 ZNACZENIE KRAZACEGO DNA W PRAKTYCE KLINICZNEJ

Aktualnie w uroonkologii prowadzone s3 intensywne badania nad zastosowaniem
biopsji ptynnej w praktyce klinicznej [66]. Badanie to polega na izolacji z plynow
ustrojowych czasteczek wydzielanych przez ognisko nowotworowe. Dostgpne sa rdzne
warianty biopsji plynnej oparte migdzy innymi o izolacje krazacych komorek
nowotworowych, krazacego miRNA oraz krazacego DNA.

DNA zlokalizowane jest w jadrze komérkowym oraz mitochondrium natomiast
mozna je rowniez wyizolowa¢ w znacznie mniejszych ilosciach z krwi oraz z innych ptynow
ustrojowych [67]. DNA moze by¢ obecne w ptynach ustrojowych w réznych formach do
ktorych zalicza sig¢: krazace/wolne DNA, DNA zwigzane z kompleksami nukleosomowymi
oraz DNA zlokalizowane w pgcherzykach btonowych.

Krazace DNA jest formg niezwigzang z innymi biatkami lub innymi powierzchniami
bton. Pierwsze informacje potwierdzajace obecnos¢ krazacego DNA we krwi podano w latach
40 ubiegtego wieku [68]. Po 30 latach od tamtego odkrycia dowiedziono, ze st¢zenie
krazacego DNA w plynach ustrojowych jest znamiennie wyzsze ws$rod pacjentow
onkologicznych anizeli u 0s6b zdrowych [69]. Ponadto wykazano, ze istotne parametry takie
jak lokalizacja, wielko$¢, odmiana histopatologiczna oraz unaczynienie majg istotny wpltyw
na stezenie kragzacego DNA [70, 71]. Jednym z kolejnych waznych odkry¢ byto wykrycie w
krazacym DNA charakterystycznej mutacji, ktora dotyczyta genu RAS u pacjentdw z rakiem
trzustki oraz szeregu charakterystycznych mutacji u pacjentdéw zdiagnozowanych z
nowotworami w innych lokalizacjach [72]. Stanowito to dowdd, ze cze$¢ frakcji krazacego
DNA izolowanej z ptynéw ustrojowych pochodzi bezposrednio z komorek nowotworowych.

Badania eksperymentalne na szczurach wykazaly, ze krazace DNA moze by¢
wychwytywane przez inne komorki i wstawiane w obrgb zdrowego genomu [73].
Dowiedziono takze, ze krazace DNA moze by¢ wychwytywane przez komorki macierzyste,
ktore w rezultacie moga ulec transformacji w komoérki nowotworowe, przyczyniajac si¢ do
powstania nowych ognisk przerzutowych. To zjawisko opisywane jest w literaturze terminem

»genometastasis® [Rycinal][74].
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Rycina 1. Zjawisko Genometastasis.

Wedlug badan do$wiadczalnych na modelach zwierzgcych szacuj¢ si¢, ze ognisko
nowotworowe o masie 100 g zawiera okolo 3 x 10" komoérek, ktére uwalniaja okoto 3,3%
swojego DNA do pltynow ustrojowych kazdej doby [75]. W przypadku pacjentow
onkologicznych nawet do 90% frakcji krazacego DNA pochodzi z komoérek nowotworowych
[76]. Wedlug przeprowadzonych badan st¢zenie krazacego DNA u o0s6b zdrowych nie
przekracza 10ng/ml, natomiast u oséb z nowotworem zlosliwym moze wynie$¢ nawet
1000ng/ml [77].

Krazace DNA jest uwalniane z komorek, gldwnie na drodze dwéch mechanizmow:
apoptozy 1 nekrozy [78]. Mozliwe jest rowniez aktywne wydalanie DNA do pltynow
ustrojowych w procesie aktywnej sekrecji. Regulacja powyzszych proceséw i mechanizméw
nie jest jednak jednoznacznie wyjasniona [79]. Podwyzszone st¢zenie kragzacego DNA u
pacjentdow onkologicznych wynika z odmiennej biologii komoérek nowotworowych, ktore
szybciej przechodza przez cykl komoérkowy, uwalniajac wigksze ilosci DNA do pltynéw
ustrojowych [80]. Istotnym czynnikiem jest takze objeto$¢ ogniska nowotworowego, ktora
wplywa na ilo§¢ uwalnianego DNA. Publikacje dotyczace badan na modelach zwierzecych
oraz na materiale klinicznym pochodzacym od pacjentow potwierdzaja, ze stopien
zaawansowania choroby jest istotnym czynnikiem wplywajacym na wzrost st¢zenia
krazacego DNA. Mozliwe, ze wzrost objetosci ogniska nowotworowego przyczynia si¢ takze

do zmniejszenia stopnia utlenowania poszczegdlnych obszaréw w guzie co skutkuje
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nasileniem proceséw apoptozy i nekrozy. Ponadto w prawidlowych warunkach elementy
komorkowe trawione sg przez makrofagi.

W przypadku wzrostu objetosci ogniska nowotworowego powyzsze procesy ulegaja
uposledzeniu co moze stanowi¢ kolejny czynnik skutkujacy wzrostem st¢zenia krazacego
DNA w ptynach ustrojowych. Wplyw na stezenie krazacego DNA maja réwniez procesy
fizjologiczne zachodzace w organizmie takie jak wydalanie oraz filtracja. Wydalanie
krazacego DNA zachodzi w nerkach i watrobie i jest zalezne od wydolnosci tych narzadow
[81]. Krazace DNA ulega takze samoistnej degradacji. Wykazano, ze okres poitrwania jest
zazwyczaj krétki 1 wynosi od 15minut do kilku godzin [82]. Z kolei za procesy fragmentacji i
degradacji DNA we krwi odpowiadaja DNAzy [83]. Mozliwe, ze nie maja one istotnego
wplywu, poniewaz krazace DNA jest zwigzane z licznymi kompleksami nukleoprotein, ktére
chronig je przed dziataniem endonukleaz, a ponadto u pacjentéw onkologicznych aktywnos¢
DNAZ jest znaczaco obnizona [84].

1.12.1. Integralnos¢ krazacego DNA

Mechanizm uwalniania DNA do ptynéw ustrojowych wptywa nie tylko znamiennie

na stezenie kragzacego DNA w ptynach ustrojowych, ale takze na profil dtugos$ci uwalnianych

fragmentow [Rycina 2].

=== | Elementy komorkowe | === ugleg;imemy

. Krotkie fragmenty|
=P Cialka apoptotyczne —)L DNA

Nukleosomy

Komorki
nowotworowe .

3 r 3 hétki;f;‘a,\menty
Exosomy o

Kompleksy lipoproteinowe

Rycina 2. Warianty $§mierci komorkowej i ich wplyw na dlugo$¢ krazacego DNA uwalnianego

do ptynow ustrojowych.
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Glownym zrédlem krazacego DNA u 0s6b zdrowych sg prawidlowe komorki, ktore
uwalniajg DNA na drodze apoptozy. Apoptoza jest zaprogramowanym i regulowanym
procesem $mierci komorkowej, ktory zapewnia prawidtowa homeostaz¢ organizmu. W
przypadku procesow apoptozy dochodzi zazwyczaj do uwolnienia krotkich fragmentow o
dhlugosciach 180 — 200 par zasad [85]. Z kolei w przypadku pacjentéw onkologicznych
znamienna czg¢$¢ frakcji krazacego DNA pochodzi z komdrek nowotworowych, ktore
uwalniajg swdj material genetyczny nie tylko w wyniku apoptozy, ale rowniez w wyniku
proceséw takich jak: nekroza, autofagia i katastrofy mitotycznej. W efekcie do plynow
ustrojowych uwalniana jest frakcja krazacego DNA, ktora charakteryzuje si¢ wigksza
réznorodno$cig pod wzgledem ilosci par zasad. W przypadku proceséw nekrozy dochodzi do
uwolnienia fragmentéw o réznych rozpigtosciach w dtugosci DNA wynoszacych od 100 par
zasad do nawet 10 tysigcy par zasad. Przypuszcza si¢, ze w grupie pacjentdw onkologicznych
procesy nekrozy przewazaja znamiennie nad procesami apoptozy skutkujac tym samym
wzrostem w plynach ustrojowych stezenia krazacego DNA o wigkszej ilosci par zasad.
Wykorzystanie tych roéznic moze stanowi¢ podstawe do przeprowadzenia badan nad
biomarkerem wykorzystywanym w chorobach nowotworowych. W literaturze ponadto stosuje
si¢ wspoOlczynnik integralnosci DNA, ktory jest stosunkiem stgzenia dlugich fragmentdéw
krazacego DNA do stezenia krotkich fragmentow krazacego DNA [86].

Ocena stgzenia fragmentéw o poszczegdlnych dlugosciach moze odby¢ sie z
wykorzystaniem réznych metod biologii molekularnej. Metoda RT-PCR jest stosowana w
dostepnych publikacjach naukowych. Umozliwia ona ocen¢ jakosciowa w probkach
zawierajagcych nawet niewielka ilos¢ DNA. Ocena wybranej sekwencji DNA jest
przeprowadzona poprzez zajscie reakcji barwnika SYBR z dwuniciowa czasteczkg DNA co
przyczynia si¢ do emisji sygnatlu fluorescencyjnego [87]. Oznaczenie wspodtczynnika
integralnosci DNA wymaga oceny co najmniej dwoch genow dla fragmentow DNA o
réznych dlugosciach. Powszechnie stosowane w publikacjach sa sekwencje ALU i LINE,
ktore wystepuja obficie w obrebie genomu ludzkiego i stanowia odpowiednio 1.2 miliona
oraz 0.5 miliona powtdrzen retrospektywnie na genom [88, 89]. Sekwencje te odgrywaja role
w procesach naprawy DNA, transkrypcji i transpozycji. Metoda opracowana przez grupg
badawcza Umetani i wsp. oceniajagca sekwencje ALU 247 1 115 jest czgsto wykorzystywana
w publikacjach naukowych [90]. Fragmenty ALU115 reprezentuja krotkie fragmenty DNA,
pochodzace z proceséw apoptozy od prawidtowych komorek, natomiast ALU 247 stanowig
dluzsze fragmenty DNA pochodzenia nekrotycznego reprezentujace komorki nowotworu

zto§liwego. Stosunek stgzen ALU 247/ALU115 stanowi wspdtczynnik integralnosci DNA.
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1.12.2. Zastosowanie krazacego DNA w onkologii

Od wielu dekad niezmiennie diagnostyka pacjentow onkologicznych obejmuje
najczesciej wykonanie biopsji tkankowej nowotworu oraz przeprowadzenia diagnostyki
obrazowej. W poszczegdlnych typach nowotworéw zlosliwych mozliwe jest takze
uzupehienie diagnostyki o klasyczne markery takie jak np. PSA w raku prostaty, AFP/
BHCG/ LDH w raku jadra czy tez CEA w raku jelita grubego. Klasyczne markery cechuje
jednak niska czuto$¢ i specyficzno$¢ co powoduje, ze ich wptyw na decyzje kliniczne jest w
wielu przypadkach ograniczony [91]. W zwiazku z powyzZszym nieustannie prowadzone s3
badania nad nowymi markerami, ktére moga przyczyni¢ si¢ do poprawy diagnostyki i
pozwola lepiej okresli¢ rokowanie pacjentéw. Izolacja krazaca DNA z pltyndéw ustrojowych
obok izolacji krazacych komodrek nowotworowych i krazacego miRNA wpisuje si¢ w

strategi¢ okreslang jako biopsja ptynna. [92, 93] [Tabela 2].

Tabela 2. Zalety biopsji plynnej wzgledem klasycznej biopsji tkankowe;.

Klasyczna biopsja tkankowa Biopsja plynna

Procedura inwazyjna - ryzyko powiktan Postepowanie matoinwazyjne

Ograniczona wiarygodnos$¢ ze wzgledu na heterogennos$é

oraz wieloogniskowos$ci choroby

Lepsza wiarygodno$¢ ze wzgledu na brak wrazliwos$ci na

heterogennos$¢ oraz wieloogniskowo$¢ choroby

Obserwacja i monitorowanie pacjenta znaczaco

utrudnione

Pozwala na dynamiczng ocen¢ zmian na poziomie DNA

w dowolnym punkcie czasowym choroby

Istnieje szereg potencjalnych mozliwo$ci wykorzystania krazacego DNA w praktyce
onkologicznej [Rycina 3].
Wezesna wykrywalnos¢ i profilaktyka nowotworow zlosliwych

W pierwszej kolejnosci ocena krazacego DNA moze by¢ wykorzystana w celu
identyfikacji nowotworu zto§liwego we wczesnym stadium zaawansowania. Aktualnie w celu
zwigkszenia wykrywalnosci i jednocze$nie ograniczenia umieralnosci towarzystwa naukowe
rekomenduja programy profilaktyki wtérnej dla poszczegélnych typéw nowotwordéw: ptluc,
piersi, szyjki macicy oraz jelita grubego. Programy profilaktyczne oparte sa migdzy innymi o
badania obrazowe, ktorych gldwnym ograniczeniem jest niemozno$¢ zidentyfikowania choroby
we wezesnym stadium, w ktérym nie uformowane zostato jeszcze lite ognisko nowotworowe.
Ponadto czg$¢ populacji moze by¢ nosicielami mutacji, ktére predysponuja do rozwoju
poszczegolnych typéw nowotworu zlosliwego. Identyfikacja tych osob moze stanowié

wskazanie do wdrozenia nadzoru onkologicznego. Obecnie prowadzone sa badania, ktorych
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celem jest opracowanie testu z krwi lub innych pltyndéw ustrojowych umozliwiajacych
kompleksowa identyfikacje mutacji w krazacym DNA.

W jednym z badan wykazano, ze obecno$cig mutacji KRAS( ang. Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog) i p53 w krazacym DNA koreluje ze zwigkszonym ryzykiem
zachorowania na nowotwor ztos§liwy pecherza moczowego (OR 4.25) [94].

CancerSeek jest z kolei innym przyktadem testu z krwi, ktorego celem jest takze
detekcja nowotworu we wczesnym stadium zaawansowania [95]. W teécie oceniano obecno$¢
61 specyficznych dla raka mutacji w krazacym DNA oraz uwzgledniono réwniez obecno$¢ 8
biatek uczestniczacych w szlakach kancerogenezy. Na grupie ponad 1000 pacjentéw z réznymi
nowotworami $rednia wykrywalno$¢ oscylowata w okolicach 70%. W grupie oséb zdrowych,
ktora obejmowata 812 osdb test byt dodatni jedynie w 7 przypadkach co §wiadczy o bardzo
niskim odsetku fatszywie dodatnich wynikow.

Powyzsze dwa badania wskazuja, ze jest mozliwe wyizolowanie krazacego DNA i
poddanie go analizie w nastepujacych celach: 1) w celu wykrycia mutacji zwigkszajacych
predyspozycje do rozwoju nowotworu ztosliwego lub 2) w celu wykrycia nowotworu
ztosliwego we wczesnym stadium zaawansowania.

Marker o potencjale diagnostycznym i prognostycznym

W pismiennictwie dostgpne sg prace badawcze przeprowadzone na réznych grupach
pacjentow onkologicznych, ktére wskazuja, ze krazace DNA moze mie¢ znaczenie
diagnostyczne. Udowodniono miedzy innymi, ze stezenie krazacego DNA w ptynach
ustrojowych koreluje z objetoscig 1 stopniem zaawansowania choroby nowotworowej [96].
Dostepne sg réwniez badania poréwnujace stezenie krazacego DNA z klasycznymi markerami
dostgpnymi w niektdorych typach nowotworéw. Przyktadowo w jednym 2z badan
przeprowadzonym na grupie pacjentdOw z przerzutowym rakiem piersi wykazano, Ze ocena
iloSciowa krazacego DNA byla bardziej czutym i specyficznym markerem korelujacym ze
stopniem zaawansowania choroby niz klasyczny marker CA 15-3 [97].

W licznych badaniach podj¢to rowniez probg wykorzystania stezenia krazacego DNA
jako markera prognostycznego. Jedna z przeprowadzonych metaanaliz wykazata, ze wysokie
stezenia krazacego DNA wigzaty si¢ z gorszymi wynikami przezycia specyficznego dla raka w
grupie pacjentdw zdiagnozowanych niedrobnokomorkowym rakiem pluca w III i IV stadium
zaawansowania [98]. Podobne wyniki uzyskano takze w badaniach dotyczacych pacjentow z
nowotworami ztosliwymi w innych lokalizacjach [99, 100].

Marker do monitorowania przebiegu choroby
Krazace DNA moze by¢ rowniez wykorzystane jako marker stuzacy do monitorowania

pacjentdw po zastosowanym leczeniu w celu wykrycia progresji choroby. Obecne standardy w

23



onkologii opieraja si¢ na cyklicznym powtarzaniu badan obrazowych, monitorowaniu st¢zenia
klasycznych markerow takich jak np. PSA w raku prostaty czy AFP, B-HCG, LDH w raku
jadra oraz w razie konieczno$ci wykonania biopsji ogniska podejrzanego o wznowe procesu
nowotworowego. Szacuje si¢, ze ognisko nowotworowe o populacji do 44 milionow komorek
jest niewykrywalne w badaniach obrazowych, jednakze moze przyczyni¢ si¢ do istotnego
zwigkszenia stezenia krazacego DNA w ptynach ustrojowych [101]. Co wiecej w szeregu badan
klinicznych wykazano, ze st¢zenie krazacego DNA zmienia si¢ dynamicznie w zalezno$ci od
przebiegu choroby. W przypadku progresji choroby st¢zenie krazacego DNA rosnie, natomiast
w przypadku remisji maleje. Ponadto zmiany stezenia krazacego DNA moga wyprzedzad
pojawienie si¢ nieprawidlowosci swiadczacych o progresji choroby w badaniach obrazowych.
Ze wzgledu na krotki okres pottrwania DNA prosty pomiar ilosciowy moze by¢, takze bardziej
wiarygodny niz aktualnie wykorzystywane klasyczne markery takie jak np. PSA w raku
prostaty, ktorego okres pottrwania jest znacznie dluzszy [102]. Potencjalne zastosowanie
krazacego DNA moze zatem obejmowaé monitorowanie zardwno pacjentdow z chorobg
zlokalizowana np. po leczeniu operacyjnym w celu wykrycia wznowy choroby (miejscowej lub
odlegtej) a takze pacjentow z choroba zaawansowang w celu monitorowania efektywnosci
leczenia systemowego.
Marker o charakterze predykcyjny

Krazace DNA moze by¢ w dalszej kolejnosci wykorzystane w praktyce klinicznej jako
marker predykcyjny. W zaawansowanych stadiach choroby nowotworowej standardem leczenia
jest terapia systemowa. W wyniku przeprowadzonych w ostatnich latach serii badan
genetycznych obejmujacych min. sekwencjonowanie DNA nowej generacji poznano w
poszczegdlnych nowotworach mutacje, ktore moga warunkowa¢ wrazliwo$¢ lub opornos¢ na
dany typ terapii [103]. W poszczeg6lnych typach nowotwordéw ztosliwych jak np. nowotworze
ztosliwym pluca wykorzystuje si¢ powyzsza wiedz¢ w celu zastosowania najbardziej
optymalnego leku [104]. Taka strategia leczenia okre$lana jest jako terapia celowana i wymaga
pobrania materiatu tkankowego pochodzacego z ogniska nowotworowego w celu okreslenia
mutacji majacych znaczenie kliniczne. Pobranie materialu najczes$ciej obejmuje wykonanie
inwazyjnej biopsji tkankowej. W grupie pacjentdéw w przerzutowym stadium zaawansowania
choroby nowotworowej badanie biopsji tkankowej powinno uwzglednia¢ nie tylko ognisko
pierwotne, ale takze pozostale ogniska, ktore moga rézni¢ si¢ pod wzgledem potencjatu
genetycznego od ogniska pierwotnego. W zwiazku z powyzszym biopsja tkankowa wytacznie
ogniska pierwotnego lub jednego z ognisk przerzutowych bedzie badaniem suboptymalnym,

gdyz nie pozwoli na petne okreslenie heterogennosci i klonalnosci komoérkowej nowotworu.
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Ponadto komorki nowotworowe moga ulega¢ samoistnej transformacji w bardziej zlosliwe
klony, a takze w mechanizmie uodparniania si¢ na stosowang terapi¢ co oznaczatoby
konieczno$¢ powtarzania biopsji wielokrotnie w roznych odstgpach czasowych u tego samego
pacjenta [105]. W praktyce klinicznej jest to bardzo trudne do wykonania, poniewaz badanie
biops;ji tkankowej jest procedura inwazyjng obarczong powiktaniami. Izolacja krazacego DNA z
ptynéw ustrojowych moze potencjalnie umozliwi¢ catosciowe §ledzenie 1 ewolucje zmian
genetycznych reprezentujacych wszystkie ogniska chorobowe w sposob matoinwazyjny w

dowolnych punktach czasowych z pominigciem biopsji tkankowe;.

