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Spis skrótów użytych w tekście  

AJCC Amerykańska Połączona Komisja do Spraw Raka 

APTT czas kaolinowo – kefalinowy 

BMI wskaźnik masy ciała 

ccRCC rak jasnokomórkowy nerki 

cDNA  sekwencja kodująca kwasu dezoksyrybonukleinowego 

CSS przeżycia związane z rakiem 

DFS przeżycie wolne od choroby 

DNA kwas deoksyrybonukleinowy 

EAU Europejskie Towarzystwo Urologiczne 

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy 

EORTC Europejska Organizacja do Badań i Leczenia Raka 

EPO erytropoetyna 

G stopień złośliwości komórkowej nowotworu 

HIFα czynnik indukowany hipoksją α 

HIFU ablacja zorganizowaną wiązką ultradźwiękową 

HLRCC zespół wrodzonej mięśniakowatości i raka nerki 

HPRCC dziedziczny brodawkowaty rak nerkowo komórkowy 

IFN - α interferon alfa 

IL - 2 interleukina – 2 

INR wystandaryzowany współczynnik czasu protrombinowego 

kDa kilodalton 

LOH utrata heterozygotyczności 

LPN laparoskopowa częściowa nefrektomia 

MRI rezonans magnetyczny 

mRNA informacyjny kwas rybonukleinowy 

mTOR kinaza serynowo - treoninowa 

NK komórki naturalnej cytotoksyczności 

NSS  chirurgia oszczędzająca miąższ nerki 

OB odczyn Biernackiego 

OS całkowite przeżycia 

OUN ośrodkowy układ nerwowy 

PCR reakcja łańcuchowa polimerazy 

http://pl.wikipedia.org/wiki/Czas_protrombinowy
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PDGF - β płytko-pochodny czynnik wzrostu β 

PDGFR receptor płytko-pochodnego czynnika wzrostu 

pVHL białko von Hippel – Lindau 

RAPN częściowa resekcja nerki przy asyście robota 

RCC rak nerkowokomórkowy nerki 

RFA  przezskórna  ablacja wiązką radiową 

RTG rentgenografia 

STAT przekaźnik sygnału i aktywator transkrypcji 

TGF-α transformujący czynnik wzrostu 

TK tomografia komputerowa 

TNF czynnik martwicy nowotworu 

TNM guz, węzły chłonne, przerzuty 

UAM Uniwersytet Adama Mickiewicza 

UICC   Międzynarodowa Unia do Walki z Rakiem 

USG ultrasonografia 

VEGF naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu 

VEGFR receptor naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu 

VHL von Hippel – Lindau 

WHO Światowa Organizacja Zdrowia 
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1. Wstęp 

1.1. Rak nerki. 

Rak nerki nazywany rakiem nerkowokomórkowym, z ang. renal cell carcinoma 

(RCC) jest gruczolakorakiem wywodzącym się z komórek nabłonka kanalików nerki. 

Jest to nowotwór złośliwy składający się z wielu podtypów różniących się podłożem 

molekularnym, i z których najczęstszym typem jest rak jasnokomórkowy, z ang. clear 

cell renal cell carcinoma (ccRCC). 

 

Rycina 1. A. Na schemacie przedstawiono fragment kory nerki zawierający budowę nefronu,  

strzałką pokazano kanaliki proksymalne nerki, które są miejscem powstawania ccRCC.                                    

B. Zdjęcie przedstawiające nerkę z rakiem jasnokomórkowym [materiał własny pacjent 01-

032]. 

 

1.1.1. Epidemiologia.  

Wśród ludności Unii Europejskiej drugą przyczyną zgonu osób dorosłych są 

nowotwory złośliwe. W ostatnich 20 latach odsetek zgonów z powodu chorób 

nowotworowych zwiększył się (wg Eurostat, 2011) [1]. W 2008 roku na świecie 

odnotowano 12,7 miliona nowych zachorowań na nowotwory złośliwe, zmarło z tego 

powodu 7,6 miliona osób. Rak nerki występuje stosunkowo rzadko, w 2008 roku 

odnotowano 273 518 nowych zachorowań na świecie, co stanowi 2,2% wśród 

wszystkich zachorowań na nowotwory złośliwe. Wśród nowo wykrywanych 

nowotworów RCC zajmuje 11 miejsce u mężczyzn, a 15 miejsce u kobiet (wg 

GLOBOCAN, 2008) [2]. 

W porównaniu z populacją na całym świecie, rak nerki występuje znacznie 

częściej w krajach wysokorozwiniętych, co może mieć związek z większym dostępem 

B

..

. 

A 
 

ccRCC 
Miejsce powstawania ccRCC 
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do małoinwazyjnych metod diagnostyki obrazowej: USG, TK, ale także ze 

zwiększonym narażeniem na czynniki ryzyka rozwoju raka nerki [3]. Na świecie 

obserwuje się wzrost zachorowań na raka nerki, natomiast w krajach Europy 

Zachodniej i Skandynawii w ostatnich latach odnotowano stabilizację zachorowalności  

i spadek umieralności [4]. 

W Polsce w 2009 roku na raka nerki zachorowało 2733 mężczyzn i 1866 kobiet, 

natomiast zmarło 1553 mężczyzn i 984 kobiety. W Wielkopolsce w 2009 roku 

nowotwory nerek rozpoznano u 263 mężczyzn i u 183 kobiet (wg Krajowej Bazy 

Danych Nowotworowych) [5]. Szczyt zachorowań u obu płci przypada na szóstą i 

siódmą dekadę życia [6], jednak RCC występuje u pacjentów w każdym wieku, również 

u dzieci. 

1.1.2. Etiologia. 

Etiologia raka nerki nie została wyjaśniona. Wymienia się wiele czynników 

predysponujących do RCC. Wśród nich największe znaczenie ma palenie tytoniu.  

U palaczy ryzyko jest od 1,5 do 2 razy większe, zależnie od czasu i ilości wypalanych 

papierosów i zmniejsza się po zaprzestaniu palenia, szacunkowo 15% po 10 latach 

przerwy. [7, 8]. Otyłość ma również udowodnione działanie niekorzystne, podobnie jak 

dieta wysokobiałkowa i tłuszczowa oraz siedzący tryb życia; spożywanie dużej ilości 

warzyw i owoców natomiast, ma działanie ochronne [9, 10].  

Wśród czynników ryzyka raka nerki wymienia się nadciśnienie tętnicze, które 

niezależnie od płci zwiększa ryzyko 2-3 razy, co potwierdzono w badaniu EPIC 

(European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) [11]. Przyjmowanie 

leków obniżających ciśnienie tętnicze, w tym diuretyków, także może mieć wpływ na 

powstawanie raka nerki [12].  

Wpływ narażenia na szkodliwe substancje podczas wykonywania pracy 

zawodowej jest przedmiotem wielu publikacji. Dotychczas uważano, że praca  

z azbestem predysponuje do RCC [13], ostatnio pojawiły się prace dementujące to 

stanowisko [14]. Zauważono zwiększone występowanie raka nerki wśród rolników, 

zwłaszcza pracujących przy hodowli zwierząt [15]. Do czynników ryzyka zaliczany jest 

również kadm, trichloroetylen, promieniowanie jonizujące [16], jednak wpływ tych 

substancji wymaga dalszych badań. 
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Zwyrodnienie wielotorbielowate nerek także koreluje z powstawaniem RCC. 

Dotyczy to chorych na wrodzone wielotorbielowate zwyrodnienie nerek oraz na nabytą 

wielotorbielowatość nerek. Istotne znaczenie ma dializoterapia; im dłużej chory jest 

dializowany tym większe ryzyko rozwoju raka nerki [17]. 

Odnotowano także rodzinne występowanie raka nerki. Posiadanie krewnego 

pierwszego stopnia, u którego rozpoznano RCC zwiększa ryzyko wystąpienia raka nerki 

dwu – czterokrotnie [18]. Dziedziczna postać raka nerki występuje w zespole von 

Hippel – Lindau, w zespole Birth – Hogg – Dube, stwardnieniu guzowatym,  

w dziedzicznym brodawkowatym RCC (HPRCC) oraz w zespole wrodzonej 

mięśniakowatości i raka nerki (HLRCC). Dziedziczny RCC występuje rzadko (3-4%)  

i zazwyczaj pojawia się w młodym wieku, często jest wieloogniskowy i obustronny 

[19]. 

1.1.3. Klasyfikacja raka nerki. 

1.1.3.a. Klasyfikacja histologiczna. 

Na podstawie badań genetycznych oraz histologicznych w 1997 roku  

w Heidelbergu utworzono klasyfikację, w której wyróżniono cztery typy raka nerki: 

najczęstszy rak jasnokomórkowy (70 – 80%), rak brodawkowaty (10 – 15%), który 

podzielono jeszcze na dwa podtypy, rzadziej występujący rak chromofobny (3 – 5%) 

oraz najrzadszy rak z kanalików zbiorczych (1%) [20,21]. Różnice dotyczące typów 

raka nerki zebrano w tabeli 1. 

Stopień zróżnicowania nowotworu określonego z ang. G – grading został 

usystematyzowany przez Fuhrman’a w 1982 roku i jest powszechnie uznawany za 

niezależny czynnik prognostyczny w raku nerki [22]. System oparty jest na ocenie jąder 

komórkowych (wielkość, kształt) oraz jąderek. Fuhrman wyróżnił cztery stopnie: od G1 

dla nowotworów dobrze zróżnicowanych, o małych, okrągłych jądrach bez jąderek do 

G4 dla nowotworów niezróżnicowanych, z dużymi jądrami, o nieregularnym kształcie, 

płatowych, z obecnością wydatnych jąderek. 
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Rak 

jasnokomórkowy 

(konwencjonalny) 

70-80% 

- komórki duże, owalne  

- jasna cytoplazma 

- małe owalne jąderka 

- dodatkowo występują komórki 

ziarniste 

- utkanie lite, cewkowe lub 

torbielowate  

Rak 

brodawkowaty 

10 – 15% 

Typ 1: 

- struktura brodawkowata 

- małe komórki z małą ilością 

cytoplazmy 

- zasadochłonne komórki 

 
 Typ 2: 

- struktura brodawkowata 

- małe komórki z małą ilością 

cytoplazmy 

- kwasochłonne komórki 

 Rak chromofobny 

3 – 5% 

- przeźroczysta cytoplazma 

z delikatnym siateczkowym wzorem 

- obecność mikropęcherzyków, które 

barwią się na niebiesko techniką 

Hale’a 

 Rak z kanalików 

zbiorczych  

(rak Belliniego) 

1% 

- komórki słabo zróżnicowane, 

sześcienne 

- ziarnista cytoplazma 

- jądra z dużymi jąderkami 

- wysoka aktywność mitotyczna 

 Tabela 1. Histologiczna klasyfikacja raka nerki na podstawie Barrisford GW i wsp. [23]. 

 

1.1.3.b. Klasyfikacja kliniczna. 

Klasyfikacja raka nerki ma ogromne znaczenie przy wyborze metody leczenia 

oraz oceny rokowania. Obecnie z klinicznego punktu widzenia istnieją dwa podziały: 

klasyfikacja Robsona z 1969 roku obowiązująca w krajach anglosaskich [24] oraz 

szeroko stosowana na świecie klasyfikacja TNM. 

Nazwa klasyfikacji TNM pochodzi od słów T – Tumor (guz pierwotny),  

N – Nodules (węzły chłonne) oraz M – Metastases (przerzuty odległe). Klasyfikacja 

została utworzona przez Międzynarodową Unię do Walki z Rakiem (Union 

Internationale Contre le Cancer – UICC). Co kilka lat jest ona uaktualniana zgodnie  

z postępem wiedzy i przy współpracy z gronem ekspertów z American Joint Committee 
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on Cancer (AJCC) i World Health Organization (WHO). Obecnie obowiązuje 

klasyfikacja z 2009 roku [25]. 

Według klasyfikacji TNM z 2009 roku podzielono guzy w zależności od 

rozmiaru i faktu, czy dany guz jest ograniczony do nerki, czy nacieka sąsiednie tkanki. 

Literą X oznaczamy sytuację, gdy nie można ocenić guza, stanu węzłów chłonnych lub 

obecności przerzutów. Natomiast cyfrą 0 oznaczamy stan, gdy nie ma dowodów na 

istnienie guza pierwotnego, węzły chłonne są niezajęte lub brak przerzutów. Dane 

dotyczące klasyfikacji TNM zebrano w tabeli 2. 

T1 guz ≤  7 cm w największym 

wymiarze, ograniczony do nerki 

T1a guz ≤ 4 cm 

T1b guz > 4 cm ale ≤ 7cm 

T2 guz > 7 cm w największym wymiarze, 

ograniczony do nerki 

T2a guz > 7 cm ale ≤ 10 cm 

T2b guz > 10 cm 

T3 guz wrasta do żył, nacieka tłuszcz 

okołonerkowy lub okolicy wnęki nerki, 

ale nie przekracza powięzi Geroty 

T3a guz wrasta do żyły nerkowej lub 

nacieka tłuszcz okołonerkowy 

T3b guz wrasta do żyły głównej dolnej 

poniżej przepony 

T3c guz wrasta do żyły głównej dolnej 

powyżej przepony 

T4 guz nacieka struktury poza powięź 

Geroty włączając nadnercze. 
 

N1 przerzut w pojedynczym regionalnym 

węźle chłonnym 
 

N2 zajęcie więcej niż jednego węzła 

chłonnego 
 

M1 obecność przerzutów odległych  

Tabela 2. Klasyfikacja TNM z 2009 roku. 

 

Klasyfikacja TNM pozwala ocenić stopień zaawansowania klinicznego nowotworu, co 

jest najpoważniejszym czynnikiem rokowniczym. Dane przedstawiono w tabeli 3. 

I T1 N0 M0 

II T2 N0 M0 

III T3 

T1, T2, T3 

N0 

N1 

M0 

M0 

IV T4 

T1-T4 

T1-T4 

N0-N2 

N2 

N0-N2 

M0 

M0 

M1 
Tabela 3. Stopień zaawansowania klinicznego raka nerki [25]. 
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1.1.4. Rozpoznanie raka nerki. 

1.1.4.a. Symptomatologia.  

 Klasyczna triada objawów raka nerki, do której zaliczmy krwiomocz, ból 

okolicy lędźwiowej i guz wyczuwalny przez powłoki brzuszne obecnie spotykana jest 

rzadko - u zaledwie (6-10%) pacjentów [26]. Po upowszechnieniu się ultrasonografii  

i tomografii komputerowej ponad 50% guzów nerki wykrywanych jest przypadkowo 

[27]. W początkowym stadium, rak nerki rozwija się bezobjawowo, a wystąpienie 

objawów świadczy o zaawansowaniu procesu i jest uznawane za niekorzystny czynnik 

prognostyczny [28]. Do objawów tych zaliczamy krwiomocz, ból okolicy lędźwiowej, 

spadek masy ciała, gorączkę oraz pocenie nocne. W badaniu fizykalnym można 

zauważyć żylaki powrózka nasiennego po stronie lewej, powiększone węzły chłonne  

w okolicy nadobojczykowej lub obrzęk kończyn dolnych.  

W opublikowanym w 2012 roku Cancer Statistics w Stanach Zjednoczonych 

przerzuty odległe miało 18% pacjentów z rozpoznaniem RCC w latach 2001 – 2007 

[29]. Typowo rak nerki daje przerzuty do płuc, kości, nadnercza, wątroby  

i mózgu, ale miejscem przerzutu może być każdy organ, nawet skóra [30,31]. 

 Z występowaniem raka nerki może być związanych szereg objawów 

paraneoplastycznych, np.: zwiększone OB, nadciśnienie tętnicze, hiperkalcemia, 

policytemia, amyloidoza, wynikających z funkcji endokrynnej raka nerki [32].  

 

1.1.4.b. Diagnostyka obrazowa.  

 W diagnostyce guzów nerek najbardziej dostępnym, nieinwazyjnym badaniem 

jest USG. Ultrasonografia jamy brzusznej pozwala na uwidocznienie guza nerki, 

określenie jego rozmiaru i położenia. Dzięki USG można ocenić ruchomość nerki  

z guzem, potwierdzić obecność czopa nowotworowego w żyle głównej, przerzutów do 

wątroby oraz powiększenie węzłów chłonnych. Na rycinie 2 przedstawiono zdjęcie 

USG z materiału własnego. 
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Rycina 2. USG nerki. Widoczny guz górnego bieguna nerki prawej [materiał własny pacjent 

01-034].  

Rycina 3. TK jamy brzusznej. Widoczny guz nerki prawej. Stan po nefrektomii lewostronnej z 

powodu ccRCC [materiał własny pacjent 01-131]. 

  



Wstęp   

16 

 

 W tomografii komputerowej jamy brzusznej guzy lite nerki różnicuje się 

na podstawie obecności lub braku wzmocnienia po podaniu środka cieniującego. Za 

guzy złośliwe przyjmuję się guzy, które wzmacniają się ponad 20 jednostek 

Hounsfield’a [33]. Wykonując TK oceniamy wielkość, położenie i szerzenie się guza, 

choć dokładność oceny nacieku na tkankę tłuszczową jest mała [34]. TK uwidacznia 

czop nowotworowy w żyle nerkowej, powiększone węzły chłonne, przerzuty do 

wątroby i nadnercza. Dzięki temu badaniu możemy ocenić funkcję drugiej nerki. TK 

jamy brzusznej z podaniem środka cieniującego łącznie z badaniem klinicznym 

pozwala na podjęcie decyzji o leczeniu. Na rycinie 3 przedstawiono guz nerki  

z materiału własnego. 

 Rezonans magnetyczny wykorzystuje się u pacjentów z alergią na środki 

cieniujące używane w TK oraz u kobiet w ciąży. Kolejnym wskazaniem do MRI jest 

niemożliwa ocena w TK zasięgu czopa nowotworowego w żyle głównej dolnej. 

Dopełnieniem badań obrazowych jest wykonanie zdjęcia przeglądowego klatki 

piersiowej celem wykluczenia przerzutów. Przy podejrzeniu przerzutów wykonuje się 

bardziej czułe badanie, czyli TK klatki piersiowej. Nie zaleca się rutynowej TK mózgu  

i scyntygrafii kości. Badania te są wykonywane u pacjentów zgłaszających objawy 

typowe dla przerzutów. 