Zastosowanie

Pobranie prébki Izolacja krazacego ~ Analiza krazacego w praktyce
krwi od pacjenta DNA DNA klinicznej
S Marker
Stezenie diagnostyczny
_
n A Integralnosé
DNA Marker
b prognostyczny
b &
oy SAEE Mutagje
| C
— Marker
“ ‘L monitorujacy
t s przebieg choroby
recotasct Metylacje
N7/ Marker
CNV predykcyjny
MsI

Rycina 3. Potencjalne mozliwos$ci zastosowania krazacego DNA w praktyce onkologiczne;.
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2. CELE PRACY

1. Zbada¢ czy ocena ilosciowa krazacego DNA (stezenie krazacego DNA) oraz ocena
jakosciowa krazacego DNA (warto$¢ wspolczynnika integralnosci DNA) we krwi majg
znaczenie diagnostyczne w grupie pacjentdow z rozpoznanym nowotworem nerki przed
podjeciem leczenia operacyjnego.

2. Oceni¢ czy badane parametry: stezenie krazacego DNA oraz warto$¢
wspotczynnika integralnosci DNA we krwi maja znaczenie prognostyczne w grupie pacjentow
z nowotworem ccRCC przed podjeciem leczenia operacyjnego.

3. Oceni¢ wptyw obecnosci klasycznych czynnikow prognostycznych dla ccRCC ;.
stopnia zaawansowania nowotworu w skali TNM, stopnia zréznicowania nowotworu w skali
Fuhrmana, $rednicy zmiany pierwotnej i obecno$ci inwazji naczyniowej na st¢zenie krazacego
DNA oraz warto$¢ wspotczynnika integralnosci DNA we krwi w grupie pacjentow z
nowotworem ccRCC.

4. Podda¢ ocenie wplyw wystepowania objawdéw klinicznych oraz czynnikow
epidemiologicznych odgrywajacych rolg¢ w patogenezie RCC (tj.: wiek, pte¢ nadcisnienie
tetnicze, cukrzyca typu 2, wspdtczynnik BMI, palenie tytoniu) na st¢zenie krazacego DNA

oraz warto$¢ wspotczynnika integralnosci DNA we krwi.
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3. MATERIAL I METODY
3.1 Material kliniczny

Do badania zakwalifikowano 74 pacjentdw zdiagnozowanych z nowotworem nerki
(z wykorzystaniem technik obrazowych—tomografia komputerowa/reznoans magnetyczny),
ktérzy byli hospitalizowani i operowani w Klinice Urologii i Onkologii Urologicznej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2011-2019. Do
dalszych analiz badawczych wyselekcjonowano grupe pacjentdow z potwierdzonym
histopatologicznie nowotworem ccRCC (grupa I n=46) oraz grup¢ pacjentOw z nowotworem
oncocytoma (grupa II n=7). Z badania wykluczono natomiast pacjentéw zdiagnozowanych
jako inny nowotwodr nerki brodawkowaty (n=4), angiomiolipoma (n=4). Do badania
zakwalifikowano, takze 17 os6b zdrowych stanowigcych grupe kontrolng (pacjentéw Kliniki
Urologii). Wszyscy uczestnicy przed przystagpieniem do badan byli poinformowani o
przebiegu i zasadnosci projektu oraz wyrazili $wiadoma, pisemng zgode na udzial w pracy
naukowej (zatacznik 1). Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola

Marcinkowskiego w Poznaniu wyrazita zgod¢ na projekt (Uchwata nr 568/17) (zatacznik 2).

Kazdy pacjent przy przyjeciu do Kliniki w ramach kwalifikacji do zabiegu byt
poddany badaniu przedmiotowemu i podmiotowemu (z wykorzystaniem ankiety — zalacznik
3), ocenie anestezjologicznej oraz badaniu USG ukladu moczowego. W ramach badania
podmiotowego analizowano wystgpowanie objawow klinicznych choroby oraz czynnikow
ryzyka rozwoju raka nerki: otylo$ci, palenia tytoniu, nadcis$nienia t¢tniczego, cukrzycy (tabela
3). W ramach kwalifikacji wykonano rowniez podstawowe badania labolatoryjne obejmujace:

morfologi¢ krwi z rozmazem, grupe krwi, INR, APTT, oznaczenie w surowicy krwi st¢zenia

+ o+
glukozy elektrolitow (Na , K ) i kreatyniny. Stopien zaawansowania klinicznego choroby
zostal okreslony na podstawie badan obrazowych obejmujacych tomografi¢ komputerowa
jamy brzusznej i miednicy ze wzmocnieniem kontrastowym oraz badanie obrazowe klatki

piersiowej (tomografia komputerowa lub zdjecie przegladowe w projekcji AP i bocznej).

Kryteria wykluczenia zostaly zweryfikowane w badaniu przedmiotowym i
podmiotowym obejmowaty: zty stan ogélny (wedhug skali ECOG >1), obcigzenie chorobg
zapalng, chorobg autoimmunologiczng, niewydolno$cia nerek i obecno$cig innej odmiany

nowotworu zlosliwego.

Zabiegowi usunigcia guza metoda NSS poddanych zostato 9 pacjentow natomiast
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nefrektomii radykalnej 44 pacjentow. Wybor metody operacyjnej byl uzalezniony od
wielkosci 1 lokalizacji guza w nerce. Wszystkie preparaty uzyskane podczas operacji byty
poddane ocenie histopatologicznej w  Pracowni  Anatomii  Patologicznej w
Wielospecjalistycznym Szpitalu Miejskim im. Jozefa Strusia w Poznaniu. W ocenie
histopatologicznej uzwgledniono odmiang nowotworu wedlug klasyfikacji WHO, stopien
zaawansowania wedtug skali TNM, stopien ztos§liwosci histopatologicznej wedtug skali
Fuhrmana, rozmiar nowotworu oraz weryfikowano obecno$¢ inwazji sieci naczyniowej i

martwicy. Charakterystyke patologiczng przedstawiono w tabeli 4.

W celu przeprowadzenia analiz statystycznych pacjentow zdiagnozowanych z
ccRCC pogrupowano na podstawie stopnia zaawansowania w skali TNM w nastgpujace
podgrupy: pacjentéw w stadium miejscowego zaawansowania (n=35) oraz pacjentow w
stadium przerzutowym (n=11). RoOwniez na podstawie stopnia zrdéznicowania
histopatologicznego wedtug skali Fuhrmana stworzono dwie podgrupy o niskim stopniu
zréznicowania histopatoloigcznego G1+G2 (n=30) oraz wysokim stopniu zrdéznicowania

histopatologicznego G3+G4 (n=16).

Tabela 3. Charakterystyka patologiczna pacjentéw poddanych leczeniu operacyjnemu

Grupa I - ccRCC Grupa II - Oncocytoma
Charakterystyka N =46 N=7
Rodzaj zabiegu
Nefrektomia 38 6
NSS 8 1
Stopien zaawansowania patologicznego (TNM)
TINOMO 18 4
T2NOMO 2 2
T3INOMO 14 1
T4NOMO 1
T1-4NOM1
11
Lokalizacja przerzutu
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Stopien zloSliwo$ci histopatologicznej (skala Fuhrmana)

G1 8
G2 22
G3 12
G4 4
Srednica guza — najwiekszy wymiar (mm)
Srednia 57 36
Mediana 60 30
Odchylenie std. 29 13
LVI + 13 2
SSIGN
0-1 16
2-5 16
6-9 10
>9 4

Tabela 4. Charakterystyka kliniczna os6b bioracych udzial w badaniu

badawcze

z podziatem na grupy

Charakterystyka ccRCC Oncocytoma Zdrowi
Wiek
Srednia 59.8 59.1 51
Mediana 60 59 52
Odchylenie std. 8.5 8.1 17.9
Pleé¢
Kobieta 12 4 7
Mezczyzna 34 3 10
BMI
Norma 13 0 7
Nadwaga 18 3 10
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Otylosé 15 4 0

Objawy choroby 21 1
Krwiomocz 10 0
Bol 20 1 -
Wyczuwalny guz 6 0
Utrata wagi 6 0

Choroby towarzyszace

Nadci$nienie 30 3 7
Cukrzyca t1. 1 1 0
Cukrzyca t2 7 0 4
Niewydolno$¢ nerek 0 0 0

Wywiad onkologiczny

18 0 0
RCC w rodzinnie
3 0 0
Inny nowotwor
15 0 0
(w rodzinie)
Palacze tytoniu 19 3 0
Ilo$¢ paczkolat
Srednia 29.6 20 0
Mediana 30 20 0
Odchylenie std. 10.5 10 0
Zgon w wyniku progresji
choroby nowotworowej 11
Zgon z innej przyczyny 0
Sredni czas obserwacji (miesiace) 34 - -
Mediana czasu obserwacji 24

(miesigce)

3.2. Metody
3.2.1. Pobieranie materialu
Przed zabiegiem operacyjnym od kazdego pacjenta pobrano po 9ml krwi do 4

probowek zawierajacych EDTA. Na sali operacyjnej, tuz po wycigciu nowotworu lub catej
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nerki pobrano z czg$ci guza dwa wycinki - I z czesci centralnej, 11 z cze$ci obwodowej oraz
wycinek ze zdrowego migzszu nerki w przypadku nefrektomii. Wszystkie te czynnos$ci
wykonano w warunkach sterylnych. Powyzszy materiat tkankowy umieszczono w osobnych
proboéwkach zawierajagcych RNA later i opisano. Proboéwki z krwig i z materialem
tkankowym przekazano w dniu operacji do PTW w temperaturze 0°C. Probki krwi
pacjentéw zostaty natychmiast po przetransportowaniu poddane wirowaniu przy predkosci
400g przez 30 minut w temperaturze pokojowej w celu oddzielenia osocza, ktore nastgpnie
zostalo zamrozone w temperaturze —80°C do czasu dalszych analiz.

3.2.2. Opracowanie materialu

Izolacja krazacego DNA

Krazace DNA zostalo wyekstrahowane z osocza metoda kolumienkowa przy
pomocy kitu QIAamp® Circulating Nucleic Acid Kit (QIAGEN) wedlug zalaczonego
protokotu. Izolacje przeprowadzono z wykorzystaniem 3ml osocza, ktére po rozmrozeniu
zostalo zwirowane (14.000 rpm, 10minut) w temperaturze pokojowej. Do zawieszenia DNA
wykorzystano bufor AVE w objetosci 25 pL. Wyizolowane DNA przechowywano celem
dalszych analiz w temperaturze — 20°C.

Materiaty: QIAamp® Circulating Nucleic Acid Kit (QIAGEN), taznia wodna, probdwki
eppendorf, wymienne plastikowe koncowki do pipet podlautomatycznych, pipety
poétautomatyczne, sprzet ochrony osobistej, alkohol etylowy 96%,

Ocena ilosciowa oraz jakoSciowa krazacego DNA

Korzystajac z metody fluorymetrycznej zmierzono st¢zenie wyizolowanych
produktow w 1pul objetosci probki. Ilos¢ DNA wyrazono w jednostce - ng/ul. W kolejnym
etapie wykonano analize jakoSciowa majaca na celu oceng dlugo$ci wyizolowanych
fragmentow DNA z uzyciem systemu Agilent DNA 1200.

Materiaty: Qubit® 2.0 Fluorometer Thermo Fisher Scientific, Agilent DNA 1200,
probowki Eppendorf, jednorazowe plastikowe koncéwki do pipet podtautomatycznych,
pipety potautomatyczne, zestaw odczynnikow do pomiaru st¢zenia dwuniciowego DNA
(Qubit™ dsDNA HS Assay Kit, Invitrogen) oraz dedykowane probowki polipropylenowe,
cienkoscienne o objetosci 500 pL sprzet ochrony osobistej: rekawiczki, fartuch, okulary,
wirdwka.

Pomiar stezenia krazacego DNA i ocena wspolczynnika integralnosci DNA metoda
RT - PCR
W celu zmierzenia stezenia krazacego DNA przeprowadzono reakcje PCR w czasie

rzeczywistym ze starterami komplementarnymi do sekwencji transpozonu LP1A2,
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umozliwiajacymi amplifikacj¢ fragmentow o dlugosci 90 par zasad oraz o dlugos$ci 222 par
zasad. Transpozon LI1PA2 stanowi podrodzing sekwencji LINE (dlugie rozproszone
elementy jadrowe), ktore sg zlokalizowane w genomowym DNA pochodzenia jadrowego.
Rodzina L1 stanowi 17% ludzkiego genomu. Sekwencja LP1A2 jest rozproszona w obrgbie
genomu w zwigzku z czym jej amplifikacja w trakcie reakcji real time PCR umozliwia
pomiar stezenia krazacego DNA z wicksza dokladnosciag. Catkowite stezenie krazacego
DNA odzwierciedlato stezenia krétkich fragmentow L1PA2 o dlugosci 90 pz. Z kolei ocena
wspotczynnika integralnosci DNA stanowi iloczyn stezenia LP1A2 222 do LP1A2 90.
Poniewaz stezenie LP1A2 90 uwzglgdnia réwniez fragmenty LP1A2 222 to wartosé
wspotczynnika integralno$ci nie powinna by¢ wigksza niz 1. Na podstawie dostepnej
literatury przyjmuje sig, ze warto§¢ wspotczynnika integralnosci DNA powinna by¢ wyzsza
u 0s6b z nowotworem zto§liwym (wzgledem osob zdrowych) oraz wzrasta¢ wraz ze
zwigkszeniem stanu parametrow $wiadczacych o zaawansowaniu choroby takich jak np.
skala TNM lub stopien ztosliwosci histopatologiczne;.

Reakcje RT-PCR przeprowadzono z uzyciem barwnika SYBR green (VWR) na
systemie CFX96 Connect Real-Time PCR Detection System (BioRad) w 48 dotkowych
ptytkach PCR (Cytogen). W tym celu zostaly zaprojektowane startery specyficzne do DNA
z wykorzystaniem programu Primer 3 (wedtug publikacji Breitbach S. 1 wsp. — 2014).
Sekwencje primerdéw:

L1PA290 5-TGCCGCAATAAACATACGTG-3', 5-GACCCAGCCATCCC ATTAC-3'
LP1A2 222 5'-TGCCGCAATAAACATACGTG-3",5-AACAACAGGTGCTGGAGAGG-3’

Na kazda reakcj¢ wykorzystano mieszaning o objetosci 10 ul w sktad, ktorej wehodzity

nastepujace produkty:
Mix Starterow — 1.2ul;
SYBR - 5ul;

Woda — 1.3pl;

Matryca DNA — 2.5 ul.

Warunki reakcji RT-PCR przedstawiono ponizej w tabeli 5.
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Tabela 5. Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Liczba
ETAP Czas Temperatura
cykli/etapow
Aktywacja
polimerazy 1 10min 95°C
Denaturacja
1 10s 95°C
Przylaczenie
starterow, 40
60s 60°C
elongacja
Etap I 15s 95°C
Analiza Etap I 15s 55°C
topnienia Etap III 15s 95°C

Kazda z prob byta analizowana w dwoch powtdrzeniach technicznych. W celu
walidacji wynikéw przeprowadzono powtorzenia biologiczne na losowo wybranych 12
probkach (15% badanych probek) pacjentéw, obejmujace ponowng izolacje krazacego DNA
z osocza, pomiar stezenia DNA (Qbit) oraz reakcje RT - PCR.

Dla kazdego z badanych genoéw przygotowano krzywa wzorcows. Krzywa
wzorcowa umozliwita odczytanie wartosci st¢zenia badanych fragmentow krazacego DNA
w probkach pacjentéw oraz okreslenie wydajnosci reakcji PCR. Matryca wykorzystang do
przygotowania krzywej wzorcowej bylta przygotowana wczesniej probka zawierajaca DNA
genomowe. Stezenie DNA genomowego w probce zostalo okreslone metoda
spektrometryczng (Nanodrop). Na podstawie tego wyniku przygotowano serie czterech
rozcienczen DNA genomowego o ustalonych st¢zeniach w stosunkach: 1:10; 1:100; 1:1000;
1:10000. Krzywa wzorcowa byla wyznaczona przy kazdej reakcji PCR w dwoch
powtdrzeniach.

3.2.3. Metody statystyczne

Realizacja pierwszego celu pracy zostanie przeprowadzona poprzez poréwnanie
badanych parametrow pomiedzy trzema grupami badawczymi ( grupa I — pacjenci
zdiagnozowani w badaniu histopatologicznym z nowotworem ccRCC, II- pacjenci
zdiagnozowani w badaniu histopatologicznym z nowotworem oncocytoma oraz grupa III —
kontrolna stanowiona przez osoby zdrowe).