 

1.1.5. Leczenie zabiegowe raka nerki. 

1.1.5.a. Nefrektomia radykalna. 

 Jedynym sposobem na wyleczenie raka nerki jest wycięcie zmiany 

nowotworowej. Nefrektomia radykalna ustanowiona przez Robsona w 1969 roku 

przestała być złotym standardem postępowania. Według Robsona radykalne usunięcie 

nerki wykonywano z dostępu przezotrzewnowego i polegało na wczesnym podwiązaniu 

tętnicy i żyły nerkowej, następnie usunięciu nerki wraz z tłuszczem okołonerkowym  

i powięzią Geroty, nadnerczem i na końcu wykonaniem rozległej limfadenektomii od 

przepony po rozwidlenie aorty [24].  

Obecnie radykalne usunięcie nerki wykonuje się zarówno z dostępu przez- 

otrzewnowego jak i pozaotrzewnowego, tzw. lędźwiowego [35]. Przy dużych guzach 

górnego bieguna lub przy obecności czopa nowotworowego powyżej przepony stosuje 
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się dostęp piersiowo – brzuszny. Pojawienie się technik laparoskopowych umożliwiło 

laparoskopowe wycięcie nerki zarówno przezotrzewnowo jak i pozaotrzewnowo. 

Laparoskopowa radykalna nefrektomia stosowana jest w przypadku guzów 

ograniczonych do nerki, bez czopa nowotworowego i przy niepowiększonych węzłach 

chłonnych. Przy zachowaniu zasad czystości onkologicznej przeżycie po zbiegu 

laparoskopowym jest porównywalne do tego po zabiegu otwartym, a czas 

rekonwalescencji znacznie krótszy [36].  

 Nie zaleca się rutynowego wycięcia nadnercza. Adrenalektomię wykonuje się 

przy dużym guzie górnego bieguna nerki lub gdy istnieje podejrzenie przerzutu do 

nadnercza [37]. Przerzuty do węzłów chłonnych są ważnym niekorzystnym czynnikiem 

rokowniczym. Podejście do limfadenektomii jest niejednoznaczne. Zwolennicy 

podkreślają, że pacjenci z powiększonymi węzłami chłonnymi, po cytoredukcyjnej 

limfadenektomii mają lepsze wyniki leczenia [38, 39]. Według badania European 

Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC nr30881) rozszerzona 

limfadenektomia nie wydłuża czasu wolnego od nawrotu ani przeżycia chorych po 

nefrektomii radykalnej [40].  

 Zgodnie z wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Urologicznego z 2010 roku 

u pacjentów z guzem T1, nefrektomię radykalną przeprowadza się wtedy, kiedy istnieją 

przeciwwskazania do częściowej resekcji nerki, np. z powodu niekorzystnego położenia 

guza, lub z powodu gorszego stanu ogólnego. Należy podkreślić, że radykalne wycięcie 

nerki nadal pozostaje metodą leczenia u pacjentów z guzem większym niż 7 cm, gdy 

istnieją podejrzenia nacieku na tkankę tłuszczową, przy występowaniu czopa 

nowotworowego w żyle, czyli u pacjentów z wyższym stopniem zawansowania 

nowotworu niż T1. Dobrze udokumentowanym jest fakt, iż wykonanie nefrektomii 

radykalnej u pacjentów z przerzutami odległymi, w dobrym stanie ogólnym, poprawia 

wyniki leczenia (więcej na temat w paragrafie I.1.6) [41, 42]. 

1.1.5.b. Operacja organooszczędna. 

 Operacja organooszczędna, z ang. nephron sparing surgery (NSS) polega na 

wycięciu guza z minimalnym marginesem zdrowego miąższu nerki. Choć po raz 

pierwszy częściową resekcję nerki wykonał Vincenz Czerny w 1887 roku [43], do 

niedawna operacje organooszczędne, ze względu na dużą ilość powikłań, wykonywano 

jedynie u pacjentów z jedyną nerką, z obustronnym guzem nerek lub gdy druga nerka 
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była obciążona procesem chorobowym. Powszechnie uważa się, iż dla RCC 

ograniczonego do nerki, wyniki leczenia dla nefrektomii i operacji organooszczędnej są 

podobne [44, 45, 46]. Ostatnio ukazały się doniesienia, że pacjenci po radykalnej 

nefrektomii mają krótsze przeżycie ogólne z powodu większego odsetka przewlekłej 

niewydolności nerek i chorób krążenia [47, 48]. Dlatego NSS jest zalecana dla leczenia 

guzów nerki w stopniu T1 wg klasyfikacji TNM [49]. Wykonanie częściowej resekcji 

nerki z powodu guza większego niż 7 cm wiąże się ze zwiększonym ryzykiem wznowy 

miejscowej i może być wykonywane jedynie ze wskazań bezwzględnych (guz jedynej 

nerki). 

 Laparoskopowa częściowa nefrektomia, z ang. laparoscopic partial nephrectomy 

(LPN) może być alternatywą do otwartej operacji organooszczędnej, ale tylko 

wykonywana w wyselekcjonowanej grupie pacjentów (mały guz położony obwodowo) 

[50]. Należy podkreślić, że czas niedokrwienia nerki jest dłuższy w zabiegu 

wykonanym z dostępu laparoskopowego, dlatego u pacjentów z wysokim ryzykiem 

przewlekłej niewydolności nerek powinno się wykonać klasyczną NSS [51, 52]. 

Wykorzystanie robota w częściowej resekcji nerki, z ang. robot assisted partial 

nephrectomy (RAPN) daje możliwość trójwymiarowego obrazu, łatwiejsze jest 

zakładanie szwów, co pozwala na zmniejszenie czasu niedokrwienia, utraty krwi 

podczas zabiegu oraz ilości powikłań [53, 54, 55].  

1.1.5.c. Ablacja guza nerki. 

 Techniki małoinwazyjnego leczenia raka nerki polegające na niszczeniu guza 

poprzez wytworzenie martwicy komórek, obejmują krioablację (zamrażanie) oraz 

przegrzanie przy pomocy fal radiowych (RFA) lub ultradźwięków (HIFU) [56]. Ablację 

można wykonać poprzez nakłucie powłok pod kontrolą USG lub przy pomocy 

laparoskopii, dzięki czemu ilość powikłań jest mała a czas rekonwalescencji bardzo 

krótki [57]. Ablacji poddaje się położone obwodowo małe guzy (do 3 cm). Ponieważ po 

ablacji nie ma materiału do badania histopatologicznego, przed zabiegiem należy 

wykonać biopsję. Brak długoterminowych obserwacji potwierdzających skuteczność 

tych metod. Sugeruje się, że częstość wznowy miejscowej jest większa niż po operacji 

organooszczędnej, a rozpoznanie wznowy trudne ze względu na rozwijające się po 

ablacji włóknienie [58].  
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Wskazaniem do ablacji może być podeszły wiek, choroby współistniejące 

będące przeciwwskazaniem do leczenia operacyjnego [59]. Techniki małoinwazyjne 

mogą mieć również zastosowanie u pacjentów z dziedziczną postacią RCC, u których 

rak nerki występuje wieloogniskowo. Ablacja może być uzupełnieniem leczenia małych 

zmian, których nie usunięto w czasie NSS.  Przeciwwskazaniem do wykonania ablacji 

jest położenie guza w sąsiedztwie moczowodu, we wnęce nerki. Bezwzględnym 

przeciwwskazaniem są zaburzenia krzepnięcia niepoddające się leczeniu [60]. 

1.1.5.d. Embolizacja. 

 Embolizacja ma na celu zamknięcie naczyń doprowadzających krew do guza,  

w przypadku raka nerki, tętnicy nerkowej z nakłucia tętnicy udowej. Pod kontrolą 

rentgenowską wprowadza się cewnik do tętnicy nerkowej, podaje kontrast celem 

uwidocznienia unaczynienia guza a następnie wprowadza się materiał zamykający 

tętnicę. Materiałami wykorzystywanymi do embolizacji są skrawki spongostanu, 

metalowe spirale, balony odczepiane, mieszanina kleju cyjanoakrylowego z lipiodolem 

oraz alkohol poliwinylowy [61]. 

 Embolizację wykonuje się u pacjentów z przeciwwskazaniami do leczenia 

operacyjnego lub gdy wycięcie nerki z guzem nie powiodło się. Jest to leczenie 

paliatywne, mające na celu zmniejszenie dolegliwości bólowych i krwawienia do 

układu zbiorczego nerki [62]. Dobrze udokumentowanym jest fakt, iż wykonywanie 

embolizacji przed rutynową nefrektomią radykalną nie wydłuża przeżycia chorych. 

Ilość powikłań podczas obu zabiegów jest podobna, poza jednym wyjątkiem, przy 

dużych guzach ilość transfuzji krwi jest mniejsza, gdy przed zabiegiem wykonano 

embolizację [63]. W związku z tym w wybranych przypadkach można wykonać 

embolizację przed nefrektomią [64]. Opisano wykonywanie embolizacji przed 

wycięciem przerzutu do kości celem zmniejszenia krwawienia podczas zabiegu [65]. 