Analizowane parametry (pomiar st¢zenia krazacego DNA metoda fluorymetryczna,
pomiar stezenia krazagcego DNA o dlugosci 90pz i 222pz, wspolczynnik integralnosci DNA)
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opisane zostang za pomoca $redniej arytmetycznej, odchylenia standardowego, mediany,
warto$ci minimalnej 1 maksymalnej. Zgodno$¢ z rozkladem normalnym sprawdzona
zostanie przy pomocy testu Shapiro-Wilka w kazdej z analizowanych grup. W przypadku
rozkladu normalnego do poréwnania dwoch grup stosowany zostanie test t-Studenta w
modelu zmiennych niezaleznych dla wariancji homogenicznych lub test Welcha dla
wariancji heterogenicznych. W razie braku zgodnosci z rozkladem normalnym stosowany
zostanie test nieparametryczny Manna -Whitneya. Do poroéwnania wigcej niz dwoch grup
badawczych, poniewaz nie potwierdzono zgodnosci z rozktadem normalnym lub wariancje
w grupach nie byly homogeniczne zastosowany zostanie test Kruskala-Wallisa z testem
wielokrotnych poréwnan Dunna.

W oparciu o pojecie czutosci i swoistosci testu diagnostycznego dla kazdej warto$ci
(punktu odcigcia) analizowanych parametrow wyznaczona zostanie krzywa ROC (Receiver
Operating Characteristic). Nastgpnie obliczone zostanie pole powierzchni pod krzywa AUC
(Area Under Curve) i zbadana jego istotno$¢. Dla parametrow, ktorych AUC bedzie istotne,
wyznaczony zostanie optymalny punkt odciecia dla ktérego czutos¢ i swoisto$¢ osiagaja
warto$¢ optymalna.

W celu zbadania zalezno$ci migdzy stezeniem krazacego DNA a wielko$cia
zmiany pierwotnej obliczony zostanie wspotczynnik korelacji nieparametrycznej
Spearmana.

Na podstawie informacji o czasie przezycia (dla pacjentdéw zmarlych) i czasie
obserwacji (dla pacjentow zyjacych) wyznaczone zostang krzywe Kaplana-Meiera w celu
oszacowania prawdopodobiefistwa przezycia wzgledem warto$ci stezenia calkowitego
krazacego DNA oraz wartosci wspotczynnika integralno$ci. Do poréwnania dwodch
krzywych Kaplana-Meiera uzyty zostanie testu Log-rank. W celu zbadania wzglednego
wplywu stezenie krazacego DNA 1 wspotczynnika integralnosci DNA na wyniki przezycia
przeprowadzony zostanie model regresji COXA. W modelu regresji COXA uwzglednione
zostang takze inne czynniki prognostyczne typowe dla ccRCC w celu wykazania czy badane
parametry mogg by¢ uznane jako niezalezny czynnik prognostyczny.

Dla czynnikéw ryzyka zwigkszajacych wystapienie RCC (pleé¢, wiek, nadcisnienie,
cukrzyca, palenie tytoniu, wskaznik BMI) wyznaczony zostanie ilorazy szans z 95%
przedziatami ufno$ci przy pomocy regresji logistycznej. Wyznaczone zostang modele
jednowymiarowe oraz model wielowymiarowy.

Przyjeto poziom istotnosci p=0.05.

Do obliczen zastosowano pakiet statystyczny SPSS oraz Statistica.
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4. WYNIKI

4.1. Wplyw czynnikow epidemiologicznych na stezenie krazacego DNA oraz na

wartos¢ wspolczynnika integralnosci DNA

W pierwszej kolejnosci zweryfikowatem wplyw wystepowania czynnikow
epidemologicznych zwigkszajacych ryzyko zachorowania na RCC (wiek, pte¢ meska,
nadci$nienie tetnicze, cukrzyca typu 2, poziom wspolczynnika BMI, palenie tytoniu) oraz
obecno$¢ objawow klinicznych na badane parametry (st¢zenie krazacego DNA,
wspotczynnik integralno§ci DNA). Przeprowadzone analizy statystyczne nie wykazaly
istotnej zalezno$ci pomigdzy stezeniem krazacego DNA zmierzonym zaréwno metoda
fluorometyczng jak i PCR, a wystepowaniem czynnikow epidemiologicznych dla RCC oraz
obecnos$cig objawow klinicznych choroby w Zadnej z badanych grup (test Manna Whitneya,
p>0.05). Przeprowadzone analizy statystyczne nie wykazaly, takze aby warto$¢
wspotczynnika integralnosci DNA byla w badanych grupach zalezna od czynnikéw
epidemiologicznych dla RCC (p>0.05, test Manna Whitneya). Wykazatem natomiast, ze w
grupie pacjentow z ccRCC, osoby palace tyton (obecnie lub w przesztosci) cechowaly sie
wyzsza warto$cia wpodtczynnika integralnosci DNA w poréwnaniu do oséb z ccRCC
niepalacych nigdy (0.24 vs. 0.30, p<0.05, test Manna Whitneya). Rowniez pacjenci z grupy
ccRCC, u ktorych stwierdzono objawy kliniczne choroby cechowali si¢ wyzsza warto$cig
wspotczynika integralnosci DNA w porownaniu do oséb, u ktorych nie stwierdzono

objawow klinicznych (0.25 vs. 0.30, p<0.05, test t-Studenta).

4.2. Pomiar ste¢zenia krazacego DNA oraz ocena wspolczynnika integralnosci DNA w
grupach: pacjentow z nowotworem ccRCC; pacjentow z nowotworem oncocytoma

oraz w grupie kontrolnej.

W kolejnych analizach dokonalem poréwnania st¢zenia krazacego DNA pomigdzy
poszczegblnymi grupami badawczymi. Pomiary przeprowadzone metodg fluorometryczng
wykazaly, ze stgzenie krazacego DNA bylo istotnie statystycznie wyzsze w grupach
pacjentow z nowotworem ccRCC (n=46) oraz oncocytomg (n=7) wzgledem stezenia
krazagcego DNA w grupie kontrolnej (n=17) (p<0.001, test Kruskala-Wallisa). Stezenie
krazacego DNA w grupie pacjentow z nowotworem oncocytoma bylo wyzsze wzgledem
stezenia krazacego DNA w grupie pacjentow z ccRCC, jednak réznica wartosci nie byta

istotna statystycznie (p>0.05, test Kruskala-Wallisa) (Tabela 6, Rycina 4).

35



Tabela 6. Poziom stezenia krazacego DNA zmierzony metoda fluorymetryczng (ng/ml) w grupie

kontrolnej, w grupie pacjentow z ccRCC oraz w grupie pacjentdéw z oncocytoma.

Parametr Srednia Mediana Minimum Maksimum Odcslzlenle
Zdrowi
0.91 0.76 0.17 2.08 0.61
n-17
Oncocytoma
4.85 3.16 2.62 9.9 2.78
n-7
ccRCC
4.87 2.95 0.37 29.1 5.09
n-46
35
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n=17 n=7 n=46 T Min-Maks

Rycina 4. Pomiar st¢zenia krazacego DNA metoda fluorymetryczng w grupie kontrolnej, w grupie

pacjentow z ccRCC oraz w grupie pacjentdw z oncocytoma

Nastepnie pordwnatem poziomy ste¢zen krazacego DNA pomigdzy badanymi
grupami, ktére zostaly przeprowadzone metoda PCR. Wykazatem, Zze poziomy stezen dla
obydwach frakcji krazacego DNA o dlugosci 90pz i 222pz zmierzone metoda PCR w grupie
pacjentow z nowotworem ccRCC oraz w grupie pacjentéw z nowotworem oncocytoma byty
istotnie statystycznie wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0.001, test Kruskala-
Wallisa). Poziomy stezen obydwoéch frakeji krazacego DNA o dtugosci 90pz i1 222 pz byly
takze wyzsze w grupie pacjentéw z oncocytomg w pordwnaniu do grupy pacjentow z
ccRCC natomiast, nie wykazatem aby rdznica wartosci byla istotna statystycznie (p>0.05,

test Kruskala-Wallisa) (Tabela 7, Rycina 5).
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Natepnie poréwnalem poziom wspotczynnika integralnosci DNA pomiedzy
badanymi grupami i wykazatem, ze w grupie pacjentow z ccRCC byl on wyzszy w
porownaniu do grupy kontrolnej (p<0.001, test Kruskala-Wallisa). Wspotczynnik
integralno$ci DNA w grupie pacjentow z ccRCC byt takze wyzszy w poréwnaniu do grupy
pacjentéw z oncocytoma, jednak roéznica wartosci byla nieistotna statystycznie (p>0.05 test
Kruskala-Wallisa). Rowniez pomiedzy grupa kontrolng a grupa pacjentéw z oncocytoma nie
zaobserwowalem roznicy istotnej statystycznie (p>0.05, test Kruskala-Wallisa)(Tabela 7,

Rycina 7).

Tabela 7. Poziom st¢zenia frakcji krazacego DNA o dtugo$ci 90pz, 222pz metoda PCR oraz warto$§¢
wspotczynnika integralnosci DNA w grupie kontrolnej, w grupie pacjentow z nowotworem ccRCC

oraz w grupie pacjentoéw z nowotworem oncocytoma [Me;M/(SD)].

Parametr CfDN{& O0pz CfDNA. 222pz Integralnos$¢
kopie/ml kopie/ml
Zdrowi 960; 931 140; 151 0.15;0.17
n-17 (490) 94) (0.07)
oncocytoma 4558; 7698 1082; 1122 0.19; 0.20
n-7 (5601) 359) (0.12)
ccRCC 2588; 3172 714; 888 0.28; 0.28
n-46 (2554) (790) (0.09)
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Rycina 5. Pomiar stezenia frakcji krazacego DNA o dlugo$ci 90pz metoda PCR w grupie
kontrolnej, w grupie pacjentdéw z nowotworem ccRCC oraz w grupie pacjentdéw z nowotworem

oncocytoma.
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Rycina 6. Pomiar stezenia frakcji krazacego DNA o dhlugosci 222pz metoda PCR w grupie
kontrolnej, w grupie pacjentdéw z nowotworem ccRCC oraz w grupie pacjentdéw z nowotworem

oncocytoma.
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Rycina 7. Warto$ci wspotczynnika integralno$ci DNA w grupie kontrolnej, w grupie pacjentow z

nowotworem ccRCC oraz w grupie pacjentow z nowotworem oncocytoma.

W celu wyznaczenia optymalnych wartosci diagnostycznych oraz okreslenia
czuto$ci 1 swoisto$ci badanych parametrow przeprowadzitem analize krzywej ROC.
Poniewaz nie wykazatlem istotnych statystycznie réznic w wartosciach badanych
parametréw pomiedzy grupa pacjentdow z ccRCC a oncocytoma to grupg poréwnawcza

stanowita grupa kontrolna i grupa pacjentow z ccRCC (Tabela 8, Rycina 8).
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Rycina 8. Krzywa ROC w odniesieniu do warto$ci badanych parametréw przed zabiegiem,

roéznicujaca grupe pacjentow z ccRCC od grupy kontrolne;.

Tabela 8. Wartosci diagnostyczne oraz czutos¢, swoisto$¢ i AUC badanych parametrow,

pozwalajace zrézncowaé grupe pacjentoéw z ccRCC od grupy kontrolne;.

AUC(95%CI) p Wartos¢ Czulo$é(%) | Swoistosé(%)
cfDNA 222pz 0.932(0.869-0.996) 0.000 269 kopie/ml 89 88
cfDNA 90pz 0.891(0.814-0.969) 0.000 1433 kopie/ml 83 88
Integralnosé 0.831(0.721-0.941) 0.000 0.20 80 65

4.3. Analiza regresji czynnikow predysponujacych do wykrycia ccRCC

W ramach wykonanych obliczen przeprowadzitem analiz¢ regresji logistycznej
czynnikow predysponujacych do wykrycia ccRCC w odniesieniu do grupy kontrolne;j.
Analiza jednoczynnikowa wykazata, ze catkowity poziom stezenia krazacego DNA (frakcja
krazacego DNA o dlugosci 90pz) zmierzony metoda PCR, wiek oraz BMI stanowia
czynniki zwigkszajace prawdopodobienstwo wykrycia ¢ccRCC na poziomie istotnym
statystycznie (p<0.05). Z kolei dwa inne czynniki: palenie tytoniu oraz nadci$nienie t¢tnicze
byly na granicy istotnos$ci statystycznej (p=0.05-0.1). W dalszym etapie przeprowadzitem
wieloczynnikowa analiz¢ logistyczng uwzgledniajaca wylacznie istotne statystycznie
parametry zanalizy jednoczynnikowej. W analizie wieloczynnikowej wykazatem, ze

przedoperacyjny pomiar catkowitego stezenia krazacego DNA byl jedynym niezaleznym
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czynnikiem zwigkszajacym prawdopodobienstwo wykrycia ccRCC (p<0.05) (Tabela 9).

Tabela 9. Model regresji logistycznej jednoczynnikowej i1 wieloczynnikowej parametrow

klinicznych predysponujacych do wykrycia ccRCC.

Analiza jednoczynnikowa Analiza wieloczynnikowa
Czynnik OR 95% CI P OR 95% CI P
Wiek 1.061 1.009-1.115 0.02 1.063 0.975-1.158 0.167
Ple¢ (M) 1.983 0.616-6.382 0.251
BMI 1.182 1.006-1.389 0.042 1.573 1.008-2.454 0.06
Palenie 3.000 0.754-11.929 0.1
DM 1.579 0.300-8.310 0.590
NT 2.679 0.856-8.381 0.1
St';(g’zm 1011 1.004-1.017 0.001 1.016 1.005-1.029 0.008

4.4. Wplyw stopnia zaawansowania choroby wedlug skali TNM na badane parametry

w grupie pacjentow z ccRCC

W dalszych analizach ocenitem wplyw zaawansowania choroby wedtug skali TNM
na badane parametry (stezenie krazacego DNA zmierzone metoda PCR oraz warto$¢

wspotczynnika integralno$ci DNA).

W pierwszym etapie sprawdzilem zalezno$¢ pomiedzy badanymi parametrami a
obecno$cig przerzutow odleglych. W tym celu grupe pacjentéw z ccRCC podzielitem na
dwie podgrupy: pacjentdéw z chorobg miejscowozaawansowang (n=35) oraz pacjentow z

chorobg przerzutowa (n=11).

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze poziomy stezen krazacego DNA o dtugosci
90pz 1 222pz zmierzone metoda PCR byly wyzsze w obydwodch grupach pacjentow z
ccRCC (MO oraz M1) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0.001, test Kruskala-Wallisa,
p<0.05, test Kruskala-Wallisa). Stezenie frakcji krazacego DNA o dlugosci 90 pz byto takze
istotnie statystycznie wyzsze w grupie pacjentow z przerzutami odlegtymi (ccRCC M1) w

porownaniu do grupy pacjentow bez przerzutéw odleglych (ccRCC MO) (p=0.03, test
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Kruskala-Wallisa) (Tabela 10, Rycina 9). Wykazatem takze wzrost stezenia frakcji
krazacego DNA o dlugosci 222pz w grupie pacjentow z przerzutami odleglymi (ccRCC
M1) wzgledem grupy pacjentdow bez przerzutow odlegtych (ccRCC MO) jednak w
przypadku tego pomiaru nie zaobserwowalem istotnej statystycznie réznicy (p>0.05, test

Kruskala-Wallisa) (Tabela 10, Rycina 10).

Rowniez warto$¢ wspolczynnika integralnosci DNA byla zalezna od obecnos$ci
przerzutow odlegtych. Pomiedzy wszystkimi trzema grupami zaobserwowatem istotna
statystycznie réznice (grupa kontrolna vs. ccRCC MO — p<0.005, grupa kontrolna vs.
ccRCC M1 p< 0.005, ccRCC MO vs. ccRCC M1 p<0.05, test Kruskala-Wallisa) (Tabela 10,
Rycina 11).

Tabela 10. Poziom ste¢zenia frakcji krazacego DNA o dlugosci 90pz, 222pz metoda PCR oraz
warto§¢ wspotczynnika integralnosci DNA w grupie kontrolnej, w grupie pacjentéw z nowotworem
ccRCC w stadium miejscowego zaawansowania oraz w grupie pacjentow z nowotworem ccRCC w

stadium przerzutowym [Me;M/(SD)].

Parametr CfDNI.& 90pz chNA. 222pz Integralno$s¢ DNA
kopie/ml kopie/ml
Zdrowi 960; 931 140; 151 0.14;0.17
n-17 (490) 94) (0,07)
ccRCC M0 2473; 2509 631; 623 0.26; 0.26
n-35 (1378) (324) (0.07)
ccRCC M1 3619; 5282 1583; 1730 0.33;0.36
n-11 (4059) (1195) (0.09)
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Rycina 9. Pomiar stezenia frakcji krazacego DNA o dlugosci 90pz metoda PCR w grupie
kontrolnej, w grupie pacjentéw z nowotworem ccRCC w stadium miejscowego zaawansowania oraz

w grupie pacjentow z nowotworem ccRCC w stadium przerzutowym.
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Rycina 10. Pomiar stezenia frakcji kragzacego DNA o dlugosci 222pz metoda PCR w grupie
kontrolnej, w grupie pacjentéw z nowotworem ccRCC w stadium miejscowego zaawansowania oraz

w grupie pacjentow z nowotworem ccRCC w stadium przerzutowym.
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Rycina 11. Pomiar wspolczynnika integralnosci DNA w grupie kontrolnej, w grupie pacjentow z

nowotworem ccRCC w stadium miejscowego zaawansowania oraz w grupie pacjentow z

ccRCC MO

n=35

nowotworem ccRCC w stadium przerzutowym.

W dalszym etapie przeprowadzilem analize krzywej ROC majaca na celu

wyznaczenie optymalnych warto$ci,

umozliwiajacych diagnozg przerzutow odlegltych w grupie pacjentow z ccRCC (Tabela 11,

Rycina 12).
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Rycina 12. Krzywa ROC w odniesieniu do wartosci badanych parametréw przed zabiegiem,

roéznicujaca grupe pacjentow z ccRCC z przerzutami odlegtymi od grupy pacjentéw z ccRCC bez

przerzutow odlegtych.
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Tabela 11. Warto$ci diagnostyczne, czuto$¢, swoisto§¢, AUC badanych parametréw pozwalajace
réznicowaé grupe pacjentow z nowotworem ccRCC w stadium miejscowego zaawansowania od

grupy pacjentéw z nowotworem ccRCC w stadium przerzutowym.

AUC(95%CI) p Wartos¢ Czulo$é(%) | Swoistosc(%)
cfDNA 222pz 0.816(0.650-0.981) 0.002 796 kopie/ml 73 71
cfDNA 90pz 0.725(0.536-0.913) 0.026 2818 kopie/ml 73 66
Integralnos¢ 0.788(0.635-0.880) 0.004 0.30 73 71

W dalszej kolejnosci na podstawie przeprowadzonych pomiaréw wykazalem, ze badane
parametry (stezenie krazacego DNA zmierzone metoda PCR, wspolczynnik integralno$ci
DNA) byly w grupie pacjentow z ccRCC w stadium pierwszego zaawansowania
klinicznego (pT1NOMO) istotnie statystycznie wyzsze niz w grupie kontrolnej (p<0.01, test
t- studenta) (Tabela 12).

Tabela 12. Poziom ste¢zenia frakcji krazacego DNA o dlugosci 90pz, 222pz metoda PCR oraz
warto§¢ wspotczynnika integralno§ci DNA w grupie kontrolnej oraz w grupie pacjentow z

nowotworem ccRCC w I stadium zaawansowania klinicznego [Me;M/(SD)].

Parametr c¢fDNA 90pz cfDNA 222pz Integralnos$¢
kopie/ml kopie/ml
Zdrowi 960; 931 140; 151 0.14;0.17
n-17 (490) (95) (0.07)
ccRCC stadium I 2473; 2308 417; 532 0.24;0.23
n-17 (1584) (366) (0.08)
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Nastepnie na podstawie analizy krzywej ROC wyznaczylem wartosci
diagnostyczne, czuto$¢ i swoistos¢ badanych parametréw pozwalajace zroznicowac osoby
zdrowe od 0s6b z nowotworem ccRCC w I stadium zaawansowania klinicznego) (Tabela

13, Rycina 13).
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Rycina 13. Krzywa ROC w odniesieniu do wartosci badanych parametréw przed zabiegiem,

roéznicujaca grupe pacjentow z ccRCC w I stadium zaawansowania klinicznego od grupy kontrolne;j.

Tabela 13. Wartos$ci diagnostyczne oraz czulo$¢, swoistos¢ i AUC badanych parametrow

pozwalajace zréznicowaé grupe kontrolng od grupy pacjentéw z ccRCC w I stadium zaawansowania

klinicznego
AUC(95%CI) ] Wartos$¢ Czulo$é(%) | Swoistosé(%)
cfDNA 222pz 0.824(0.668-0.979) 0.001 191 kopie/ml 82 70,6
cfDNA 90pz 0.796(0.634-0.958) 0.003 1433 kopie/ml 71 88
Integralnosé 0.725(0.549-0.901) 0.025 0.16 82 65

4.5. Wplyw stopnia zlosliwosci histopatologicznej w grupie pacjentow z ccRCC na

badane parametry

W kolejnym etapie zbadana zostata zalezno$¢ pomigdzy pomiarem st¢zenia

krazacego DNA metoda PCR, warto$cig wspodtczynnika integralnosci DNA a stopniem
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ztosliwosci histopatologicznej wedlug skali Fuhrmana. W celu przeprowadzenia analiz
statystycznych grupa pacjentéw z ccRCC zostala podzielona na dwie podgrupy: pacjentéw z
niskim stopniem zréznicowania histopatologicznego (G1+G2) (n=30) oraz pacjentéw

z wysokim stopniem zrdznicowania histopatologicznego (G3 + G4) (n=16).

Przeprowadzone obliczenia wykazaty, ze stezenie krazacego DNA o dhugosci 90pz
jest wyzsze w grupie pacjentow z ccRCC o wysokim stopniu ztosliwosci w poréwnaniu do
grupy pacjentow ccRCC o niskim stopniu zto§liwosci histopatologicznej, natomiast roznica
warto$ci jest na granicy istotnosci statystycznej (p=0.09, test Manna Whitneya) (Tabela 14,
Rycina 14).

Wykazatem takze istotny statystycznie wzrost st¢zenia fragmentow krazacego
DNA o dlugosci 222pz w grupie pacjentow ccRCC o wyzszym stopniu ztos§liwosci
wzgledem grupy pacjentow ccRCC o niskim stopniu ztosliwos$ci histopatologicznej (p<0.05,

test Manna Whitneya) (Tabela 14, Rycina 15).

Z kolei warto$¢ wspoétczynnika integralnosci DNA w grupie pacjentow ccRCC
o wysokim stopniu ztosliwosci histopatologicznej byla istotnie statystycznie wyzsza w
poréwnaniu do grupy pacjentdow ccRCC o niskim stopniu ztosliwosci histopatologicznej

(p<0.05, test Manna Whitneya) (Tabela 14, Rycina 16).

Tabela 14. Poziom ste¢zenia frakcji krazacego DNA o dlugosci 90pz, 222pz metoda PCR oraz
warto§¢ wspotczynnika integralnosci DNA w grupie pacjentdow z nowotworem ccRCC o niskim
stopniu ztosliwos$ci histopatologicznej oraz w grupie pacjentéw z ccRCC o wysokim stopniu

ztosliwosci histopatologicznej [Me;M/(SD)].

Parametr CfDNI.& 90pz chNA. 222pz Integralno$s¢ DNA
kopie/ml kopie/ml
ccRCC (G1+ G2) 2485; 2853 616; 707 0.26; 0.26
n-30 (2512) (324) (0.07)
ccRCC (G3+G4) 3055; 3771 920; 1226 0.32;0.33
n-16 (2605) (997) (0.10)
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Rycina 14. Pomiar st¢zenia frakcji krazacego DNA o dlugosci 90pz metoda PCR w grupie
pacjentow z nowotworem ccRCC o niskim stopniu zlo$liwosci histopatologicznej oraz w grupie

pacjentéow z ccRCC o wysokim stopniu zto§liwosci histopatologicznej.
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Rycina 15. Pomiar stezenia frakcji kragzacego DNA o dlugosci 222pz metoda PCR w grupie
pacjentow z nowotworem ccRCC o niskim stopniu zlo$liwosci histopatologicznej oraz w grupie

pacjentéow z ccRCC o wysokim stopniu zto§liwosci histopatologiczne;.
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Rycina 16. Pomiar wspotczynnika integralnosci DNA w grupie pacjentow z nowotworem ccRCC o
niskim stopniu ztosliwos$ci histopatologicznej oraz w grupie pacjentéw z ccRCC o wysokim stopniu

ztosliwosci histopatologiczne;.

Na podstawie analizy krzywej ROC wyznaczytem warto$ci diagnostyczne, czutos¢ i
swoisto$¢ badanych parametrow pozwalajace zroznicowac pacjentow z ccRCC o niskim
stopniu zréznicowania histopatologicznego od pacjentow z ccRCC o wysokim stopniu

zrdznicowania histopatologicznego (Tabela 15, Rycina 17).
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Rycina 17. Krzywa ROC w odniesieniu do wartosci badanych parametréw przed zabiegiem,
roéznicujaca grupe pacjentow z ccRCC o niskim stopniu zréznicowania histopatologicznego od

pacjentow z ccRCC o wysokim stopniu zrdznicowania histopatologicznego.
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Tabela 15. Warto$ci diagnostyczne, czulo$¢, swoistos¢, AUC, pomiaru stezenia krazacego DNA
metoda PCR, wspodtczynnika integralnosci DNA pozwalajace zréznicowaé grupe pacjentow z
nowotworem ccRCC o niskim stopniu zlosliwos$ci histopatologicznej od grupy pacjentéw z ccRCC o

wysokim stopniu ztosliwosci histopatologiczne;.

AUC(95%CI) p Wartos¢ Czulo$é(%) | Swoistosé(%)
DNA 222pz 0.706(0.551-0.862) 0.022 727 kopie/ml 63 60
DNA 90pz 0.640(0.476-0.805) 0.1 2818 kopie/ml 63 67
Integralno$¢ 0.684(0.518-0.851) 0.041 0.27 63 57

4.6. Wplyw Srednicy zmiany pierwotnej oraz obecnoS$ci inwazji naczyniowej w grupie

pacjentow z ccRCC na badane parametry

W  przeprowadzonej pracy zweryfikowatem takze zalezno$¢ pomigdzy stgzeniem
krazacego DNA zmierzonym metoda PCR oraz warto$ciag wspotczynnika integralnosci
DNA, a wielkoscig zmiany pierwotnej w grupie pacjentow z ccRCC. Przeprowadzone
analizy wykazaly, zZe $rednica zmiany pierwotnej koreluje dodatnio z badanymi
parametrami (Tabela 16). Przeprowadzone analizy wykazaty takze, Ze obecno$¢ inwazji
naczyniowe] wpltywa na zwigkszenie stezenia krazacego DNA i wzrost wspotczynnika

integralnosci DNA (p<0.05, test Manna Whitneya) (Tabela 17).

Tabela 16. Ocena korelacji pomigdzy S$rednica zmiany pierwotnej, a warto$ciag badanych

parametrow wedtug wspotczynnika Spermanna w grupie pacjentéw z ccRCC.

Parametr ‘2?;::3:1?51( t(N-2) p
DNA 222pz 0.372979 2.666476 0.01
DNA 90pz 0.299535 2.082508 0.04
Integralnos$¢ 0.300427 2.089321 0.04
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Tabela 17. Poziom stezenia frakcji krazacego DNA o dtugosci 90pz, 222pz zmierzony metoda PCR

oraz warto$¢ wspodlczynnika integralno§ci DNA w grupie pacjentdéw z nowotworem ccRCC bez

stwierdzonej inwazji naczyniowej oraz w grupie pacjentdw ze ccRCC ze stwierdzong inwazja

naczyniowa [Me;M/(SD)] .
cfDNA 90pz c¢fDNA 222pz
Parametr Integralnos¢
kopie/ml kopie/ml
LVI- 2473; 2801 592; 661 0.26; 0.25
n-33 (2399) (526) (0.07)
LVI + 2994; 4118 1327; 1462 0.34;0.36
n-13 (2787) (1051) (0.08)

4.7. Analiza przezycia specyficznego dla choroby w zaleznosci od wartosci badanych

parametrow w grupie pacjentow z ccRCC

Kolejnym celem badania byla analiza przezycia specyficznego dla ccRCC w

zalezno$ci od warto$ci przedoperacyjnych badanych pararametrow: catkowitego stgzenia

krazacego DNA zmierzonego metoda PCR oraz wartosci wspotczynnika integralno$ci

DNA. Z wykorzystaniem modelu prognostycznego — SSIGN, uniwersalnego dla wszystkich

grup zaawansowania ccRCC, przeprowadzitem analize krzywej przezycia wedtug Kaplaina

Meiera oraz analize jednoczynnikowa COXA, ktéra potwierdzita, ze grupa badawcza

pacjentow z nowotworem ccRCC byla reprezentatywna (p<0.001,

jednoczynnikowa COXa) (Tabela 18, Rycina 18).
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Rycina 18. Analiza przezycia specyficznego dla choroby w grupie pacjentow z ccRCC w zaleznosci

od wyniki nomogramu SSIGN wedtug Kaplaina Meiera.

Tabela 18. Analiza przezycia COXA wzgledem skali SSIGN dla grupy pacjentéw z ccRCC.

Analiza jednoczynnikowa COXA

HR p

SSIGN 1.321 0.001

Poniewaz nie posiadamy wiedzy odnos$nie warto$ci normatywnych badanych
parametrow w zwiazku z powyzszym nastgpnym etapem analizy bylo ich wyznaczenie przy
pomocy krzywej ROC. W tym celu pacjenci z grupy ccRCC zostali podzieleni na dwie
podgrupy. Pierwsza podgrupg¢ stanowili pacjenci z ccRCC, u ktérych nie doszto do zgonu w
trakcie obserwacji (n=35), natomiast druga podgrupe stanowili pacjenci z ccRCC, u ktorych
doszto do zgonu w trakcie obserwacji w wyniku progresji choroby nowotworowej (n=11)
(mediana czasu obserwacji - 24 miesigce). Na podstawie analizy krzywej ROC ustalone
zostaly warto$ci badanych parametréw, ktéore w analizie przezycia Kaplaina Meiera
rozpatrywane byly jako podwyzszone lub mieszczace si¢ w granicach normy. W przypadku
wspotczynnika integralnosci DNA wykazany zostat brak zdolnosci zréznicowania badanych
podgrup dlatego nie byl on uwzgledniony w dalszych analizach. Analiza warto$ci
przedoperacyjnych poziomu catkowitego krazacego DNA wykazala prog odcigcia
wynoszacy 2913 kopii/ml (Tabela 19, Rycina 19).
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Rycina 19. Krzywa ROC w odniesieniu do warto$ci badanych parametréw przed zabiegiem,
roéznicujaca grup¢ pacjentdw zyjacych od grupy pacjenow, u ktoérej doszto do zgonu w trakcie

obserwacji.

Tabela 19. Wartosci diagnostyczne, czutosé¢, swoistos¢, AUC, badanych parametréw rdznicujace
grupe pacjentow zyjacych z ccRCC od grupy pacjentéw z ccRCC, u ktorej doszto do zgonu w

trakcie obserwacji.

AUC(95%CI) p Wartos¢ Czulo$é(%) | Swoistosc(%)
St. ¢fDNA 0.769(0.606-0.932) 0.02 2913 kopie/ml 73 68
Integralnos$é 0.584(0.393-0.776) 0.4 0.27 64 54

W analizie przezycia Kaplaina Meiera wykazatem, Ze pacjenci z wysokimi
warto$ciami krazacego DNA tj. powyzej wyznaczonego poziomu 2913kopii/ml, cechowali
si¢ gorszym przezyciem specyficznym dla nowotworu (test Log Rank Mantel-Cox p = 0.015
HR — 4.493)(Rycina 20).
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Rycina 20. Analiza przezycia specyficznego dla choroby w grupie pacjentow z ccRCC w zaleznosci

od warto$ci stezenia frakcji krazacego DNA o dtugosci 90pz wedtug Kaplaina Meiera.

4.8. Analiza przezycia Coxa wzgledem wybranych parametrow Kklinicznych,

patologicznych i calkowitego stezenia krazacego DNA w grupie pacjentow z ccRCC

W dalszym etapie przeprowadzona zostata analiza jednoczynnikowa przezycia
COXA wzglgdem wybranych parametrow klinicznych, patologicznych 1 pomiaru
catkowitego stgzenia krazacego DNA wykonanego metoda PCR (frakcja 90pz). Analiza
jednoczynnikowa wykazala, ze pomiar stezenia krazacego DNA metoda PCR, warto$¢
parametroOw patologicznych (stopien zaawansowania miejscowego, obecno$¢ przerzutdw
odleglych, obecno$¢ inwazji naczyniowej, stopien zto§liwosci histopatologicznej) oraz
obecno$¢ objawow klinicznych majg istotny statystycznie wplyw na rokowanie pacjentow
z ccRCC. Nastepnie przeprowadzitem analize¢ wieloczynnikowa, w ktérej uwzglednitem
parametry patologiczne oraz st¢zenie catkowite frakcji krazacego DNA. Przeprowadzony
model wykazal jednak, Zze Zzaden z badanych parametréw nie jest niezaleznym czynnikiem

prognostycznym dla grupy pacjentow zdiagnozowanych z ccRCC (Tabela 20).
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Tabela 20. Analiza jednoczynnikowa i wieloczynnikowa przezycia COXA wzgledem wybranych
parametrow klinicznych, patologicznych i catkowitego stezenia krazacego DNA zmierzonego

metoda PCR.

Analiza jednoczynnikowa Analiza wieloczynnikowa
Czynnik HR p HR p

Wiek 1.010 0.789
Ple¢ 0.601 0.416
BMI 1.032 0.609
Palenie 1.339 0.630
DM 0.446 0.442
NT 0.437 0.172
Objawy 4.041 0.039

pT 2.459 0.01 1.913 0.078

Fuhrman 2.752 0.004 2.105 0.124

META+ 4.529 0.013 3.411 0.367

LVI+ 3.401 0.04 0.284 0.369

St. ¢fDNA 4.493 0.027 2.805 0.210

W zwigzku z powyzszym przeprowadzona zostata analiza wieloczynnikowa
przezycia COXA, wzgledem modelu SSIGN oraz stezenia kragzacego DNA zmierzonego
metoda PCR. Na tej podstawie model SSIGN zostal przyréwnany do pomiaru st¢Zenia
krazacego DNA. Przeprowadzona analiza COXA wykazata, ze normogram wedtug SSIGN
ma znaczaco wyzszg skuteczno$¢ rokowniczag w poréwnaniu do pomiaru catkowitego

stezenia kragzacego DNA metoda PCR (Tabela 21).
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Tabela 21. Analiza jednoczynnikowa i wieloczynnikowa przezycia COXA wzgledem calkowitego

stezenia krazacego DNA metodg PCR oraz wartosci skali SSIGN.

Analiza jednoczynnikowa Analiza wieloczynnikowa
HR p HR p

SSIGN 1.321 0.001 1.296 0.002
St. ¢fDNA 4.493 0.027 3.110 0.1
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5. DYSKUSJA

Biopsja ptynna jest jedna z metod badawczych mogaca poprawi¢ niedoskonato$ci
zwigzane z diagnostyka i oceng rokowania w grupie pacjentow z nowotworem RCC [106].
Jednym z wariantoéw biopsji plynnej jest izolacja krazacego DNA 1 jego dalsza analiza -
iloSciowa oraz jakoSciowa. Istnieje szereg potencjalnych mozliwosci zastosowania
klinicznego biopsji ptynnej w tym krazacego DNA w grupie pacjentoéw z RCC. W pierwszej
kolejnosci ocena krazacego DNA moze stanowi¢ marker o charakterze diagnostycznym,
ktéry pozwoli zréznicowa¢ odmiang histopatologiczng zmiany guzowatej w nerce przed
podjeciem leczenia bez konieczno$ci wykonywania inwazyjnej biopsji tkankowej. Ocena
krazacego DNA moze zatem potencjalnie pomdc rozstrzygnaé¢ czy dany pacjent wymaga
leczenia operacyjnego w przypadku potwierdzenia obecnosci nowotworu ztosliwego np.
ccRCC, lub odstgpienia od leczenia operacyjnego i wdrozenia aktywnej obserwacji w
przypadku potwierdzenia obecnosci nowotworu tagodnego np. oncocytomy.

W grupie pacjentéw z RCC ocena krazacego DNA moze by¢ takze wykorzystana
jako marker prognostyczny, ktory pozwoli okresli¢ rokowanie pacjenta w réznych stadiach
zaawansowania. W przypadku pacjentow w stadium miejscowo zaawansowanym RCC
ocena iloSciowa 1 jakoSciowa krazacego DNA moze umozliwi¢ wskazanie pacjentow
wysokiego ryzyka progresji wymagajacych leczenia adjuwantowego po przeprowadzonym
leczeniu operacyjnym. Z kolei w stadium przerzutowym RCC ocena ilo$ciowa krazacego
DNA moze mie¢ znaczenie prognostyczne oraz w przypadku oceny jako$ciowej opartej o
ocen¢ wystepowania specyficznych mutacji takze predykcyjne. Ocena jakos$ciowa
krazacego DNA moze zatem stanowi¢ element strategii diagnostycznej wpisujacej si¢ w
zatozenia onkologii spersonalizowanej 1 tym samym wskaze rodzaj terapii, ktorag powinna
si¢ zastosowac u danego pacjenta w celu uzyskania optymalnego wyniku onkologicznego

Ocena krazacego DNA moze by¢ takze =zastosowana jako marker do
maloinwazyjnego monitorowania pacjentow z RCC po zastosowanym leczeniu celem
wykrycia progresji choroby zard6wno w stadium miejscowym jak i zaawansowanym,
pozwalajac tym samym ograniczy¢ ilos¢ wykonywanych badan kontrolnych takich jak
diagnostyka obrazowa czy biopsja tkankowa.