 

1.1.6. Leczenie przerzutowego raka nerki. 

 Biorąc pod uwagę fakt, że tylko leczenie chirurgiczne jest jedyną znaną metodą 

wyleczenia raka nerki, obowiązuje zasada, według której stosuje się wycięcie zmian 

nowotworowych, jeżeli jest to możliwe z technicznego punktu widzenia i pacjent jest  

w dobrym stanie ogólnym. Podkreśla się, że wykonanie nefrektomii radykalnej  
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w rozsianej chorobie nowotworowej i zastosowanie następnie leczenia systemowego 

wydłuża przeżycie chorych [66]. Wykonuje się również wycięcie zmian przerzutowych. 

Poprawę rokowania uzyskuje się po wycięciu wszystkich zmian przerzutowych [67]. 

 Radioterapia jest leczeniem paliatywnym przerzutów do kości lub mózgu celem 

złagodzenia objawów [68]. Opisano także wykorzystanie stereotaktycznej radiochirurgii 

w leczeniu przerzutów do mózgu. Zastosowanie tej metody u pacjentów  

z pojedynczym, nieresekowalnym przerzutem wydłużało przeżycie [69]. 

 Leczenie systemowe raka nerki inaczej niż w przypadku leczenia zabiegowego 

wprowadza się po histopatologicznym rozpoznaniu typu RCC. Dobrze 

udokumentowanym jest fakt, iż rak jasnokomórkowy nerki jest oporny na 

chemioterapię. Ma to związek z produkcją przez komórki guza glikoproteiny P, która 

usuwa cytostatyki z komórki [70, 71, 72]. Podobnie leczenie hormonalne uważa się za 

nieskuteczne [73, 74]. 

 Rak jasnokomórkowy nerki jest nowotworem immunogennym. Badania 

kliniczne i laboratoryjne dowodzą oddziaływania pomiędzy układem odpornościowym 

a komórkami ccRCC, np. odkrycie antygenów specyficznych dla nowotworu 

prezentowanych przez glikoproteiny głównego układu zgodności tkankowej  

i odpowiedzi ze strony limfocytów T CD4+ [75]. Od początku lat 80-tych XX wieku 

testowano działanie różnych cytokin i komórek odpornościowych. Szereg badań 

klinicznych pokazało, że do cytokin mających aktywność przeciwnowotworową należą 

interferon alfa i interleukina – 2.  

 Interferon alfa (IFN-α) należy do grupy białek nazywanych interferonami, które 

po raz pierwszy opisał Isaacs i Lindenmann w 1957 roku [76]. Interferon alfa, 

wytwarzany przez limfocyty, hamuje namnażanie się wirusa, hamuje proliferację 

komórek, stymuluje mechanizmy komórkowe układu immunologicznego, bierze udział 

w różnicowaniu komórek [77]. Szacuje się, że odpowiedź na IFN-α jest głównie 

częściowa na poziomie średnio 15%, a odpowiedź całkowitą osiąga 1,8% pacjentów. 

Pomimo stosunkowo niewielkiego odsetka odpowiedzi na leczenie odnotowano 

wydłużenie przeżycia całkowitego oraz przeżycia wolnego od progresji  

w stosunku do pacjentów z placebo lub leczonych hormonalnie. Większe 

prawdopodobieństwo odpowiedzi na leczenie mają pacjenci po nefrektomii, z czystym 
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rakiem jasnokomórkowym nerki, z przerzutami do płuc i w dobrym stanie ogólnym [78, 

79].  

 Interleukina-2 (IL-2) jest czynnikiem wzrostu limfocytów T. Po inkubacji 

komórek jednojądrzastych pobranych z krwi obwodowej chorych na raka z wysokimi 

dawkami interleukiny-2, komórki te nabierały zdolności litycznych wobec komórek 

nowotworowych. [80, 81]. Doniesienia te były podstawą do zastosowania IL-2 w 1985 

roku w leczeniu pacjentów z rozsianą chorobą nowotworową [82]. Procent odpowiedzi 

(częściowa + całkowita) na leczenie waha się od 7 do 27% [83, 84]. Jednak największy 

odsetek odpowiedzi całkowitej był obserwowany u pacjentów poddanych leczeniu 

wysokimi dawkami IL–2 podawanej dożylnie w bolusie, co wymaga hospitalizacji i jest 

bardziej toksyczne od monoterapii IFN-α [85, 86, 87].  

 W związku z niezadowalającym wynikiem monoterapii interferonem alfa lub 

interleukiną-2 oraz na podstawie doniesień o synergistycznym działaniu obu cytokin 

wdrożono schematy ich łącznego stosowania. Negrier i współautorzy dowiedli, że 

łączne stosowanie IL-2 z IFN-α daje większy współczynnik odpowiedzi, ale nie ma 

wpływu na przeżycia całkowite [88]. Łączne stosowanie cytokin i chemioterapeutyków, 

np. schemat hanowerski (Interferon alfa plus IL-2 plus 5-fluorouracyl) również nie 

przyniosło wydłużenia przeżycia w porównaniu do schematu wysokich dawek IL-2 

podawanej dożylnie [89, 90].  

 Dopiero odkrycie leków hamujących angiogenezę przyniosło poprawę wyników 

leczenia chorych z przerzutowym ccRCC. Podłoże molekularne sposobu działania tych 

leków oraz wytyczne stosowania terapii celowanej u pacjentów z rakiem 

jasnokomórkowym nerki jest przedstawione w rozdziale I.4. 
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1.2. Rola genu VHL. 

 VHL to gen supresorowy choroby von Hippel – Lindau, choroby dziedziczonej 

autosomalnie dominująco i powstającej w wyniku inaktywacji tego genu. Mapowanie  

i identyfikacja genu VHL metodą analizy sprzężeń wykorzystana została do 

zmapowania genu VHL w rodzinach z obciążeniem genetycznym: w 1988 roku został 

on zlokalizowany na chromosomie 3p przez Seizinger’a [91]. Po dalszych analizach 

zostało odkryte jego dokładne położenie w regionie 3p25-26. Gen ten ostatecznie został 

zidentyfikowany w 1993 roku dzięki międzynarodowej współpracy badaczy z American 

National Cancer Institute i z Uniwersytetu w Cambridge [92]. 

 Ekspresja genu VHL zachodzi zarówno w komórkach osób dorosłych jak  

i płodu, (od 6-go tygodnia po zapłodnieniu) we wszystkich listkach zarodkowych. 

Informacyjny RNA (mRNA) wykryto w prawie wszystkich tkankach, szczególnie 

wysoki poziom ekspresji genu VHL zauważono w ośrodkowym układzie nerwowym, 

oczach, płucach, jądrach oraz nerkach [93]. U płodu opisano występowanie białka VHL 

zarówno w korze jak i rdzeniu nerki, jednak wysokie stężenie tego białka odnotowano 

w komórkach kanalików proksymalnych (skąd wywodzi się rak jasnokomórkowy nerki) 

[94].  

 Gen VHL jest genem supresorowym (antyonkogenem). Geny supresorowe 

pełnią funkcje ochronne w stosunku do komórek, między innymi kodują białka naprawy 

DNA, regulują cykl komórkowy, wpływają hamująco na proliferację komórek, kodują 

cząsteczki adhezji komórkowej. Przykładem genu supresorowego jest gen p53, tzw. 

strażnik genomu, który bierze udział w naprawie uszkodzonego DNA, inicjuje 

apoptozę, jeżeli uszkodzenia nie można naprawić. 

1.2.1. Budowa oraz funkcje genu VHL i białka VHL.  

 Gen VHL składa się z 14 500 par zasad, a region kodujący liczy 642 nukleotydy. Składa 

się z trzech egzonów (sekwencji kodujących) o długości:  

 egzon 1    340 par zasad 

 egzon 2  123 par zasad 

 egzon 3  179 par zasad 

Promotor zawiera wiele miejsc wiązania czynników transkrypcyjnych, ale do tej pory 

nie ustalono sposobu regulowania ekspresji genu VHL.  
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 Gen VHL koduje białko VHL i ma dwa kodony start wewnątrz egzonu 1, 

dlatego powstają dwie izoformy białka. Pierwsza licząca 213 aminokwasów powstaje, 

gdy translacja rozpoczyna się od pierwszego kodonu start. Druga forma białka składa 

się z 160 aminokwasów i jest tworzona od drugiego kodonu metioniny w pozycji 54. 

Obydwa kodony start są aktywne, jednak drugi kodon poprzedzony jest silniejszą 

sekwencją konsensusową Kozak, co jest kluczowe do inicjacji translacji [95]. Kodony 

od 14 do 53 zawierają osiem powtórzeń pięciu aminokwasów o sekwencji (Gly-X-Glu-

Glu-X) w skrócie (GXEEX)8, podobną sekwencję odkryto u wiciowca Trypanosoma 

Brucei, jednakże znaczenie tego odkrycia pozostaje niejasne [96]. 

 W komórce białko VHL z ang. protein VHL (pVHL) jest odpowiedzialne za 

regulację odpowiedzi komórkowej na zmieniające się stężenie tlenu [97]. Białko VHL 

w domenie α posiada miejsce wiązania z elonginą C, poprzez którą łączy się z  elonginą 

B, culliną-2 i Rbx tworząc kompleks o aktywności ligazy E3 ubikwityny. Kompleks ten 

wyznacza białka do ubikwitynacji i degradacji w proteosomie [98]. 

 Białko VHL składa się z dwóch domen: alfa i beta. Domena α jest mniejsza i 

posiada trzy helisy α, łączy się z elonginą C. Większa domena β utworzona jest z 

siedmiu harmonijek β i jednej helisy α. Odpowiada za transport jądrowy oraz funkcje 

supresorowe białka VHL [95].  

 Domena α jest miejscem częstego występowania mutacji punktowych zmiany 

sensu, tzw. hot spot region. Szczególnie ważne miejsce zajmuje arginina w pozycji 167, 

miejsce to odpowiedzialne jest za interakcję z elonginą C i stabilizację struktury pVHL. 

Białka tworzące powierzchnię domeny β są również regionem częstych mutacji 

punktowych (Trp88, Asn90, Gln96, Tyr98, Tyr112), region ten uważa się za miejsce 

łączenia z innymi białkami [99]. Budowę genu VHL i pVHL przedstawiono na  

rycinie 4. 

 Wyróżniamy dwie izoformy białka VHL: dłuższą (213 aminokwasów) o masie 

cząsteczkowej około 30 kDa, którą oznacza się pVHL30 oraz krótszą (160 

aminokwasów) o masie 19 kDa (pVHL19). Szereg publikacji potwierdza występowanie 

pVHL w jądrze komórkowym, cytoplazmie i mitochondriach [100, 101]. Obydwie 

formy pełnią rolę w supresji nowotworów, jednak dowiedziono częstsze występowanie 

formy pVHL30 [102]. Analiza mutacji występujących przy końcu 5’ zmieniających 
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jedynie pVHL30 wskazała na dodatkowe funkcje supresorowe dłuższej formy białka 

VHL, niezależne od HIFα. Przypuszcza się, że fosforylacja  pVHL30 reguluje wiązanie 

i sekrecję fibronektyny do macierzy pozakomórkowej [103]. 

 
Rycina 4. Budowa genu VHL i białka VHL na podstawie Richards FM [95]. Rysunek 

zmodyfikowano. 

  

 Białko VHL jest zaangażowane w wiele procesów komórkowych, takich jak 

organizację filamentów aktynowych i mikrotubul, tworzenie macierzy pozakomórkowej 

poprzez połączenie z fibronektyną, kontrolę cyklu komórkowego, wpływa na wzrost  

i apoptozę komórek. Funkcje te są niezależne od czynnika transkrypcyjnego HIFα 

[104]. 

 HIFα (ang. hypoxia – inducible factor alpha) czynnik indukowany hipoksją jest 

białkiem regulatorowym, wchodzącym w kompleks białek inicjujących transkrypcję 

wielu genów. 

 Kiedy w komórce jest wystarczająca ilość tlenu (normoksja) HIFα ulega 

hydroksylacji. Tak zmodyfikowany HIFα łączy się z domeną β białka VHL, co pozwala 

na przyłączenie do domeny α białka VHL białek tworzących kompleks ligazy E3. 

Kompleks, w którego skład wchodzi białko VHL, przyłącza białka ubikwityny do HIFα 
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i kieruje czynnik transkrypcyjny do proteosomu. A więc prawidłowe białko VHL 

przyczynia się do degradacji czynnika transkrypcyjnego genów indukowanych hipoksją. 

 W warunkach niewystarczającej ilości tlenu w komórce (hipoksja) HIFα nie jest 

hydroksylowany i nie może połączyć się z białkiem VHL. Następuje akumulacja HIFα, 

który łączy się z HIF β, ulega stabilizacji i zostaje przetransportowany do jądra.  

W jądrze dimer HIFα i HIFβ łączy się z DNA i inicjuje transkrypcję genów 

indukowanych hipoksją, których produktami są [105]: 

 VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor), czynnik wzrostu śródbłonka 

naczyniowego – białko pobudzające mitozę komórek śródbłonka naczyniowego, 

bierze udział w tworzeniu nowych naczyń krwionośnych 

 PDGF-β (ang. Platelet-Derived Growth Factor-β), płytkowy czynnik wzrostu – 

białko wytwarzane przez płytki krwi, jest silnym mitogenem dla komórek 

przydanki i mięśni gładkich naczyń, przez co stabilizuje powstałe naczynia, 

odgrywa też rolę w inicjacji angiogenezy poprzez stymulację syntezy DNA  

w komórkach śródbłonka [106] 

 EPO erytropoetyna – hormon, który pobudza erytropoezę, co prowadzi do 

zwiększenia produkcji erytrocytów w szpiku kostnym. 

 TGF-α (ang. Transforming Growth Factor-α), transformujący czynnik wzrostu – 

białko produkowane przez makrofagi, wykazuje aktywność mitogenną  

w stosunku do fibroblastów, komórek śródbłonka i nabłonka [106] 

Rolę białka VHL w regulacji stężenia HIF α, pod wpływem zmieniających się 

warunków tlenowych komórki przedstawiono na rycinie 5. 

 Podobna sytuacja jak podczas hipoksji ma miejsce, gdy gen VHL ulega mutacji 

lub inaktywacji. Następuje akumulacja czynnika transkrypcyjnego HIFα i ekspresja 

genów białek pro-angiogennych co może mieć kluczowe znaczenie w rozwoju 

nowotworów bogato unaczynionych [108]. U ponad połowy pacjentów z ccRCC 

wykazano mutacje w dwóch allelach VHL. Badania na myszach pokazały, że 

wprowadzenie niezmutowanego genu VHL do komórek ccRCC pozyskanych od 

pacjentów hamuje zdolność tych komórek do tworzenia guza [109]. Stąd białko VHL 

należy do rodziny białek supresorowych i nazywane jest strażnikiem nerki. 

 

http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
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Rycina 5. Interakcja białka VHL (pVHL) z czynnikiem transkrypcyjnym HIF α, według George 

I wsp. [107]. Rysunek zmodyfikowano. 

 

 Istotny wpływ na utratę funkcji białka VHL ma miejsce mutacji genu VHL. I tak 

szczególnie istotne są sekwencje genu odpowiadające miejscom wiązania HIF α  

w domenie β i elonginy C w domenie α. Poszczególne mutacje powodują utratę różnych 

funkcji białka VHL, co może przekładać się na obraz kliniczny pacjentów z mutacjami 

w genie VHL. 

1.3. Mutacje genu VHL. 

 Utrata funkcji białka VHL jest rezultatem wyłączenia allelu, metylacji 

promotora lub mutacji w genie VHL [95]. 

 Wyróżniamy dwie grupy mutacji: mutacje germinalne i mutacje somatyczne. 

Mutacje germinalne (generatywne) są obecne we wszystkich komórkach organizmu,  

w tym w komórkach rozrodczych (plemnikach lub komórce jajowej). Mutacje te są 

przekazywane na następne pokolenia i odpowiadają za dziedziczną postać raka 

jasnokomórkowego nerki i zespół von Hippel-Lindau. Natomiast mutacje somatyczne 

mogą pojawić się w jakiejkolwiek komórce, z wyjątkiem komórek rozrodczych, stąd 

występują w danej tkance, narządzie. Mutacje somatyczne nie są dziedziczone, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22George%20DJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22George%20DJ%22%5BAuthor%5D
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odpowiadają za powstanie dużej liczby sporadycznego konwencjonalnego raka nerki 

[110, 111, 112]. 

 W związku z tym, że gen VHL jest genem supresorowym wg teorii Knudsona 

do utraty jego funkcji potrzebna jest inaktywacja obu kopi genu [113].  

W sporadycznym raku nerki potrzebne są dwie niezależne mutacje do inaktywacji 

odziedziczonego prawidłowego genu VHL. Defekt genu VHL jest obserwowany w 60-

80% wszystkich sporadycznych raków jasnokomórkowych nerki. W rodzinnym raku 

nerki odziedziczona jest jedna zmutowana kopia genu VHL, co czyni osobę podatną na 

kancerogenezę. Wyłączenie jednej kopi genu VHL skutkuje tworzeniem torbieli  

w nerkach. Uważa się, że utrata funkcji białka VHL jest krokiem inicjującym 

powstawanie raka jasnokomórkowego nerki, ale do powstania nowotworu potrzebne są 

jeszcze dodatkowe wydarzenia mutacyjne [114]. Etapy powstawania RCC 

przedstawiono na rycinie 6. 

 
Rycina 6. Etapy powstawania raka nerki w sporadycznie występującym ccRCC zależnym do 

VHL oraz w chorobie von Hippel – Lindau, według Cohen i wsp. [114]. Rysunek 

zmodyfikowano. 

 

 

1.3.2. Mutacje germinalne genu VHL.  

 Mutacje germinalne zostały zidentyfikowane u około 1000 rodzin z chorobą von 

Hippel-Lindau na całym świecie [115]. Analiza tych mutacji daje obraz różnorodności 

miejsca i typów mutacji genu VHL. Duże delecje przynajmniej jednego egzonu 

występowały w 40% przypadków, 60% to mutacje wewnątrzgenowe obejmujące: 

mutacje z przesunięciem ramki odczytu, nonsensowne, zmiany sensu, mutacje miejsc 
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splicingowych oraz małe delecje [95]. Większość powtarzających się mutacji występuje 

w szczególnie podatniej na mutacje sekwencji DNA nazywanej z angielskiego ‘hot 

spots’. Najczęściej występują delPhe76, Asn78Ser/His/Thr, Pro86Leu, Arg161Ter, 

Cys162Tyr/Phe/Trp, Arg167Gln/Trp and Leu178Pro [116]. Wśród rodzin niemieckich 

oraz amerykańskich niemieckiego pochodzenia wykryto mutację charakterystyczną dla 

rodzin zamieszkujących lasy Szwarcwaldu, nazywaną ‘Black Forest’, jest to mutacja 

punktowa substytucja T na C, której rezultatem jest zamiana aminokwasu: Tyr98His 

[117].  