W przeprowadzonej przeze mnie pracy badawczej dokonalem pomiaru st¢zenia
krazacego DNA oraz ocenitem wspoiczynnik integralnosci DNA w nastepujacych dwoch
glownych celach: weryfikacji znaczenia diagnostycznego w grupie pacjentow
zdiagnozowanych z nowotworem nerki z zastosowaniem technik obrazowych oraz
weryfikacji znaczenia prognostycznego w grupie pacjentow, u ktoérych rozpoznano w

badaniu histopatologicznym odmiang ccRCC.
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Przeprowadzone przeze mnie pomiary wykazaly, ze przedoperacyjny poziom
stezenia krazacego DNA w grupie pacjentow z ccRCC byt istotnie statystycznie wyzszy w
poréwnaniu do grupy osob zdrowych zarowno przy pomiarze metodag PCR jak i metoda
fluorymetryczng. Ponadto wykazatem, ze st¢zenie krazacego DNA jest podwyzszone w
grupie pacjentow z nowotworem tagodnym (oncocytoma) w pordwnaniu do grupy osob
zdrowych. Nie wykazatem natomiast istotnej roznicy w poziomach stezen krazacego DNA
pomiegdzy grupg pacjentdw z oncocytoma a grupg pacjentow z ccRCC. Wyniki mojej pracy
wskazuja zatem, ze przedoperacyjna ocena stezenia kragzacego DNA nie umozliwia
rozstrzygnigcia charakteru zmiany (nowotwor zto§liwy vs. nowotwor tagodny) 1 tym samym
nie moze by¢ =zastosowana w praktyce klinicznej jako marker o charakterze
diagnostycznym. W przeprowadzonym przeze mnie badaniu wykazalem natomiast, ze w
grupie pacjentow z nowotworem ccRCC stezenie krazacego DNA jest zalezne od stanu
nastepujacych parametréw: stopnia zaawansowania choroby wedlug skali TNM, stopnia
zto§liwosci wedlug skali Fuhrmana, $rednicy zmiany pierwotnej oraz obecnosci inwazji
naczyniowej.

Wyniki te znajduja potwierdzenie w znaczacej czgsci publikacji przedstawionych
ponizej w dyskusji [107, 108, 109, 113, 114, 116].

Migdzy innymi w pracy autorstwa Yamamoto Y. i wsp. przeprowadzono pomiar
stezenia krazacego DNA metoda RT- PCR z wykorzystaniem primera dla genu ACTB o
dhugosci 106 pz [107]. Grupe badang stanowity 92 osoby z nowotworem RCC natomiast
grupe kontrolng stanowity 41 osoby zdrowe. W cytowanym badaniu wykazano, ze st¢zenie
krazacego DNA bylo istotnie statystycznie wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrolne;j.
Analiza krzywej ROC wykazala czuto$§¢ i swoistos¢ pomiaru stezenia krazacego DNA
wynoszaca dla calej grupy badanej odpowiednio 63% i 78%. Z kolei dla nowotworéw w
stadium Tla analiza krzywej ROC wykazata czulo$¢ i swoistos¢ wynoszaca 78% i 58%. W
mojej pracy pole krzywej ROC dla stopnia zaawansowania klinicznego 1 wyniosto - 0.824
natomiast czutos¢ i swoisto§¢ wyniosta odpowiednio 82% i 71%. Wyniki cytowanej oraz
mojej pracy sa zbiezne i dowodza, ze stezenie krazace DNA jest podwyzszone w
nowotworach RCC nawet o niewielkim stopniu zaawansowania klinicznego. Ponadto
autorzy pracy wykazali, ze st¢zenie krazacego DNA jest zalezne od stopnia zaawansowania
choroby wedtug skali TNM. Potwierdzono takze istotny wptyw stopnia zlosliwosci
histopatologicznej wedlug skali Fuhrmana na st¢zenie krazacego DNA. Pacjenci z
nowotworami ze stopniem zlosliwosci G3+G4 mieli istotnie wyzsze stgzenie krazacego
DNA w poréwnaniu do pacjentow w stopniu G1+G2. Analiza wieloczynnikowa

(uwzgledniajaca czynniki epidemiologiczne zwigkszajace ryzyko zachorowania na RCC)
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przeprowadzona przez autoroOw wykazala, ze wysokie wartosci st¢zenia krazacego DNA
stanowity niezalezny czynnik zwigkszajacy prawdopodobienstwo zdiagnozowania RCC.
Wynik tej analizy jest zbiezny z wynikiem mojej analizy, w ktdorej uwzglednialem te same
czynniki.

W kolejnym badaniu autorstwa Wan J. i wsp. oceniano korelacje pomigdzy
stezeniem krazacego DNA we krwi zmierzonym metoda RT-PCR, a ryzykiem wznowy po
leczeniu operacyjnym w grupie pacjentdéw z ccRCC [108]. W badaniu wzi¢to udziat 92
pacjentow oraz 42 zdrowe osoby stanowigce grup¢ kontrolng. W badaniu réwniez
stwierdzono istotng zalezno$¢ pomigdzy st¢zeniem krazacego DNA przed podjgciem
leczenia a nastgpujacymi parametrami: stopniem zaawansowania choroby wedlug skali
TNM oraz stopniem zaawansowania histopatologicznego wedlug skali Fuhrmana. Uzyskane
w tej pracy wyniki sg rowniez zbiezne z poprzednig pracg oraz z wynikami moich badan. W
pracy tej ponadto wykazano, Ze stezenie kragzacego DNA maleje po zabiegu, co moze
wskazywa¢, ze cykliczny pomiar krazacego DNA moze postuzy¢é do monitorowania
pacjentéw pod katem wystgpienia wznowy choroby.

W kolejnym badaniu Feng G. i wsp. dokonano cyklicznych pomiaréw stezenia
krazacego DNA we krwi w grupie pacjentéw z nowotworem ccRCC (n=18) wytacznie w
przerzutowym stadium zaawansowania w trakcie kontynuacji terapii Sorafenibem [109].
Stezenie krazacego DNA zmierzone metoda RT-PCR przed podjeciem leczenia byto istotnie
wyzsze wzgledem grupy kontrolnej sktadajacej si¢ z 0s6b zdrowych (n=10). Rowniez i w
tym badaniu stwierdzono istotng zalezno$¢ pomiedzy poziomem stezenia krazacego DNA a
nastgpujacymi parametrami: stopniem zaawansowania choroby wedlug skali TNM oraz
stopniem zroznicowania histopatologicznego wedlug skali Fuhrmana. Cykliczny pomiary
stezenia krazacego DNA przeprowadzono w 6 punktach czasowych - tydzien przed
podjeciem terapii a nastgpnie w kolejnych tygodniach po jej rozpoczeciu tj. w 4, .8, 12, 16,
24. W tych samych punktach czasowych mierzono odpowiedZ kliniczng terapii oceniajac
badanie TK przy uzyciu kryteriow radiologicznych RECIST 1.1. Wykazano, Zze ocena
stezenia krazacego DNA korelowata istotnie z odpowiedzig radiologiczng. To badanie
wskazuje, ze pomiar stezenia krazacego DNA moze by¢ réwniez wykorzystany jako
biomarker monitorujacy w czasie rzeczywistym efektywnos$¢ terapii systemowej u
pacjentdéw w przerzutowym stadium zaawansowania ccRCC, jako potencjalna alternatywa
do badan obrazowych.

Powyzsze badania dowodza, Zze pomiar st¢zenia krazacego DNA moze mieé
potencjat diagnostyczny i pozwoli zréznicowa¢ osoby z nowotworem ccRCC/RCC od o0sob

zdrowych. Nalezy jednak podkresli¢, Zze autorzy tych badan nie uwzglednili w analizach
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pacjentdw z nowotworami lagodnymi w zwiagzku z powyzszym ich warto$¢ kliniczna nie
zostata w pelni zweryfikowana. W odréznieniu od przytoczonych badan w mojej pracy
uwzgledniona zostala grupa, u ktoérej w badaniu histopatologicznym rozpoznano nowotwor
tagodny oncocytoma. Nalezy podkresli¢, ze liczebno$¢ mojej grupy jest jednak niewielka
(n=7) co moze ogranicza¢ wiarygodno$¢ pomiaru. Przeprowadzone przeze mnie badanie
wykazalo jednak, ze grupe pacjentdw z nowotworem oncocytoma podobnie jak pacjentow z
nowotworem ccRCC charakteryzuje znaczace zwiekszenie ilo$ci krazacego DNA. Swiadczy
to o tym, ze nowotwory oncocytoma pomimo tego, ze maja charakter tagodny to uwalniaja
do krwi wigksza ilo$¢ krazacego DNA. Jest to wazna informacja, gdyz moze stanowic
podstawe do przeprowadzenia dalszych analiz genetycznych nad opracowaniem biomarkera
o znaczeniu diagnostycznym [110]. Obecnie nie posiadamy jednak markeréw
diagnostycznych na poziomie DNA mogacych zréznicowaé omawiane odmiany
nowotworow nerki. Dotychczas przeprowadzone badania na tkance pochodzacej z
nowotworu RCC pozwolily zidentyfikowac szereg specyficznych zmian na poziomie DNA
majacych jednak pewne znaczenie prognostyczne [65]. Wyizolowanie z plyndéw
ustrojowych krazacego DNA pochodzacego z komodrek nowotworowych moze potwierdzi¢
obecno$¢ tych mutacji i pozwoli lepiej okresli¢ rokowanie pacjenta. W literaturze dostepne
sa prace na grupach pacjentow z RCC, gdzie oprocz oceny iloSciowej krazacego DNA
dokonano takze oceny jakoSciowej obejmujacej identyfikacje typowych zmian
genetycznych.

We wstepnych badaniach wykazano, ze charakterystyczne rearanzacje genetyczne
takie jak np. niestabilno§¢ mikrosatelitarna (MSI) oraz utrata heterozygotycznosci (LOH)
wystepuja zarbwno w DNA pobranym z nowotworu jak i w DNA wyizolowanym z ptynéw
ustrojowych réwniez u pacjentéw z rakiem nerki. LOH jest bardzo czesto odkrywana w
nowotworach o réznych lokalizacjach. Wykrycie LOH w DNA wigze si¢ z wigksza
agresywnoscia choroby. W przypadku pacjentow z RCC przeprowadzono kilka takich
badan. Migdzy innymi w badaniu Gonzalgo MI. i wsp. oceniano wptyw obecnosci aberracji
mikrosatelitarnych na ryzyko nawrotu choroby oraz 2 letnie wyniki $miertelno$ci u
pacjentdow poddanych nefrektomii lub operacji usunigcia nowotworu ztosliwego [111].
Badaniem objeto grupe 30 pacjentow z czego w 25 przypadkach stwierdzono obecnosé
nowotworu zlosliwego natomiast w pozostalych przypadkach zmiany tagodne. Obecnosé¢
LOH oceniano w materiale DNA wyizolowanym z tkanek nowotworu oraz z krwi pobranej
przed zabiegiem. Ocena LOH we krwi istotnie korelowata z 2 letnim gorszym przezyciem.
U 83% pacjentéw z nawrotem choroby stwierdzono LOH zaréwno we krwi jak i tkance

nowotworu. Potwierdza to zalezno$¢, ze rak nerki przerzutuje droga krwiono$ng a obecno$¢
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LOH moze wigza¢ si¢ z bardziej agresywnym przebiegiem choroby. W badaniu Knoblocha
R 1 wsp. uzyskano detekcje aberracji mikrosatelitarnych z DNA wyizolowanego z krwi
pacjentéw na poziomie 74-87% w zalezno$ci od ilo$ci badanych markerow [112].

W kolejnym badaniu Perrego Ra. i wsp. przeprowadzono analiz¢ iloSciowa
krazacego DNA wraz z detekcja LOH u pacjentow z nowotworem RCC (n=54) [113]. W
pracy tej wykazano, Ze stezenie krazacego DNA zmierzone metoda RT — PCR bytlo istotnie
wyzsze W grupie pacjentdow w poréwnaniu do grupy kontrolnej (osoby zdrowe n=41). Nie
wykazano natomiast zalezno$ci pomigdzy stezeniem krazacego DNA, a parametrami
patologicznymi — stopniem zaawansowania wedtug skali TNM oraz stopniem ztos§liwosci
wedlug Fuhrmana. Wykazano natomiast istotny spadek st¢zenia krazacego DNA po zabiegu
nefrektomii wzgledem poziomu przedoperacyjnego. Wyniki te jednak nie korelowaly z
wynikami onkologicznymi tj. czasem wystgpieniem wznowy radiologicznej 1 czasem
przezycia calkowitego.

Kolejne badania skupialy si¢ na ocenie obecnosci niestabilno$ci epigenetyczne;.
Jednym z rodzajéw niestabilno$ci epigenetycznej jest zwigkszona metylacja fragmentéw
DNA. Proces ten polega na hypermetylacji wysp CpG regiondéw sekwencji promotorowych
co przeklada si¢ na wyciszenia ekspresji poszczegdlnych gendéw supresorowych i
mutatorowych. Rola niestabilno$ci epigenetycznej w patogenezie wielu nowotwordw
zostala potwierdzona. Zjawisko to predysponuje do kancerogenezy, progresji choroby oraz
przerzutowania [114]. W 2012 de Martino M. i wsp. opublikowat prace na probkach krwi
pochodzacych od 200 pacjentow poddanych leczeniu operacyjnemu z powodu podejrzenia
RCC [115]. W badaniu patologicznym przeprowadzonym po zabiegu u 157 pacjentow
rozpoznano nowotwor zto§liwy natomiast u pozostalych zmiany tagodne. 1zolacje krazacego
DNA wykonano z krwi od pacjentéw przed operacja. Z wykorzystaniem metody RT — PCR
dokonano analizy ilo$ciowej krazacego DNA oraz oceny stopnia metylacji kluczowych dla
kancerogenezy genow charakterystycznych rowniez dla RCC: RASSFIA, PTGS2, P16 i
VHL. Autorzy wykazali istotne zwigkszenie st¢zenia krazacego DNA oraz istotnie
zwigkszong metylacje regionu wysp genu RASSFIA i VHL w grupie pacjentéw z RCC.
Analiza krzywej ROC dla pomiaru st¢zenia krazacego DNA wyniosta — 0.755, metylacji
genu RASSF1A - 0.705 oraz genu VHL - 0.694. W przeciwienstwie do mojej pracy warto$¢
stezenia krazacego DNA okazala si¢ by¢ niezaleznym czynnikiem prognostycznym. Wedtug
autoréw badania st¢zenie krazacego DNA bylo istotnie statystycznie wyzsze w grupie
pacjentéw z mRCC. Przytoczone badanie jest takze jedynym dostepnym w literaturze, gdzie
grup¢ kontrolng stanowily osoby ze zmianami tagodnymi w nerce. W przeciwienstwie do

mojego badania wykazano, jednak Ze stezenie krazacego DNA ma istotng warto$¢
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diagnostyczng. Nalezy jednak podkresli¢, ze autorzy badania nie podali szczegdlowej
charakterystyki grupy ze zmianami tagodnymi. Oznacza to, ze w badaniu mogly by¢
uwzglednione inne zmiany tagodne takie jak np. AML, torbiele nerek czy ttuszczaki. W
zwigzku z powyzszym uzyskany wynik moze odbiega¢ od otrzymanego w moich badaniach,
gdzie grupe pordwnawcza stanowili pacjenci wylacznie zdiagnozowani z nowotworem
oncocytoma.

Z kolei w badaniu Inessy Skrypinki I. i wsp. wykonano analizg 27 probek krwi i
moczu pobranych od pacjentéw z RCC przed podjeciem leczenia oraz od 15 0séb zdrowych
stanowigcych grupe kontrolng [116]. Badanie wykazato, ze st¢zenie krazacego DNA w
krwi, ktore zostato ocenione metoda RT-PCR oraz fluorymetryczng bylo istotnie wyzsze w
grupie pacjentow w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W badaniu oceniono ponadto czg¢stos¢
metylacji nastepujacych genoéw: RASSF1, FHIT, APC, LRRC3B, VHL, ITGAO9.
Wykrywalno$¢ metylacji w krazacym DNA byla zalezna od ilosci analizowanych gendéw
oraz réznych wariantow. Przy analizie 3 genow czuto$¢ badania wynosita 77.9-92.3% przy
specyficznosci mieszacej si¢ w zakresie od 93.3% do 100%. W badaniu nie wykazano
natomiast zalezno$ci pomiedzy stezeniem krazacego DNA a nastgpujacymi parametrami:
stopniem zaawansowania choroby wedlug TNM 1 stopniem zlosliwosci histopatologiczne;j
wedlug Fuhrmana. Ograniczeniem tego badania jest jednak mata liczebno$¢ badanej grupy.

W przeprowadzonym przeze mnie badaniu oraz w cze$ci cytowanych prac
wykazano zalezno$¢ pomigdzy st¢zeniem krazacego DNA a stanem nastgpujacych
parametroOw: stopniem zaawansowania choroby wedtug skali TNM, stopniem ztos§liwosci
wedhug skali Fuhrmana, $rednicg zmiany pierwotnej oraz obecnos$cig inwazji naczyniowe;.
Parametry te odgrywaja istotng rol¢ rokowniczag w nowotworze ccRCC co tym samym
stanowi wazng przestanke §wiadczaca o tym, ze réwniez st¢zenie krazacego DNA moze
mie¢ takowe znaczenie. W celu weryfikacji tej hipotezy przeprowadzitem analize krzywej
przezycia wedlug Kaplaina Meirera, ktora potwierdzila, ze wysokie wartosci stezenia
krazacego DNA (>2900 kopii/ml) zmierzone metoda PCR maja wplyw na przezycie
specyficzne dla raka. Przeprowadzony przeze mnie wieloczynnikowy model regresji COXA
uwzgledniajacy tradycyjne czynniki prognostyczne dla ccRCC oraz poziom stezenia
krazacego DNA wykazal jednak, ze stezenie kragzacego DNA nie moze by¢ niezaleznym
czynnikiem prognostycznym. Potwierdza to takze nastgpny model Coxa, w ktérym
poréwnalem jeden z uniwersalnych modeli prognostyczny (SSIGN) dla wszystkich stadiéw
zaawansowania RCC ze stezeniem krazacego DNA wykazujac tym samym, ze nomogram
SSIGN cechuje si¢ znaczaco lepsza precyzja. Znaczenie prognostyczne st¢zenia krazacego

DNA zostato zweryfikowana przez badaczy w poszczegélnych pracach [108, 115]. W
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cytowanej juz przeze mnie wczesniej pracy autora de Martino 1 wsp. wykazano, ze wysokie
wartos$ci stezenia krazacego DNA (powyzej 2400 kopii/ml) wptywaly negatywnie na czas
przezycia specyficznego dla raka na podstawie przeprowadzonej analizy Krzywej Kaplaina
Meira. W kolejnej takze cytowanej juz w dyskusji pracy autorstwa Wan i wsp. wykazano z
kolei, ze wysokie wartosci stezenia krazacego DNA majg istotny wplyw na czas
wystagpienia wznowy choroby. Wyniki te wymagaja jednak weryfikacji na wigkszych
grupach pacjentdw i uwzglednienia dtuzszego czasu obserwacji.