 Mutacje germinalne genu VHL skutkują rozwojem: 

 Zespołu von Hippel-Lindau, która predysponuje do rozwoju naczyniaków, 

torbieli i nowotworów złośliwych, w tym pheochromocytoma i RCC. 

 Rodzinnie występującego guza chromochłonnego, bez rozwoju innych 

charakterystycznych dla choroby von Hippel-Lindau objawów [118]. 

 

1.3.2.a. Zespół von Hippel – Lindau. 

 Zespół von Hippel – Lindau jest chorobą genetyczną, dziedziczoną autosomalnie 

dominująco, spowodowaną przez mutacje w genie VHL. Występuje z częstością 1 na 

36 tysięcy urodzeń [119]. W Polsce żyje około 1000 osób z zespołem von Hippel – 

Lindau [120]. W 1904 roku niemiecki okulista Eugen von Hippel opisał dwa przypadki 

zmian w siatkówce, które uznał za objaw nieopisanej dotąd choroby, nazwanej przez 

niego naczyniakowatością siatkówki (angiomatosis retinae). W 1926 roku szwedzki 

patolog Arvid Lindau opisał takie same zmiany na siatkówce skojarzone z guzami 

móżdżku i innych narządów, w tym nerki [95].  

 Zespół von Hippel – Lindau charakteryzuje się zwiększoną genetyczną 

predyspozycją do powstawania guzów łagodnych i złośliwych w różnych narządach. 

Nowotwory powstają często wieloogniskowo lub obustronnie i w młodszym wieku w 

porównaniu z osobami bez mutacji w genie VHL. Około 67% pacjentów z zespołem 

VHL rozwija co najmniej jedną charakterystyczną zmianę narządową przed 30 rokiem 

życia, a aż 99% pacjentów w wieku 65 lat. Choroba może ujawniać się występowaniem 

nowotworów w jednym lub kilku narządach [120]. Dwie trzecie pacjentów  

z zespołem VHL rozwinie zmiany w nerkach, najczęściej są to torbiele nerek (zmiany 

łagodne). U części pacjentów rozwija się rak jasnokomórkowy nerki, który jest 
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najczęstszą przyczyna śmierci chorych na VHL [121]. Na podstawie wieloletnich 

obserwacji rodzin z zespołem VHL, badacze doszli do wniosku, że rodziny te różnią się 

pod względem manifestacji narządowej choroby i utworzyli podział kliniczny zespołu 

VHL. Do typu 1-go należą rodziny, w których występują naczyniaki zarodkowe OUN i 

siatkówki oraz ccRCC, a nie występuje pheochromocytoma. Typ 2-gi choroby VHL 

charakteryzuję się występowaniem guza chromochłonnego nadnerczy i został 

dodatkowo podzielony na trzy podtypy w zależności od częstości występowania raka 

jasnokomórkowego nerki. Typ 2A oznacza niewielkie ryzyko rozwoju ccRCC, typ 2B 

to duże ryzyko ccRCC. Rodzinnie występujący guz nadnerczy, bez innych guzów 

charakterystycznych dla zespołu VHL określono jako typ 2C [122]. 

 Udowodniono występowanie korelacji pomiędzy genotypem a fenotypem  

u pacjentów z chorobą von Hippel - Lindau. Stwierdzenie u pacjenta charakterystycznej 

mutacji, można wykorzystać w praktyce klinicznej celem wdrożenia diagnostyki 

nowotworu i odpowiednio wczesnego leczenia [123]. I tak delecje, mutacje  

z przesunięciem ramki odczytu lub nonsensowne występują w typie 1 choroby VHL, 

natomiast mutacje zmiany sensu są typowe dla typu 2 choroby VHL. Mutacja zmiany 

sensu w 167 kodonie jest związana z typem 2B choroby VHL i wysokim 

prawdopodobieństwem rozwoju pheochromocytoma. Dwie specyficzne mutacje zmiany 

sensu: Tyr98His (mutacje ‘Black Forest’) i Tyr112His są charakterystyczne dla typu 2A 

choroby VHL [124].  U pacjentów z typem 2C choroby VHL (z rodzinnym guzem 

chromochłonnym) również wykryto specyficzne mutacje, są nimi mutacje zmiany 

sensu: Leu188Val, Val84Leu, Ser80Leu [125]. Dane dotyczące podziału zespołu VHL 

zebrano w tabeli 4. 

Klasyfikacja Rodzaj mutacji Manifestacja narządowa 

Typ 1 

Całkowita lub 

częściowa utrata VHL 

(np. duże delecje) 

Naczyniaki zarodkowe OUN i siatkówki 

ccRCC 

Typ 2A 
Mutacje punktowe 

(zmiany sensu) 

Naczyniaki zarodkowe OUN i siatkówki 

Pheochromocytoma 

Niskie ryzyko ccRCC 

Typ 2B 
Mutacje punktowe 

(zmiany sensu) 

Naczyniaki zarodkowe OUN i siatkówki 

Pheochromocytoma 

Wysokie ryzyko ccRCC 

Typ 2C 
Mutacje punktowe 

(zmiany sensu) 

Pheochromocytoma 

 

Tabela 4. Charakterystyka typów zespołu von Hippel – Lindau. 
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1.3.3. Mutacje somatyczne w sporadycznym raku nerki. 

 W sporadycznym raku jasnokomórkowym nerki zależnym od VHL obserwuje 

się delecję, wewnątrz genowe mutacje lub metylacje promotora dzikiego allelu genu 

VHL, co skutkuje utratą funkcji białka VHL lub brakiem ekspresji genu w tkance guza. 

Obserwacje te są typowe dla genu supresorowego. Dobrze udokumentowanym jest fakt, 

że w tkance guza ccRCC powszechnie występuje delecja genu VHL, co manifestuje się 

utratą heterozygotyczności (z ang. loss of heterozygosity LOH) polimorficznych 

markerów na chromosomie 3p25-p26. Według Young’a i współautorów LOH 

znaleziono w 89,2% tkanek pozyskanych od pacjentów ze sporadycznym rakiem 

jasnokomórkowy nerki [126]. Hypermetylację wykazano w 33% guzów, u których nie 

występowała utrata heterozygotyczności [127].  

 Mutacje somatyczne, tak samo jak mutacje germinalne, są zlokalizowane wzdłuż 

genu od kodonu 54 (drugiej metioniny). Podobnie są to mutacje różnych typów: 

mutacje zmiany sensu, nonsensowne, z przesunięciem ramki odczytu lub mutacje 

miejsc splicingowych. Rozkład mutacji somatycznych przedstawiono na rycinie 7.  

W populacji niemieckiej wykryto charakterystyczną mutację: delecję łańcucha poli-T 

(nukleotydów 653–657) jest to mutacja z przesunięciem ramki odczytu od kodonu 148. 

Mutacja ta nie występuje u pacjentów z innych państw, co może świadczyć o wpływie 

specyficznego kancerogenu [128]. Mutacje genu VHL w sporadycznym raku 

jasnokomórkowym nerki występują od 42 do 75% zależnie od autora publikacji [128, 

129, 130, 131, 126]. Częstość mutacji zależy od danej populacji. Trzeba zaznaczyć, że 

bardzo ważna jest dokładna weryfikacja histopatologiczna raka nerki, ponieważ mutacje 

genu VHL są charakterystyczne tylko dla czystego raka jasnokomórkowego. Według 

Young’a wysoki poziom mutacji (75%) w porównaniu z wcześniejszymi publikacjami 

innych autorów wynika z udoskonalenia technik wykrywania mutacji. Należy 

podkreślić, że autorzy publikacji są zgodni co do wpływu mutacji genu VHL na rozwój 

raka nerki. Biorąc pod uwagę fakt, że od rodzaju mutacji zależy typ zespołu VHL i 

manifestacja narządowa choroby, na świecie prowadzone są badania nad istnieniem 

korelacji pomiędzy rodzajem mutacji somatycznych a biologią sporadycznego raka 

jasnokomórkowego nerki. Sugeruje się, że obecność lub brak mutacji wpływa na 

rokowanie. Według Yao istnieje współzależność pomiędzy występowaniem mutacji 

genu VHL a lepszym rokowaniem u pacjentów w stopniu zaawansowania klinicznego I 

- III poddanych nefrektomii [132]. 
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 Nowo wykryte mutacje genu VHL są wprowadzane do baz danych, dostępnych 

przez Internet: 

 Uniwersal Mutation Database (www.umd.be/VHL) 

 Sanger Database (http://www.sanger.ac.uk/) 

 SNPper Database (snpper.chip.org) 
 

 
Rycina 7. Rozkład 1244 mutacji somatycznych genu VHL na podstawie literatury według 

Young i wsp. [126]. 