Pomimo tego, ze zarowno moje jak i przytoczone w dyskusji badania wskazuja, ze
pomiar st¢zenia krazacego DNA moze by¢ wykorzystany jako biomarker w réznych celach
(diagnostycznych, prognostycznych lub monitorowania przebiegu choroby) to istnieje
jednak szereg ograniczen, ktére wymagaja komentarza.

Z racji faktu, ze nowotwory RCC charakteryzuja si¢ bogatym unaczynieniem
przyjeto, ze krew pobrana od pacjentéw bedzie stanowi¢ najlepsze zrodto krazacego DNA.
W réznych badaniach dowiedziono jednak, Ze proces obrobki probki krwi ma istotne
znaczenie [117]. Kluczowym etapem wplywajacym na jako$¢ materiatu i krazacego DNA
ma faza przed analityczna zwigzana miedzy innymi z pobieraniem materialu do badan,
warunkami przechowywania (temperatura, czas) a nastgpnie parametrami wstgpnej obrobki
[118,119]. Przyjmuje si¢, ze okres pomigdzy pobraniem probki od pacjenta a procedura
oddzielenia osocza nie powinien przekracza¢ 24h [120]. W wiekszosci przypadkow probki
krwi pobierane sg do probéowek EDTA lub specjalnych probowek dedykowanych do
krazacego DNA. Obydwa rodzaje probdéwek zawieraja antykoagulant - kwas K3EDTA,
natomiast probowki dedykowane do przechowywania DNA zawierajg takze dodatkowe
substancje zapobiegajace lizie komodrek i uwolnieniu DNA genomowego [121]. Probowki
dedykowane pozwalaja utrzymaé jako$¢ materialu nawet przez 5 dni w temperaturze
pokojowej w poréwnaniu do jedynie kilku godzin w przypadku probéwek standardowych.
Po przygotowaniu materiatu nastgpnym etapem jest izolacja krazacego DNA. Wedtug
danych literaturowych bardziej preferowanym zrédtem krazacych kwaséw nukleinowych
jest osocze a nie surowica [122]. Wynika to z faktu, ze czgs¢ DNA w surowicy pochodzi z
lizy krwinek biatych co moze fatszywie zawyza¢ wynik st¢zenia krazacego DNA.

Dostgpne sa réwniez inne technologie izolacji, ktére cechujg si¢ rdzng
skuteczno$cig. Najbardziej powszechna metoda izolacji krazacego DNA jest metoda
kolumienkowa, ktora cechuje si¢ wysoka skuteczno$cig [123]. Na rynku dostepne sa
zestawy komercyjne np. firmy Qiagen, z ktoérego korzystalem w swojej pracy, bedacy

jednoczes$nie najczesciej stosowanym w omawianych publikacjach.
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Po wyizolowaniu DNA wazng kwestig sg takze warunki przechowywania [124].
Probki powinny by¢ zamrozone w temperaturze od -20°C do -80°C i nalezy unikad
wielokrotnego rozmrazania, ktore powoduje fragmentacj¢ DNA.

Istotng kwestig jest ostatecznie wybor metody stuzacej do pomiaru stezenia
krazacego DNA. Najbardziej powszechng metoda jest pomiar metoda RT — PCR. Pomiar
metoda fluorymetryczng jest rowniez stosowany w niektorych opracowaniach. Nalezy
podkresli¢ jednak, ze obydwie metody obarczone sa btedem, poniewaz mierza catkowita
ilos¢ krazacego DNA w plynach ustrojowych tj. frakcje pochodzaca zarowno z komorek
zdrowych jak i nowotworowych. W przypadku metody RT — PCR wybiera si¢ gen/produkt,
ktéry bedzie podlegat amplifikacji i na jego podstawie mierzy si¢ stezenie krazacego DNA.
Wybor genu do reakcji PCR réwniez rdzni si¢ pomigdzy poszczegdlnymi opracowaniami.
Obecnie nie ma wystandaryzowanych procedur a jakiekolwiek réznice, moga niewatpliwie
wplywac na otrzymywane wyniki.

Kolejnym ograniczeniem jest fakt, ze podwyzszone st¢zenie krazacego DNA moze
wystapi¢ w grupie pacjentdéw nieonkologicznych z innymi chorobami wspdtistniejgcymi
[125]. Do grupy tej zalicza si¢ pacjentdow np. po zawale serca, urazie fizycznym lub z
chorobami uktadowymi [126, 127, 128].

Powyzsze ograniczenia zostaly uwzglgednione w przeprowadzonej przeze mnie
pracy badawczej w przyjetych kryteriach wykluczenia. Ponadto w przeprowadzonym przeze
mnie badaniu wykazalem, Ze czynniki epidemiologiczne zwigkszajace ryzyko zachorowania
na ccRCC nie majg istotnego wplywu na stezenie krazacego DNA. Nalezy jednak
podkresli¢, ze obecna jest obszerna ilo$¢ czynnikow, ktore mimo wszystko wplywaja na
stezenie krazacego DNA co powoduje, ze wiarygodno$¢ i praktyczno$¢ testu moze byc¢
znaczaco ograniczona. Ponadto wszystkie te kwestie utrudniajg interpretacje wynikow i
bezposrednie pordwnywanie poszczegolnych prac naukowych.

Potencjalnie bardziej precyzyjnym markerem wzgledem pomiaru st¢zenia
krazacego moze by¢ wspodtczynnik integralno§ci DNA, ktory stanowi wariant oceny
jakosciowej krazacego DNA. Wspotczynnik integralnosci DNA jest iloczynem stezenia
dhugich fragmentéw pozakomoérkowego DNA do krotkich fragmentéw pozakomorkowego
DNA. Dlugos¢ DNA uwalnianego do ptyndéw ustrojowych uwarunkowana jest przez
mechanizm w jakim komodrka ulega $mierci [129]. W przypadku zdrowych komoérek
przewazaja procesy apoptozy, ktore stanowig kontrolowany i zaprogramowany proces
$mierci komorki. W zwigzku z powyzszym fragmenty DNA uwalniane do plynow
ustrojowych sa krétsze i bardziej jednorodne pod wzgledem dlugosci. Z kolei DNA

nowotworowe jest uwalniane z komorek, gdzie przewazaja gtownie niekontrolowane
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procesy min. nekroza. Krazace DNA pochodzenia nowotworowego cechuje si¢ zatem
wiekszg dhugos$cia oraz rozpigtoscia fragmentow. W zwiazku z powyzszym zaktada sie, ze
wspotczynnik integralnosci DNA powinien wzrastaé w grupie osdéb z nowotworem
zto$liwym wzgledem osob zdrowych. Warto$¢ wspotczynnik integralnosci DNA powinna
zwigksza¢ si¢ rOwniez wraz ze wzrostem stadium zaawansowania wedlug skali TNM lub
stopniem ztosliwosci histopatologiczne;.

W przeprowadzonej przeze mnie pracy ocenitem znaczenie diagnostyczne i
prognostyczne wspotczynnika integralno§ci DNA. W tym celu ocenitem stezenia
fragmentow DNA o dtugosciach 90 par zasad i 222 par zasad metoda PCR a nast¢pnie
wyznaczytem wspotczynnik integralnosci DNA, ktory stanowit stosunek stezen fragmentéw
DNA 222 par zasad do 90 par zasad.

W mojej pracy wykazalem wzrost wspolczynnika integralnosci DNA w grupie
pacjentow z ccRCC w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wzrost wspotczynnika
integralnosci DNA byl wynikiem znacznego wzrostu st¢zenia dlugich fragmentow
krazacego DNA w grupie pacjentoéw z ccRCC. Zwigkszenie stezenia fragmentow DNA o
charakterze nekrotycznym wpisuje si¢ w hipoteze¢ opisywang w publikacjach naukowych
stanowigca, ze komorki nowotworowe uwalniajg znaczaco dluzsze fragmenty DNA do
ptynéw ustrojowych [130]. Zjawisko to uzasadnia réwniez wzrost wspotczynnika
integralnosci DNA w grupie 0s6b z nowotworem ztosliwym wzgledem grupy kontrolne;.
Wyniki te znajduja odzwierciedlenie w pracach przeprowadzonych na pacjentach
zdiagnozowanych rowniez z nowotworami w innych lokalizacjach[138].

W mojej pracy wykazatem takze, ze wartos¢ wspotczynnika integralnosci DNA w
grupie pacjentow z ccRCC wzrastala istotnie statystycznie wraz ze stopniem
zaawansowania wedlug skali TNM, stopniem zlosliwosci histopatologicznej, $rednica
zmiany pierwotnej oraz obecnos$cig inwazji naczyniowej. W piSmiennictwie dostgpne sa
trzy prace badawcze oceniajagce warto$¢ wspodlczynnika integralnosci DNA w grupie
pacjentéw z RCC, do ktérych przyrownatem swoje wyniki [131, 132, 1313.

W pierwszym badaniu Hausera S. 1 wsp. zbadano wspotczynnik integralnosci DNA
u 34 pacjentow z RCC natomiast grupe kontrolng stanowity 54 zdrowe osoby [131]. W
badaniu wykorzystano reakcje RT-PCR 2z wykorzystaniem dwoch primerow do
wykrywania: krotkich fragmentow pozakomodrkowego DNA pochodzacych z apoptozy(
ACTB 106) oraz dlugich fragmentow DNA pochodzacych z nekrozy (ACTB 384).
Wspolczynnik integralnosci DNA w tej pracy stanowit iloczyn wartosci ACTB384 do
wartosci ACTB 106. Autorzy pracy wykazali znamiennie podwyzszenie wspoOlczynnika

integralnosci DNA w grupie pacjentdow w porownaniu do grupy kontrolnej (1.07 vs. 0.72
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p=0.04). Wykazano réwniez, ze w grupie pacjentéw z RCC stezenie zaréwno krotkich jak i
dhugich fragmentow DNA bylo 2-3 krotnie wyzsze w porownaniu do grupy kontrolnej
(ACTB-1.77 vs. 0.61ng/ml, p=0.0003; ACTB-106: 1.31ng/ml vs. 0.77 ng/ml p=0.003).
Pomimo tego, Zze w pracy zastosowano inne primery do pomiaru stezen krazacego DNA i
wyznaczenia wspotczynnika integralnosci DNA to wyniki te sg zbiezne z wynikami mojej
pracy.

Innym badaniem oceniajacym wspolczynnik integralnosci DNA w  grupie
pacjentéw z RCC bylo badanie Ganga F. i wsp. [132]. W badaniu wzi¢to udziat 78
pacjentdow z RCC natomiast grupe kontrolng stanowity 42 zdrowe osoby. Z krwi pobrane;j
dwukrotnie — przed zabiegiem oraz po zabiegu izolowano krazace DNA. Przy uzyciu reakcji
PCR zmierzono stezenie fragmentéw o nastepujacych dtugosciach: 109, 193, 397 oraz 456
par zasad. W grupie pacjentéw z RCC przed zabiegiem wykryte zostaly wszystkie badane
dhlugosci DNA, natomiast w grupie kontrolnej jedynie fragmenty krotsze czyli o dlugosci
109 oraz 193 par zasad. W badaniu wykazano, ze wspolczynnik integralnosci DNA jest
podwyzszony w grupie pacjentoéw zdiagnozowanych z RCC. Dowiedziono rowniez, ze
integralnos¢ DNA wzrasta wraz ze stadium zaawansowania choroby. W przeciwienstwie
jednak do mojego badania nie wykazano zaleznosci pomigdzy poziomem integralno$ci
DNA a stopniem ztos§liwosci histopatologicznej wedtug skali Fuhrmana. Analiza probek
pobranych po zabiegu wykazala natomiast zmniejszenie wykrywalnosci dtugich
fragmentow DNA w stosunku do probek pobranych przed zabiegiem — dla DNA 397 - 68%
vs. 32% oraz DNA 457 - 81.8% vs. 13.6%. Powyzsza informacja moze stanowi¢
potwierdzenie tezy, ze dtugie fragmenty krazacego DNA uwalniane do ptynéw ustrojowych
maja charakter nekrotyczny i po usunigciu ogniska pierwotnego ich ilo§¢ maleje.

W badaniu autorstwa Liu H. i wsp. zmierzono wspolczynnik integralnosci DNA z
probek krwi w trzech grupach 1) pacjenci z ccRCC w miejscowym stadium zaawansowania
(n=145) 2) pacjenci z ccRCC w stadium przerzutowym (n=84) oraz 3) grupa kontrolna —
osoby zdrowe (n=40) [133]. Z wykorzystaniem reakcji PCR okreslono stezenie 7
fragmentow DNA o dlugosciach od 67 do 306 par zasad. Badanie to wykazato, Ze st¢zenie
krotkich fragmentow DNA wzrastalo wraz wzrostem stopnia zaawansowania co
paradoksalnie wptynelo na zmniejszenie wspolczynnik integralno$ci DNA. Otrzymane
wyniki nie s3 zgodne z moimi rezultatami oraz z poprzednich badan Hasuera S. i Ganga F.
Roéznica ta wynika zapewne z pomiaru stezen innych frakcji krazacego DNA - przede
wszystkim znacznie krotszej niz 100 par zasad. Warto podkresli¢, ze u pacjentdw z
nowotworami w innych lokalizacjach, gdzie dokonano podobnych pomiaréw krétszych

fragmentow krazacego DNA, takze wykazano ze wspotczynnik integralnosci DNA moze
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male¢. Niemniej autorzy omawianej publikacji wykorzystujac kombinacj¢ zmierzonych
warto$ci krazacego DNA 1 wspotczynnik integralnosci DNA stworzyli rézne warianty
modeli diagnostycznych, ktore pozwalaja zréznicowa¢ od siebie badane grupy (AUC 0.84
czutos¢ 70% specyficznos¢ 88%). Powyzsze badanie stanowi kolejny dowdd na to ze,
okreslenie wspotczynnika integralnosci DNA moze mie¢ znaczenie diagnostyczne w grupie
pacjentéw z RCC pomimo tego, ze otrzymany wynik jest odmienny od mojego i dwoch
wczesniejszych publikacji Hausera S. i Ganga F.

Praca autorstwa Liu H i wsp. jest takze jedyng dostgpng w literaturze, w ktorej
zbadano znaczenie prognostyczne wspotczynnika integralnosci DNA. W analizie
wieloczynnikowej COXA autorzy wykazali, ze r6zne warianty wspotczynnika integralnosci
DNA maja wptyw na czas wystgpienia wznowy choroby w grupie pacjentow w stadium
zlokalizowanym. W mojej pracy nie wykazalem, aby wspolczynnik integralnosci DNA miat
znaczenie prognostyczne. Roznica moze wynika¢ z mniejszej grupy badawczej w moim
badaniu (132 pacjentéw vs. 46 pacjentdw) oraz krotszego czasu obserwacji (70 miesiecy vs.
24 miesigce). Ponadto w mojej pracy grupa pacjentow byta niejednorodna, poniewaz
uwzgledniata osoby zdiagnozowane réwniez w stadium przerzutowym. Istotne rdznice
obecne byly takze w metodologiach, poniewaz w przytoczonej pracy badano odmienne
frakcje krazacego DNA, ktore poshuzyty do wyznaczenia wspotczynnika integralnosci
DNA.

Wartym podkreslenia jest réwniez fakt, Zze zadne z powyzszych badan nie
uwzglednito pacjentdéw ze zmianami tagodnymi. Grupy kontrolne w tych badaniach
stanowione byly wylacznie przez osoby zdrowe. W moim badaniu, w ktérym uwzglednitlem
grup¢ pacjentdw z nowotworem oncocytoma wykazatem, ze przedoperacyjny poziom
wspotczynnika integralno$ci DNA jest wyzszy w grupie pacjentéw z ccRCC w porownaniu
do grupy pacjentow z nowotworem oncocytoma, ale wyniki te nie sg istotne statystycznie.
W zwigzku z powyzszym wspoOlczynnik integralnosci DNA nie pozwala zréznicowaé
pacjentdéw z nowotworem oncocytoma od pacjentow z nowotworem ccRCC i1 na tej
podstawie nie moze by¢ uznany jako marker o charakterze diagnostycznym.

Istotnym zagadnieniem wymagajacym odrgbnego komentarza w nawigzaniu do
tematu mojej pracy badawczej jest rola krazacego DNA w grupie pacjentdw
zdiagnozowanych w przerzutowym stadium zaawansowania RCC. Wedtug aktualnych
standardow postepowania pacjenci w stadium zaawansowanym RCC kwalifikowani sg do
leczenia systemowego z wykorzystaniem lekow, ktére w sposob celowany blokuja
poszczegolne etapy szlaku kancerogenezy. Dostepnych jest szereg lekéw majacych punkt

uchwytu w $ciezkach sygnatowych min. szlaku M-TOR lub receptora VEGF. Dobor tych
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lekow do pacjenta nie jest jednak uwarunkowany profilem genetycznym choroby lecz
wynikami badan randomizowanych poréwnujacych poszczegdlne leki przede wszystkim z
uwzglednieniem najwazniejszych  wynikow  onkologicznych oraz  nomograméw
uwzgledniajacymi klasyczne czynniki prognostyczne. W raku jasnokomoérkowym nerki
najczestsze mutacje dotycza genu VHL (90% pacjentdow) a nastgpnie genow PBRMI,
BAP1, SETD2 i KDMS5C. Analiza poszczegdlnych mutacji bedacych potencjalnym
biomarkerem o znaczeniu rokowniczym w przerzutowym stadium raka nerki podlega ocenie
w badaniach klinicznych z wykorzystaniem lekdw najnowszych generacji. Migdzy innymi
w jednym z nich - w badaniu RECORD - 3 rekrutujagcym pacjentow w przerzutowym
stadium zaawansowania raka nerki do terapii evorolimusem lub sunitynibem wykazano, ze
obecno$¢ mutacji PBRM1, BAP1 i KDMS5C potwierdzonej w tkance nowotworowej moze
stanowi¢ jeden z istotnych czynnikéw predykcyjnych [134]. Co istotne w badaniu
przeprowadzonym na niewielkiej probie 30 pacjentow w zlokalizowanym stadium
zaawansowania RCC, ktorzy zostali zakwalifikowani do leczenia operacyjnego dokonano
analizy jakos$ciowej krazacego DNA z wykorzystaniem metody NGS [1135]. Analiza
wykazala obecno$¢ przynajmniej jednej z badanych mutacji punktowych, ktore maja
znaczenie rokownicze w przerzutowym stadium RCC. Badanie to udowadnia, ze nawet w
niskim stopniu zaawansowania choroby mozliwe jest wykrycie mutacji w krazagcym DNA
charakterystycznych dla RCC. W zwiazku z powyzszym ich wykrywalnos¢ w stadium
zaawansowanym jest tym bardziej prawdopodobna i uzasadnione jest prowadzenie badan w
tym kierunku. Potwierdzeniem tej tezy jest badanie Pal Sk. i wsp. gdzie zmierzono czg¢sto$¢
mutacji genomowych w krazacym DNA wyizolowanym z probek krwi pacjentow w
przerzutowym stadium zaawansowania RCC [136]. Probki krwi zostaly pobrane od
pacjentéw w trakcie pierwszego cyklu terapii systemowej oraz w trakcie nastgpnych cykli
terapii. Obecnie jest to najwigksze badanie obejmujace grupe 224 pacjentéw i jego celem
bylo zbadanie hipotezy, ze na podstawie kragzacego DNA mozna wykry¢ mutacje genomowe
charakterystyczne dla RCC i, ze czgsto$¢ tych mutacji zmieni si¢ pod wptywem kolejnych
linii terapii. Wykorzystujac sekwencjonowanie nowej generacji metoda Hiseq 2500
poréwnano probki krwi pacjentow po pierwszym cyklu terapii systemowej z probkami
pacjentow po drugim cyklu terapii systemowej. W badaniu wykazano, ze badane probki
pomiedzy kolejnymi cyklami leczenia réznily si¢ czgsto$cig wystepowania poszczegdlnych
mutacji w nastepujacych genach: TP53 (49% vs. 24%), VHL (29% vs. 18%), NF1 (20% vs.
8%), EGFR (15% vs. 8%), PIK3CA (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha) (17% vs. 8%). Sugeruje sie, ze zmiana czgsto$¢ wystepowania

mutacji moze by¢ wynikiem leczenia systemowego a krazace DNA moze umozliwi¢

67



dynamiczne $ledzenie zmian genetycznych w trakcie leczenia systemowego. W badaniu nie
wykazano jednak wpltywu otrzymanych wynikow na wyniki onkologiczne. Co istotne
wyniki tego badania wskazuja, ze czesto$¢ poszczegdlnych mutacji genomowych w stadium
przerzutowym moze odbiega¢ od danych, ktére pochodza z atlasu TCGA, ktory bazuje na
materiale pobranym od pacjentow w zlokalizowanym stadium zaawansowania choroby i
wskazuja, ze ogniska przerzutowe RCC moga mie¢ zgola inny potencjat genetyczny niz
ognisko pierwotne.

Uzyskane wyniki powyzszego badania mogg by¢ tlumaczone przez obecno$é
zjawiska okreslanego terminem heterogenno$¢. Nowotwory ztosliwe sa niejednorodne co
oznacza, ze sktadaja si¢ z wielu ognisk o ré6znym stopniu ztosliwosci i moga mie¢ odmienng
charakterystyke molekularng. Heterogenno$¢ w przerzutowym stadium zaawansowania
choroby nowotworowej dotyczy oproécz ogniska pierwotnego réwniez ognisk
przerzutowych. Ma to istotne znaczenie w praktyce klinicznej i ogranicza wiarygodno$¢
klasycznej biopsji tkankowej, poniewaz pojedynczy wycinek z ogniska choroby nie pozwoli
wiarygodnie oznaczy¢ spektrum wszystkich mutacji oraz rearanzacji genetycznych u
danego pacjenta. Z kolei wykonanie wielokrotnej biopsji tej samej zmiany i dodatkowo
biopsji ognisk przerzutowych jest niepraktyczne i obarczone zwigkszonym ryzykiem
powiktan (krwawienie, rozsiew choroby). Rozwigzaniem tego problemu moze by¢
potencjalnie biopsja pltynna z wykorzystaniem krazacego DNA, ktora moze by¢ zrodtem
informacji komplementarnej do wyniku biopsji tkankowej. Dotychczas przeprowadzono
jedno badanie na grupie pacjentdéw z mRCC poréwnujace czgstos¢ mutacji genomowych
odpowiedzialnych za proces kancerogenezy pomi¢dzy tkanka nowotworu a krazacym DNA
z wykorzystaniem metody NGS [137]. Na probie 19 pacjentow z mRCC wykazano podobnag
ilo§¢ mutacji genomowych pomiedzy tkanka nowotworu a krazacym DNA, ale zgodnos¢
jedynie na poziomie 8,6%. Ograniczeniem badania jest przede wszystkim niewielka proba
badawcza oraz to, ze material pochodzacy z tkanki nowotworu i z krwi nie byl pobrany
jednoczasowo co moglo skutkowa¢ ewolucja poszczegélnych zmian genetycznych. To
badanie wpisuje si¢ jednak w wyniki innych analogicznych badan, ktore dowodza, ze
krazace DNA stanowi wazne zrédto wszelkich mutacji oraz rearanzacji genetycznych oraz
moze takze potwierdza¢ hipotezg, ze biopsja ptynna z wykorzystaniem krazacego DNA

moze réwniez stanowi¢ w przysziosci substytut badania histopatologicznego.
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6. WNIOSKI

1. Pacjenci z nowotworem ccRCC oraz pacjenci z nowotworem oncocytoma cechuja
si¢ istotnie wyzszym stezeniem krazacego DNA oraz wyzsza wartoscia wspotczynnika
integralnosci DNA w poréwnaniu do oséb zdrowych. Z kolei réznice w badanych
parametrach pomigdzy pacjentami z nowotworem ccRCC a pacjentami z nowotworem
oncocytoma sg nieistotne statystycznie w zwigzku z powyzszym badane parametry nie
moga by¢ wykorzystane jako marker diagnozujacy odmiang histopatologiczng nowotworu
nerki przed podjeciem leczenia.

2. Badane parametry tj. poziom stezenia kragzacego DNA zmierzone metoda PCR oraz
warto$¢ wspolczynnika integralno$ci DNA sg istotnie statystycznie zalezne od klasycznych
czynnikow rokowniczych dla ccRCC tj. stopnia zaawansowania w skali TNM, stopnia
zto§liwosci histopatologicznej, obecno$ci inwazji naczyniowej oraz koreluja dodatnio ze
$rednica zmiany pierwotne;.

3. Analiza przezycia Kaplaina Meiera wykazata, ze podwyzszone wartosci catkowitego
stezenia krazacego DNA zmierzone metoda PCR maja negatywny wplyw na przezycie
specyficzne dla choroby. Wieloczynnikowy model regresji COXA wykazat jednak, ze
pomiar calkowitego st¢zenia krazacego DNA zmierzony metoda PCR nie jest niezaleznym
czynnikiem prognostycznym w grupie pacjentéw z ccRCC. Nie wykazano, takze aby
wspotczynnik integralnosci DNA miat istotne znaczenie rokownicze.

4. Czynniki epidemiologiczne zwigkszajace ryzyko zachorowania dla RCC (wiek, pte¢,
nadci$nienie tg¢tnicze, cukrzyca typu 2, poziom wspotczynnika BMI) nie maja wptywu na
stezenie krazacego DNA oraz warto§¢ wspdlczynnika integralno$ci DNA. Stwierdzono
jedynie istotnie wyzszy poziom wspotczynnika integralnosci DNA w grupie pacjentéw
ccRCC w przypadku obecnosci objawow klinicznych choroby oraz natogu tytoniowego w

wywiadzie.
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7. STRESZCZENIE
WPROWADZENIE

Corocznie w Polsce zdiagnozowanych zostaje 5 tysigecy pacjentéw z nowotworem
RCC. Wsrdd kilku odmian RCC najcze$ciej wystepujacym jest rak jasnokomoérkowy nerki
(ccRCC) wywodzacy si¢ z komorek nabtonkowych kanalika proksymalnego nefronu.

Diagnostyka pacjentoéw z nowotworem nerki niezaleznie od stadium zaawansowania i
etapu leczenia oparta jest o dwa gltoéwne badania — konwencjonalne badania obrazowe oraz
klasyczng biopsje tkankowa. Powyzsze badania nie pozwalaja jednak na precyzyjna
diagnostyke i zr6znicowanie morfologii zmiany przed podj¢ciem leczenia.

Rowniez okreslenie rokowania w grupie pacjentdéw z RCC wymaga poprawy, gdyz
aktualnie w tym celu wykorzystywane sa nomogramy, ktore uwzgledniaja klasyczne czynniki
prognostyczne w RCC. Prowadzone s3 intensywne badania nad markerami w grupie pacjentéw
z RCC, ktore pozwolilby poprawi¢ zaré6wno diagnostyke pierwotna jak i lepiej okresli¢
rokowanie przed podjeciem leczenia. 1zolacja z ptynéw ustrojowych pacjenta krazacego DNA
a nastepnie jego dalsza analiza stanowi jedno z potencjalnych narz¢dzi moggcych mie¢ istotne
znaczenie diagnostyczne oraz prognostyczne w grupie pacjentdow z RCC. Badanie krazacego
DNA stanowi jeden z wariantdw biopsji ptynnej, ktéra wpisuje si¢ w zalozenia wspotczesnej
onkologii.

CEL PRACY

Pierwszym celem pracy byto zbadanie czy ocena iloSciowa (pomiar stezenia
krazacego DNA we krwi) oraz ocena jakosciowa (ocena wspolczynnika integralnos§ci DNA)
ma znaczenie diagnostyczne w grupie pacjentow zdiagnozowanych z nowotworem nerki przed
podjeciem leczenia operacyjnego.

Drugim celem pracy bylo zbadanie czy ocena iloSciowa oraz jakosciowa ma znaczenie
prognostyczne w grupie pacjentow z nowotworem ccRCC.

Trzecim celem pracy jest ocena wplywu obecnosci klasycznych czynnikow
prognostycznych dla ccRCC tj. stopnia zaawansowania nowotworu w skali TNM, stopnia
zrdznicowania nowotworu w skali Fuhrmana, §rednicy zmiany pierwotnej i obecno$ci inwazji
naczyniowej na stezenie krazacego DNA we krwi oraz wartos¢ wspotczynnika integralnosci
DNA w grupie pacjentow z nowotworem ccRCC.

Czwarty celem pracy jest ocena wplywu wystgpowania objawow klinicznych oraz
czynnikow epidemiologicznych odgrywajacych role w patogenezie RCC (tj.: wiek, ptec
nadci$nienie tetnicze, cukrzyca typu 2, wspdlczynnik BMI, palenie tytoniu) na st¢zenie

krazacego DNA we krwi oraz warto§¢ wspotczynnika integralnosci DNA.
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MATERIAL I METODY

Do badania zakwalifikowano pacjentow z podejrzeniem nowotworu ztosliwego
nerki. Z pacjentow poddanych operacji wyodrgbniono grupe badawcza 0sob
zdiagnozowanych (w badaniu histopatologicznym) z nowotworem ccRCC oraz grupe
badawcza osob zdiagnozowanych z nowotworem tagodnym oncocytoma. Grupe¢ kontrolna
w badaniu stanowily osoby zdrowe.

W ramach przeprowadzonych badan przed zabiegiem operacyjnym pobrano krew
peina od pacjentow z podejrzeniem nowotworu zlosliwego nerki do probéwek z EDTA.
Metodg kolumienkowa z wykorzystaniem zestawu firmy Qiagen przeprowadzono izolacje
krazacego DNA. Stezenie krazacego DNA zmierzono metoda fluorymetryczng (Bit).
Nastepnie metoda RT-PCR zmierzono stezenie fragmentéw o dhugosciach 90pz i 222pz.
Catkowite stezenie krazacego DNA odzwierciedlata frakcja krazacego DNA o dlugosci
90pz. Wyznaczono wspotczynnik integralnosci DNA stanowigcy stosunek stezen krazacego
DNA o dhugosciach 90pz i 222pz .

Zgodno$¢ z rozktadem normalnym sprawdzono przy pomocy testu Shapiro-Wilka
w kazdej z analizowanych grup. W przypadku rozktadu normalnego do poréwnania dwoch
grup stosowano test t-Studenta w modelu zmiennych niezaleznych dla wariancji
homogenicznych. W razie braku zgodnosci z rozkladem normalnym stosowano test
nieparametryczny Manna-Whitneya. Do pordéwnania trzech grup, poniewaz nie
potwierdzono zgodno$ci z rozkltadem normalnym Iub wariancje w grupach nie byly
homogeniczne zastosowano test Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan Dunna.

W oparciu o pojecie czulosci 1 swoistosci testu diagnostycznego dla kazdej
wartos$ci (punktu odcigcia) analizowanych parametréw wyznaczono krzywa ROC (Receiver
Operating Characteristic). Nastgpnie obliczono pole powierzchni pod krzywa AUC (Area
Under Curve) i zbadano jego istotno$¢. Dla parametrow, ktorych AUC bylo istotne,
wyznaczono optymalny punkt odcigcia dla ktorego czulo$¢ i1 swoisto$¢ osiagaja wartosé
optymalna.

W celu oszacowania prawdopodobienstwa przezycia wyznaczono krzywe Kaplana-
Meiera natomiast do porownania dwoch krzywych uzyto testu Log-rank.

Dla czynnikow ryzyka zwigkszajacych wystgpienie RCC wyznaczono ilorazy szans
z 95% przedziatami ufno$ci przy pomocy regresji logistycznej. Wyznaczono modele
jednowymiarowe oraz model wielowymiarowy.

Przyjeto poziom istotnosci p=0.05.

WYNIKI
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1. Pomiary przeprowadzone metoda fluorymetryczng oraz PCR wykazaly, Ze stgzenie
krazacego DNA bylo istotnie statystycznie wyzsze w grupie pacjentow z ccRCC i
oncocytomg w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0.05). Zaobserwowalem istotny
statystycznie wzrost wspotczynnika integralnosci DNA w grupie pacjentdow z ccRCC, w
poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0.001). Nie zaobserwowalem natomiast istotnej
statystycznie roznicy pomig¢dzy grupa pacjentdw z onocytoma, a grupg pacjentow z ccRCC
wzgledem Zzadnego z badanych parametréw. W analizie wieloczynnikowej wykazatem, ze
wysokie wartosci stgzenia kragzacego DNA zmierzone metoda PCR byly niezaleznym
czynnikiem zwigkszajacym prawdopodobienstwo wykrycia ccRCC.

2. W grupie pacjentéw z ccRCC wykazatem, ze catkowite stezenie krazacego DNA byto
zalezne od stopnia zaawansowania choroby wedlug skali TNM, stopnia ztosliwosci
histopatologicznej, inwazji naczyniowej oraz wielko$ci zmiany pierwotne;.

3. Na podstawie analizy krzywej ROC ustalone zostaty wartosci badanych parametréw,
ktére w analizie Kaplaina Meiera rozpatrywane byly jako podwyzszone lub mieszczace si¢
w granicach normy. W przypadku wspoétczynnika integralnosci DNA wykazany zostat brak
zdolnos$ci zrdéznicowania badanych grup dlatego nie byl on uwzgledniony w dalszych
analizach. Prog odcigcia dla frakcji DNA o dlugosci 90pz wynidst 2913 kopie/ml. W
analizie Kaplaina Meiera wykazatem, ze pacjenci z wartosciami krazacego DNA powyzej
2913 kopii/ml cechowali si¢ istotnie statystycznie gorszym przezyciem specyficznym dla
raka (test Log Rank Mantel-Cox p-0.025).

4. Analiza jednoczynnikowa COXA wykazala, ze pomiar catkowitego st¢zenia krazacego
DNA, status parametréw histopatologicznych (stopien zaawansowania miejscowego,
obecno$¢ przerzutdow odleglych, obecno$¢ inwazji naczyniowej, stopien zlosliwosci
histopatologicznej, Srednica zmiany pierwotnej) oraz obecno$¢ objawoéw klinicznych maja
istotny statystycznie wplyw na rokowanie pacjentow z RCC. W modelu analizy
wieloczynnikowej COXA uwzgledniajacej parametry patologiczne oraz catkowite st¢zenie
krazacego DNA wykazatem, ze Zaden z badanych parametrow nie jest niezaleznym
czynnikiem prognostycznym dla pacjentow z RCC. W analizie COXA potwierdzilem, ze
model SSIGN ma znaczaco wyzsza skuteczno$¢ rokowniczag w poréwnaniu do pomiaru
stezenia krazacego DNA o dlugosci 90pz.

WNIOSKI

1. Pacjenci z nowotworem ccRCC oraz pacjenci z nowotworem oncocytoma cechuja si¢
istotnie wyzszym stezeniem krazacego DNA oraz wyzsza warto$cig wspotczynnika
integralnosci DNA w poréwnaniu do osob zdrowych. Z kolei réznice w badanych
parametrach pomiedzy pacjentami z nowotworem ccRCC a pacjentami z nowotworem

oncocytoma sg nieistotne statystycznie w zwigzku z powyzszym badane parametry nie
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moga by¢ wykorzystane jako marker diagnozujacy rodzaj histopatologiczny nowotworu
nerki przed podjeciem leczenia.

2. Badane parametry tj. poziom st¢zenia kragzacego DNA zmierzone metoda PCR oraz
warto$¢ wspolczynnika integralno$ci DNA sg istotnie statystycznie zalezne od klasycznych
czynnikow rokowniczych dla ccRCC tj. stopnia zaawansowania w skali TNM, stopnia
ztos§liwosci histopatologicznej, obecno$ci inwazji naczyniowej oraz koreluja dodatnio ze
$rednicg zmiany pierwotne;.

3. Analiza przezycia Kaplaina Meiera wykazata, ze podwyzszone wartosci catkowitego
stezenia krazacego DNA zmierzone metoda PCR maja negatywny wplyw na przezycie
specyficzne dla choroby. Wieloczynnikowy model regresji COXA wykazat jednak, ze
pomiar calkowitego st¢zenia krazacego DNA zmierzony metoda PCR nie jest niezaleznym
czynnikiem prognostycznym w grupie pacjentéw z ccRCC. Nie wykazano, takze aby
wspotczynnik integralnosci DNA miat istotne znaczenie rokownicze.