 

 Powszechnie uważa się, że inaktywacja genu supresorowego VHL występuje na 

wczesnym etapie powstawania raka jasnokomórkowego nerki. Jednak u około 30% 

sporadycznie występujących ccRCC nie występują zmiany w genie VHL. Ze względu 

na skąpą ilość badań zajmujących się tą tematyką, oraz ze względu na fakt, iż badania te 

są prowadzone na małej grupie pacjentów, do tej pory nie ustalono patogenezy 

powstawania sporadycznego ccRCC niezależnego od genu VHL [133]. Podobnie jak 

pacjenci z chorobą VHL posłużyli za model badań, których celem było odkrycie 

znaczenia zmian w genie VHL na kancerogenezę, tak obecnie prowadzone są badania 

nad rodzinnym ccRCC niezależnym od genu VHL. Występowanie konstytucyjnej 

translokacji chromosomu 3-go jest związane z patogenezą raka jasnokomórkowego 

nerki [134]. Analiza najczęściej występujących translokacji chromosomu 3-go 

doprowadziła do identyfikacji szeregu genów, które są pokrzyżowane w miejscu 

http://www.umd.be/VHL
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przerwania. Do genów tych zaliczmy: FHIT, TRC8, DIRC, LSAMP i NORE1, jednakże 

rola tych genów w patogenezie ccRCC wymaga potwierdzenia [134]. W 2012 roku 

utworzono bazę danych (Renal Cancer Gene Database) zawierającą informacje na temat 

genów, które mogą mieć wpływ na powstawanie rożnych typów raka nerki. Baza ta 

zawiera 240 genów, które zostały opisane w artykułach badawczych dotyczących raka 

nerki w bazie PubMed [135]. 

 

1.4. Terapia celowana przerzutowego raka jasnokomórkowego nerki. 

 Zasada terapii celowanej w onkologii polega na zastosowaniu leków, które 

swoiście blokują biologiczne szlaki zaangażowane w kancerogenezę. Dzięki 

osiągnięciom biologii molekularnej poznano niektóre mechanizmy przyczyniające się 

do powstawania raka jasnokomórkowego nerki. W komórce ccRCC w wyniku 

wyłączenia funkcji genu VHL i jego produktu pVHL następuje akumulacja HIFα, który 

po połączeniu z HIFβ i przeniknięciu do jądra komórkowego aktywuje transkrypcje 

szeregu genów zależnych od hipoksji. Geny te są zaangażowane w różne procesy 

połączone z rozwojem raka i jego wzrostem. Wśród nich VEGF, PDGF, TGFα -  białka, 

które są bezpośrednio związane z angiogenezą i wzrostem guza. [136]. VEGF i PDGF 

łączą się z receptorami: VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) oraz 

PDGFR (Platelet Derived Growth Factor Receptor) obecnymi w komórkach 

śródbłonka. Receptory te są białkami transbłonowymi o aktywności kinazy 

tyrozynowej. Ich domena zewnątrzkomórkowa wiąże się ze swoistym ligandem,  

a domena wewnątrzkomórkowa ma aktywność katalityczną [137]. Dodatkowo HIFα 

aktywuje receptor CXCR4, odpowiedzialny za zmniejszenie stężenia E-kadheryn, oraz 

bierze udział w procesach przejścia komórek z nabłonka do mezenchymy, procesów 

niezbędnych do tworzenia przerzutów [112].  

 Aktywność czynnika transkrypcyjnego HIFα jest regulowana nie tylko na 

drodze pVHL zależnej. Poznano szlak zależny od mTOR (mammalian target of 

rapamycin) wpływający na ilość HIFα poprzez aktywację translacji mRNA HIFα do 

białka HIFα. Aktywacja mTOR – kinazy pełniącej funkcję regulatorową w komórce, 

powstaje za pośrednictwem złożonych interakcji w przekazywaniu sygnałów, w których 

biorą udział czynniki wzrostu, kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) oraz kinaza 
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białkowa (AKT) [138]. Aktywna forma mTOR zwiększa produkcję HIFα oraz białek 

regulujących cykl komórkowy, w tym cyklinę D1 [139].  

 Dotychczas wprowadzono leki hamujące angiogenezę, których działanie 

nacelowane jest na blokowanie mTOR lub szlaku VHL/ HIFα poprzez wiązanie się  

z receptorami VEGFR i PDGFR lub ich ligandem VEGF. To leczenie prowadzi do 

masywnego uszkodzenia unaczynienia guza z współistniejącą martwicą, jest skuteczne 

w leczeniu raka jasnokomórkowego nerki z przerzutami. Molekularne cele 

współcześnie stosowanych leków antyangiogennych przedstawiono na rycinie 8. 

Obecnie zarejestrowanych w Unii Europejskiej jest sześć leków hamujących 

angiogenezę: 

 Sunitinib (Sutent) – inhibitor kinaz tyrozynowych, łączy się  

z wewnątrzcytoplazmatyczną domeną VEGFR oraz PDGFR, hamuje kinazy  

c-KIT i FLT3 oraz blokuje przekazywanie sygnałów do komórki [140]. Sutent 

jest lekiem doustnym podawanym raz na dobę przez cztery tygodnie  

z następującą przerwą dwutygodniową. Wskaźnik obiektywnych odpowiedzi 

wynosi 47%, czas wolny od progresji to 11 miesięcy, a mediana całkowitego 

czasu przeżycia wynosi 26,4 miesięcy [139]. 

 Sorafenib (Nexavar) – inhibitor kinaz tyrozynowych VEGFR oraz PDGFR  

o podobnym mechanizmie działania do Sunitinibu. Dodatkowo hamuje 

aktywność kinaz Raf-1 [140]. Nexavar stosowany jest doustnie dwa razy na 

dobę. Jest lekiem drugiego rzutu, po niepowodzeniu leczenia cytokinami. 

Zaobserwowano 10% obiektywnych odpowiedzi, 5,5 miesiąca wolnego od 

progresji i 17,8 miesięcy całkowitego przeżycia [139]. 

 Pazopanib (Votrient) - lek drugiej generacji inhibitorów kinaz tyrozynowych, 

mniej toksyczny, podawany doustnie. Zarejestrowany jest jako lek I-go i II-go 

rzutu po leczeniu cytokinami, wskaźnik obiektywnych odpowiedzi wynosi 30%, 

a czas wolny od progresji 9,2 miesiąca. Obecnie trwają badania kliniczne 

porównujące Pazopanib z Sunitinibem, oczekuje się również na określenie 

całkowitego czasu przeżycia [139]. 

 Bevacizumab (Avastin) – rekombinowane ludzkie przeciwciało monoklonalne 

wiążące się specyficznie z krążącym VEGF. Podaje się łącznie z Interferonem α 
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we wlewach dożylnych jako leczenie I-go rzutu. Uzyskano 31% odpowiedzi,  

z 10,2 miesiącami wolnymi od progresji i całkowitym czasem przeżycia 

wynoszącym 23,3 miesiące [139]. 

 Temsirolimus (Torisel) – tworzy kompleks z białkiem FK-506, który zapobiega 

aktywacji  mTOR. Stosowany we wlewie dożylnym raz na tydzień u osób źle 

rokujących, jako lek I-go rzutu. Odnotowano tylko 8,6% odpowiedzi, czas 

wolny od progresji wynosi 3,8 miesiąca, a całkowite przeżycie 10,9 miesiąca 

[139]. 

 Everolimus (Afinitor) – tworzy kompleks białkowy blokujący mTOR. Jest 

lekiem doustnym, przyjmowanym raz na dobę. Afinitor stosuje się po progresji 

choroby podczas leczenia inhibitorami kinaz tyrozynowych. Lek został 

zarejestrowany pomimo niskiego wskaźnika odpowiedzi (1,5) i niespełna 5 

miesięcy wolnych od progresji. Całkowity czas przeżycia oblicza się na 14,8 

miesięcy [139]. 

 
Rycina 8. Molekularne cele współczesnej terapii przerzutowego ccRCC. Na podstawie Audenet 

i wsp. rysunek zmodyfikowano [139]. 
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 W tabeli 5 zostały przedstawione rekomendacje Europejskiego Towarzystwa 

Urologicznego (EAU) do stosowania leków hamujących angiogenezę [49]. 

Leczenie 
Grupa ryzyka lub 

wcześniejsza terapia 
Zalecany lek 

Pierwszego rzutu 
Niskie lub średnie ryzyko 

Sunitinib 

Bevacizumab + IFN-α 

Pazopanib 

Wysokie ryzyko Temsirolimus 

Drugiego rzutu 

Wcześniej cytokiny 
Sorafenib 

Pazopanib 

Wcześniej inhibitory 

VEGFR 
Everolimus 

Tabela 5. Wytyczne EAU do terapii pierwszego i drugiego rzutu u pacjentów z przerzutowym 

rakiem jasnokomórkowym nerki [49]. 

 

 Przypisanie pacjentów do grupy niskiego, średniego lub wysokiego ryzyka 

odbywa się na podstawie kryteriów Motzer’a. Motzer zaproponował pięć czynników 

prognostycznych: 

1) stan ogólny oceniany skalą Karnofsky’ego < 80 

2) czas od diagnozy do leczenia systemowego < 12 miesięcy 

3) stężenie LDH w surowicy >1,5 × większe niż górna granica normy laboratorium 

4) stężenie hemoglobiny poniżej normy 

5) skorygowane stężenie wapnia* w surowicy > 10 mg/dl 

*skorygowane stężenie wapnia [mg/dl] = stężenie wapnia całkowitego [mg/dl] — 0,707 

× (stężenie albumin [g/dl] — 3,4) 

 Podział pacjentów do grup ryzyka przedstawiono w tabeli 6. 