4. Czynniki epidemiologiczne zwigkszajace ryzyko zachorowania dla RCC (wiek, ple¢,
nadci$nienie tetnicze, cukrzyca typu 2, poziom wspotczynnika BMI) nie maja wptywu na
stezenie krazacego DNA oraz warto§¢ wspdiczynnika integralno$ci DNA. Stwierdzono
jedynie istotnie wyzszy poziom wspotczynnika integralnosci DNA w grupie pacjentéw
ccRCC w przypadku obecnosci objawow klinicznych choroby oraz natogu tytoniowego w

wywiadzie.
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8. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM
INTRODUCTION

Every year 5000 patients in Poland are diagnosed with RCC. The most common
type of RCC is clear cell renal cell carcinoma (ccRCC), which originates from renal
proximal tubular epithelial cells.

The diagnostics of patients with renal cancer, regardless of the stage of the disease
and advancement of treatment is based on two main examinations — conventional imaging
and classic tissue biopsy. However, the above-mentioned examinations do not allow for
precise diagnostics and differentiation of lesion morphology before starting treatment.

The determination of prognosis in the group of patients with RCC requires
improvement as well, as it is currently based on nomograms including classic prognostic
factors for RCC. Intensive research is being carried out on markers in the group of patients
with RCC, which would improve primary diagnostics and help more effectively establish
prognoses before starting treatment. The extraction of circulating DNA from the body fluids
of a patient followed by its further analysis is one of the potential tools that may have
significant diagnostic and prognostic significance in the group of patients with RCC. The
analysis of circulating DNA is one of the variants of liquid biopsy, which remains in line
with the principles of modern oncology.

AIM OF THE STUDY

The aim of the study was to establish whether quantitative (measurement of
circulating DNA concentration in the blood) and qualitative assessment (assessment of the
DNA integrity index) has diagnostic significance in the group of patients diagnosed with
renal cancer before starting surgical treatment.

Another aim of the study was to establish whether quantitative and qualitative
assessment has prognostic significance in the group of patients with ccRCC.

Moreover, the impact of clinical symptoms and epidemiological factors playing a
role in the pathogenesis of RCC (i.e. age, sex, hypertension, type 2 diabetes, BMI, smoking)
on the studied parameters was examined as well.

MATERIAL AND METHODS

The study included patients with suspected malignant renal tumors. Two study
groups were established from all patients who underwent surgery: a groups of patients
diagnosed (in histopathological examination) with ccRCC and a group of patients diagnosed
with benign oncocytoma. Healthy individuals constituted the control group of the study.

As part of the examinations performed before surgery, whole blood was collected
to EDTA tubes from the patients with suspected malignant renal tumors. Qiagen kits were

used to extract circulating DNA with the spin-column procedure. Circulating DNA
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concentration was measured with the fluorometric method (Bit). Subsequently, the
concentration of 90bp and 222bp fragments was measured by RT-PCR. Total circulating
DNA concentration was reflected by the circulating 90bp DNA fraction. The DNA integrity
index, i.e. the ratio of circulating 90bp and 222bp DNA concentrations, was also
determined.

Normality of distribution was verified using the Shapiro-Wilk test in each of the
analyzed groups. In the case of normal distribution, the t-Student test in the model of
independent variables for homogeneous variances was used to compare the two groups. In
the case of non-normal distribution, the non-parametric Mann-Whitney test was applied. The
Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison was used to compare the three groups,
as normality of distribution was not confirmed or variances in the groups were not
homogeneous.

Based on the notions of the sensitivity and specificity of diagnostic tests, an ROC
(Receiver Operating Characteristic) curve was determined for each value (cut-off point) of
the analyzed parameters. The AUC (Area Under Curve) was subsequently calculated and its
significance was analyzed. Optimal cut-off points, for which sensitivity and specificity reach
optimal values, were determined for the parameters whose AUC proved significant.

The Kaplan-Meier curves were established to estimate the likelihood of survival,
while the Log-rank test was used to compare the two curves.

Odds ratios with 95% confidence intervals were determined using logistic
regression for the risk factors increasing the incidence of RCC. One-dimensional models and
a multidimensional model were established.

The assumed significance level was a=0.05.

RESULTS

1. Fluorometric and PCR measurements showed that the concentration of circulating DNA
was statistically significantly higher in the group of patients with ccRCC and oncocytoma
compared to the control group (p <0.05). A statistically significant increase in the DNA
integrity index in the ccRCC patient group was observed compared to the control group (p
<0.001). However, no statistically significant difference was found between the group of
patients with oncocytoma and the group of patients with ccRCC with respect to any of the
studied parameters. It was demonstrated in multivariate analysis that high values of
circulating DNA concentration measured with PCR were an independent factor increasing
the likelihood of ccRCC detection.

2. It was determined that in the group of patients with ccRCC the total concentration of
circulating DNA was dependent on the stage of the disease according to the TNM scale, the

grade of histopathological malignancy, vascular invasion, and the size of the primary lesion.
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3. ROC curve analysis was used to establish the values of the studied parameters which were
considered elevated or within the norm in the Kaplan-Meier analysis. The DNA integrity
index was demonstrated to be incapable of differentiating between the studied groups, which
is why it was not included in further analyzes. The cut-off threshold for the 90 bp DNA
fraction was 2913 copies/ml. In the Kaplan—Meier analysis it was demonstrated that patients
with circulating DNA values above 2913 copies/ml had statistically significantly worse
cancer-specific survival (Log Rank Mantel-Cox test p-0.025).
4. Univariate Cox analysis revealed that the measurement of total circulating DNA
concentration, the status of histopathological parameters (local stage, presence of distant
metastases, presence of vascular invasion, grade of histopathological malignancy, primary
lesion diameter), and the presence of clinical symptoms have a statistically significant
impact on the prognosis of patients with RCC. In the multivariate Cox analysis model,
taking into account pathological parameters and total circulating DNA concentration, it was
demonstrated that none of the studied parameters is an independent prognostic factor for
patients with RCC. Using the Cox analysis it was confirmed that the SSIGN model has a
significantly higher prognostic value compared to the measurement of circulating 90bp
DNA concentration.

CONCLUSIONS
1. Based on the research conducted, it was demonstrated that preoperative measurement of
circulating DNA concentration and DNA integrity index assessment are not capable of
differentiating between patients with benign oncocytoma and patients with ccRCC, so they
cannot be used as a biomarker with diagnostic significance.
2. It was not determined that the following epidemiological factors increasing the risk of
developing RCC: age, gender, hypertension, type 2 diabetes, or BMI level, have a
significant impact on circulating DNA concentration and DNA integrity index value. Only
in the group of patients with ccRCC, where clinical symptoms of the disease were present
and tobacco addiction was confirmed, a significantly higher level of DNA integrity index
was found.
3. It was demonstrated that circulating DNA concentration in the group of patients with
ccRCC depends on the classic prognostic factors for ccRCC (TNM scale, Fuhrman scale,
LVI presence, and size of the primary lesion).
4. It was demonstrated that high values of circulating DNA concentration before surgery
have prognostic significance for disease-specific survival in the group of patients with
ccRCC, based on a survival curve according to Kaplan-Meier. The Cox multivariate analysis
model, however, indicates that the measurement of circulating DNA concentration cannot be

considered as an independent prognostic factor for ccRCC.
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12. Zalaczniki

Zatacznik 1.

Informacje o badaniu: ,Wplyw biatek STAT na rozwdj i progresje raka nerkowokomadrkowego”

Cel badania

Rak nerkowokomérkowy (ang. renal cell carcinoma, RCC) jest nowotworem stanowiacym 2% wszystkich
poznanych nowotwordw. W wiekszos$ci przypadkéw rozwdj choroby przebiega bezobjawowo i w
zwigzku z tym pacjenci zgtaszaja sie do lekarza w zaawansowanym stadium choroby nowotworowej.
Cecha charakterystyczng oprécz trudnosci wykrycia nowotworu, jest jego opornos$¢ na konwencjonalne
metody leczenia takie jak: chemioterapia czy radioterapia. Nalezy podkresli¢ fakt, iz z roku na rok liczba
0s6b dotknietych ta choroba wzrasta. Doktadne przyczyny prowadzace do RCC nie s poznane, jednak
wyniki dotychczasowych doswiadczen sugeruja, iz biatka z rodziny STAT, w szczegélnos$ci biatko STAT 3,
moze mie¢ istotny wpltyw na rozwdj i progresje raka nerkowokomoérkowego. Z tego wzgledu
postanowiliSmy obja¢ to biatko oraz inne biatka z tej rodziny, szczegétowym badaniom. Wyniki naszej
pracy moga przyczyni¢ sie do zdefiniowania populacji komoérek stuzacych do monitorowania przebiegu
choroby, ponadto biatka STAT lub geny, ktore biatka STAT reguluja (badz przez ktére sa regulowane)
mog3a okazac sie interesujacym celem dla rozwoju nowych terapii oraz testéw diagnostycznych.
Procedura badania

Pobrana zostanie od Pani/Pana jednorazowo krew - 4 prob6éwki po 9 ml ( ogétem 36 ml). Po zabiegu
(wyciecia nerki lub wyciecia guza nerki) pobrany zostanie fragment tkanki guza wielkosci 1,5cm x 1,5cm.
Materiat wyizolowany z krwi lub tkanki guza ( DNA, RNA lub biatka) wykorzystywany bedzie wytacznie
w celu wykonania badan dotyczacych raka nerkowokomérkowego.

Poufnos¢

Dane zebrane w czasie Pani/Pana uczestnictwa w badaniu, tacznie z Pani/Pana danymi osobowymi, beda
traktowane, jako poufne. Identyfikacja Pani/Pana danych bedzie dokonana poprzez nadanie im numeru
ewidencyjnego, co pozwoli na zachowanie ich anonimowosci. Weryfikacja Pani/Pana danych osobowych
bedzie odbywac¢ sie tylko w o$§rodku badawczym i bedzie dokonana przez lekarza i badacza, pod rygorem
zachowania tajemnicy stuzbowej. Dane te nie beda udostepniane innym podmiotom, badz osobom.
Wyniki badania naukowego, w ktérym bierze Pani/Pan udziat, moga by¢ publikowane lub prezentowane
w trakcie spotkan naukowych, jednakze réwniez w tych przypadkach wszelkie dane dotyczace Pani/Pana
osoby pozostang anonimowe.

SWIADOMA ZGODA NA UDZIAL W BADANIU

Wyrazam zgode na udzial w badaniu naukowym ,Wptyw biatek STAT na rozwéj i progresje raka
nerkowokomorkowego”

Zapoznatam/em sie z informacja o badaniu i rozumiem jej tres¢.

Wyrazam zgode na przechowywanie i przetwarzanie moich danych osobowych zebranych dla celéw
badania. Zostatam/em poinformowana/y, ze mam prawo do wgladu do moich danych osobowych, do ich
poprawiania, uzupetniania badz wycofania z bazy danych.

90



Zalacznik 2. Zgoda komisja bioetyczne;j.

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 568/17

Na podstawie preepiséw Ustawy z dnia § grudnia 1996 r. o zowodach lekarza i lekarz dentysty (Dz. U. 2011, Nr 277, poz 1634 2 péin. vn.); Rozporyydzenia Ministra Zdrowia i Opicki
Spolecanej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie szczeg wasad p ia i fis ia oraz trybu dziatania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, poz.480); Ustawy ¢ dnia 6 wriesnia
2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz. U. 2008 Nr 45, poz 271 z pbin. zm.); Rozporzydzenia Ministra Finanséw z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obowiqzkowego ubezpieczenia
odpowiedzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. 2004 mr 101, poz. 1034 z péin. zm.); Rozporuydzenia Ministra Finanséw  dnia 18 maja 2005r. ymieniajgce rogorydzenie w
sprawie obowit bezpi ia odpowiedzialnoici cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporuydzenia Ministra Zdrowia 2 dnia 30 kwictnia 2004r. w sprawie
sposobu p ia badari klinic z udzialem ich (Dz U. 2004 Nr 104, pov 1108); Rogporyydzenia Ministra Zdrowia  dnia 30 kwietnia 2004r. v sprawie zglaszania

i i cigthiego dzialania produktu leczniczego (D U. Nr 104, poz. 1107); Rogporydzenic Ministra Zdrowia 7 dnia 15 listopada 2010 r. w sprawie wzoréw

whioskdw w pwigzku 7 i oplat za dotenie wni oraz sp 20 2 wyk ia badania klinicznego (Dz. U. 2010r. nr 222
poz 1453, 2 poin. zm); Ustawy 3 dnia 20 maja 2010 r. o wyrobach medycznych (Dz. U. 2010r. nr 107 poz. 679, : péin. m.); Rozporuydzenie Ministra Finansow z dnia 6 paidziernika
2010 r. w sprawie obowiy i iu odpowi i cywilnej sponsora i badacza klini w owigzku z p dzeniem badania klini wyrobéw (Dz. U. 2010, Nr
194 pov 1290);Ustawa z dnia 18 marca 2011 r. o Urydde Rejestracji Produktéw Leczni Wyrobéw Med, i Pro Biobdj (DzU. 2011 nr 82 poz
451); Rogporzydzenie Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz U. 2012, oz 489); Rozporuydzenie Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012r. w
sprawie wzordw d P w owiqzku 2 badaniem Klini produkiu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i sposobu wiszczania oplat za dotenie wnioska o
rozpoccie badania klinicznego (Dz. U. 2012, Nr 0 poz. 491); w oparciu o Deklaracje Helsiriskq - Zasady Ef P ia w Eksperymencie Medycznym z Udzialem Ludz oraz
preepisy ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 11 maja 2017 r.
rozpatrzyta wniosek dotyczqcy prowadzenia badari naukowych.

Kierownik projektu i giéwny badacz: prof. dr hab. Joanna Wesoly

w sprawie prowadzenia badan w
Pracownia Technologii Wysokoprzepustowych i Zaktad Genetyki
Molekularnej Cziowieka UAM w Poznaniu oraz Klinika Urologii oraz
Onkologii Urologicznej UMP
Czlonkowie zespotu
badawczego: prof. dr hab. Zbigniew Kwias, lek. med. Agnieszka Ida,
dr hab. Andrzej Antczak, dr Katarzyna Kluzek, dr Arkadiusz Kajdasz, dr
Natalia Derebecka, mgr Hanna Nowicka, mgr Weronika Majer, lek.
Tomasz Milecki, lek. Jacek Sobkowiak

Temat badari: “Calogenomowe analizy sekwencji DNA, transkryptomu,
metylomu oraz proteomu w kontekscie rozwoju i progresji
Jjasnokomoérkowego raka nerki”.

Komisja podjeta Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do protokolu
powyiszego badania, polegajqcych na wydzieleniu poniiszego tematu rozprawy doktorskiej
lek. med. Tomasza Mileckiego nOcena ilosciowa oraz jakosciowa DNA krazacego we krwi u
pacjentéw _z nowotworem nerkowokomdrkowym?”, zgodnie 7 Aneksem nr 2 z dnia
11.05.2017r. do Uchwaly Komisji Bioetycznej Uchwaly Komisji Bioetycznej nr 1124/12 7 dnia
06.12.2012r. ( Aneks nr I — Uchwata 303/17 7 dnia 02. 03.2017r.,)

Metodyka pozostaje bez zmian.

Przewodniczgcy Komisji

(S\V\)/ TP

prof. zw. dr hab. med. Pawel Checinski
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Zalacznik 3. Akieta badania przedmiotowego.
NI pacjenta.......mm———————

Ple¢
a. kobieta

b. mezczyzna

2. Waga (kg)

4.Czy wystepowaly w rodzinie choroby nerek?
a. TAK
b. NIE

5.Jezeli wystepowaly w rodzinie choroby nerek, prosze poda¢é jakie:

6.Prosze podac, kto z najblizszych byl dotknig¢ty choroba nerek?
a. Matka

b. Ojciec

c. Babcia

d. Dziadek

e. Rodzenstwo

7.Czy wystepowaly jakies objawy rozwoju raka nerkowokomorkowego?
a. TAK
b. NIE

8.Jezeli wystepowaly objawy choroby, prosze wskaza¢ jakie:
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a. Krew w moczu

b. Boéle okolicy ledzwiowej

c. Wyczuwalny guz w jamie brzusznej
d. Utrata wagi

e. Goraczka

. INNE ODJAWY (L1t vieiiieiiecie et )

9.Czy u kogo$ w rodzinie wystepowal rak nerkowokomorkowy?
a. TAK
b. NIE

10.Jezeli wystepowal w rodzinie rak nerkowokomorkowy, prosze wskaza¢ u kogo:
a. Matka

b. Ojciec

c. Babcia

d. Dziadek

e. Rodzenstwo

11.Czy ma Pan/ Pani nadcisnienie t¢tnicze?
a. TAK
b. NIE

12.Czy przyjmuje Pan/Pani leki obnizajace ciSnienie tetnicze?
a. TAK
b. NIE

13.Czy choruje Pan/ Pani na cukrzyce?
a. Cukrzyca typu 1

b. Cukrzyca typu 2

c. NIE

14.Czy kto$ w rodzinie chorowal na cukrzyce typu 1?
a. Matka
b. Ojciec

c. Babcia
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d. Dziadek

e. Rodzenstwo

15.Czy ktos$ w rodzinie chorowal na cukrzyce typu 2?
a. Matka

b. Ojciec

c. Babcia

d. Dziadek

e. Rodzenstwo

16.Czy pali Pan/Pani papierosy?
a. TAK
b. NIE

17.Kiedy zaczal Pan/Pani pali¢ papierosy? (wiek)

19.Czy zdiagnozowano u Pana/Pani wczesniej inny nowotwor niz rak
nerkowokomorkowy?

a. TAK

b. NIE

20.Jezeli zdiagnozowano u Pana/Pani inny typ nowotworu niz rak

nerkowokomorkowy prosze podaé, jaki?

21.Czy nowotwor inny niz rak nerkowokomorkowy byl zlosliwy( dotyczy pyt. 20)?
a. TAK
b. NIE

22.Czy w rodzinie wystepowaly przypadki nowotworow zlosliwych?
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a. TAK
b. NIE

23.Jezeli wystepowal nowotwor zlosliwy w rodzinie to, u kogo?
a. Matka

b. Ojciec

c. Babcia

d.Dziadek

e. Rodzenstwo

25.Czy w rodzinie wystepowaly przypadki nowotworow lagodnych?
a. TAK
b. NIE

26.Jezeli wystepowal nowotwor lagodny w rodzinie, to u kogo?
a. Matka

b. Ojciec

c. Babcia

d. Dziadek

e. Rodzenstwo

28.Czy choruje Pan/Pani na dodatkowe choroby, ktore nie zostaly wymienione w
ankiecie?

Jezeli TAK prosze¢ podag, jakie.

a. TAK

b. NIE



29. Czy bierze Pan/ Panie jakie$s dodatkowe leki?

Jezeli TAK prosz¢ wymienic¢ jakie leki i na jakie schorzenie.
a. TAK

b. NIE

30.Czy jest Pan/Pani obciazony choroba uwarunkowana genetycznie?
Jezeli TAK prosze¢ napisa¢, jaka.

a. TAK

b. NIE
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