Grupa ryzyka Liczba czynników prognostycznych 

Korzystna (niskie ryzyko) 0 

Pośrednia (średnie ryzyko) 1-2 

Niekorzystna (wysokie ryzyko) 3-5 
Tabela 6. Podział pacjentów do grup ryzyka według Motzer’a [141]. 

 

 Terapia lekami hamującymi angiogenezę nie jest wolna od działań ubocznych. 

Do najczęściej występujących zalicza się biegunkę, wysypkę, zespół ręka – stopa, 

nadciśnienie tętnicze, osłabienie, białkomocz, limfopenię [139]. Zostało udowodnione, 

że leki terapii celowanej hamują proliferację komórek śródbłonka oraz tworzenie 

nowych naczyń, jednak nie niszczą bezpośrednio komórek ccRCC [142]. Guz może 

wzrastać wzdłuż dużych, dojrzałych naczyń, co obserwowane jest jako progresja 
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choroby. Wskaźniki odpowiedzi na leczenie oraz czas wolny od progresji nie jest 

satysfakcjonujący. Cały czas prowadzone są badania nad nowymi lekami, które będą 

miały dodatkową aktywność hamującą inne szlaki zaangażowane w rozwój guza, lub 

większą specyficzność w stosunku do substratu. Axitinib, Tivozanib, Regorafenib, 

Cediranib i Dovitinib stosowane są w badaniach klinicznych. Aby podnieść skuteczność 

terapii celowanej ważne jest zastosowanie jej u specyficznej grupy pacjentów, takiej, 

która posiada zmiany w kluczowych szlakach molekularnych mających istotny wpływ 

na powstawanie guza. Leki hamujące szlak pVHL/HIF/VEGF nie pomagają wszystkim 

pacjentom. Dlatego tak ważne jest określenie biomarkerów pomagających 

zoptymalizować leczenie. Zmiany w genie VHL mogą być potencjalnym biomarkerem, 

ponieważ większość pacjentów z ccRCC ma inaktywowany gen VHL (mutacja, LOH, 

metylacja promotora). Według Gossage i wsp., którzy dokonali przeglądu 

piśmiennictwa, istnieje wystarczająco dużo wstępnych dowodów uzasadniających 

prowadzenie badań mających na celu określenie czy mutacje w genie VHL mogą być 

predykcyjnym i rokowniczym biomarkerem [143]. 
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2. Cele pracy 

 W erze terapii celowanej przerzutowego raka jasnokomórkowego nerki, 

powstałej w oparciu o mechanizmy molekularne związane z białkiem VHL, czynnikiem 

transkrypcyjnym genów HIFα oraz procesami angiogenezy, powstaje pytanie czy 

inaktywacja oraz/lub mutacja genu VHL może być biomarkerem skuteczności tych 

terapii. W ostatnich latach wiele ośrodków medycznych na świecie prowadzi badania 

nad obecnością mutacji i zmian epigenetycznych genu VHL oraz ocenia istnienie 

zależności pomiędzy stanem molekularnym genu VHL a rokowaniem pacjentów z 

ccRCC. 

 Według dostępnych danych, w Polsce nie wykonano badań mutacji genu VHL u 

pacjentów ze sporadycznie występującym rakiem jasnokomórkowym nerki. Były 

jedynie prowadzone badania genetyczne pacjentów z chorobą von Hippel – Lindau. Do 

tej pory nie ukazała się publikacja na temat wpływu mutacji w genie VHL na czynniki 

prognostyczne w raku jasnokomórkowym nerki w populacji polskiej. 

 Biorąc po uwagę powyższe stwierdzenia, w oparciu o badania genetyczne DNA 

wyizolowanego z krwi obwodowej oraz tkanki guza uzyskanych od pacjentów 

poddanych leczeniu zabiegowemu z powodu raka nerki, postanowiono dokonać analizy 

obecności mutacji w genie VHL.  

Celem przedstawionych badań było: 

1. Określenie częstości, rodzaju i lokalizacji mutacji w części kodującej genu 

VHL. 

2. Ocena występowania zależności pomiędzy mutacjami genu VHL a cechami 

klinicznymi pacjentów z ccRCC. 

3. Analiza zależności pomiędzy mutacjami genu VHL a parametrami 

patologicznymi raka jasnokomórkowego nerki. 

4. Kolejnym celem badań jest określenie korelacji pomiędzy cechami klinicznymi 

a parametrami patologicznymi pacjentów z ccRCC. 
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3. Materiał i metody 

3.1. Pacjenci 

 Badania zamieszczone w mojej rozprawie doktorskiej stanowią cześć projektu 

badawczego pt: ,,Wielofunkcyjność białek STAT w rozwoju i progresji raka miąższu 

nerki”. Projekt, którego kierownikiem jest profesor Joanna Wesoły, powstał  

w Zakładzie Genetyki Molekularnej Człowieka Instytutu Biologii Molekularnej  

i Biotechnologii UAM w Poznaniu dzięki środkom z programu FOCUS Fundacji na 

rzecz Nauki Polskiej. Zadaniem projektu jest wykonanie badań molekularnych 

dotyczących mutacji i ekspresji genu VHL, ekspresji HIF1α oraz białek STAT3  

i STAT5.   

 Do badań kwalifikowano pacjentów z klinicznym rozpoznaniem raka nerki 

hospitalizowanych od grudnia 2009 roku do lipca 2011 roku w Klinice Urologii  

i Onkologii Urologicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego  

w Poznaniu. Rozpoznanie ustalano na podstawie tomografii komputerowej jamy 

brzusznej z kontrastem. Wielkość guza, wiek pacjenta oraz występowanie chorób 

współistniejących nie stanowiły kryterium kwalifikacji lub wykluczenia z badań. 

Wykluczano pacjentów z powiększonymi węzłami chłonnymi, oraz z przerzutami do 

narządów innych niż płuca. 

 Tak wybraną grupę chorych badano podmiotowo i przedmiotowo, wykonano 

badania laboratoryjne, tj.: morfologia krwi z rozmazem, grupa krwi, INR, APTT, 

oznaczano w surowicy krwi stężenie glukozy, elektrolitów (Na
+
, K

+
) i kreatyniny. 

Obowiązkowo pacjenci mieli wykonane USG jamy brzusznej oraz RTG klatki 

piersiowej. Na podstawie powyższych badań oraz po konsultacji z lekarzem 

anestezjologiem 123 pacjentów zakwalifikowano do leczenia operacyjnego: nefrektomii 

radykalnej lub operacji organooszczędnej. Do badań włączono także 9 pacjentów  

z nieoperacyjnym guzem nerki poddanych embolizacji, którzy wyłączeni zostali  

z rozprawy doktorskiej, natomiast zostali włączeni do całego projektu. Tak 

wyselekcjonowaną grupę 132 chorych poproszono o wzięcie udziału w projekcie 

badawczym. Wszyscy pacjenci przed przystąpieniem do badań byli poinformowani  

o przebiegu i zasadności projektu oraz wyrazili świadomą zgodę na udział w pracy 

naukowej. Wzór informacji dla pacjenta oraz zgody pacjenta zamieszczono  
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w załączniku 1. Po uzyskaniu pisemnej zgody, przeprowadzono wywiady według 

wzoru ankiety zamieszczonej w załączniku 2.  

 Przed zabiegiem operacyjnym od każdego pacjenta pobrano krew do probówek 

zawierających EDTA. Na sali operacyjnej, tuż po wycięciu guza lub nerki z guzem 

pobrano tkankę nowotworową wykorzystaną w projekcie naukowym. Od 9 pacjentów 

poddanych embolizacji pobrano tylko krew.  

Operowanych było 123 pacjentów, z czego wykonano 77 nefrektomii 

radykalnych, 42 NSS, 3 guzy okazały się nieoperacyjne. U jednego pacjenta  

z obustronnym guzem wykonano najpierw nefrektomię radykalną nerki prawej,  

a następnie wycięcie guza nerki lewej. Procentowy i liczbowy rozkład poszczególnych 

zabiegów przedstawiono na rycinie 9.  

 
Rycina 9. Rodzaj leczenia operacyjnego. 

 

 Wszystkie preparaty uzyskane podczas nefrektomii radykalnej lub NSS były 

poddane ocenie histopatologicznej w Wielospecjalistycznym Szpitalu Miejskim im. 

Józefa Strusia w Poznaniu, w Pracowni Anatomii Patologicznej, której kierownikiem 

jest doktor Stanisław Łazowski. Do badań wybrano pacjentów z rozpoznaniem ccRCC, 

a odrzucono z rozpoznaniem innych nowotworów nerki. Jednego pacjenta z rakiem 

jasnokomórkowym nerki wykluczono z badań, ponieważ zdiagnozowano u niego 

przerzuty do kości w wykonanej po zabiegu scyntygrafii kości. Dane dotyczące 

rozpoznań histopatologicznych zebrano w tabeli 7. 

Na schemacie przedstawiono proces kwalifikacji pacjentów do badań 

przedstawionych w mojej pracy (rycina 10). 

62,6% 

34,1% 

0,8% 
2,4% 

Nefrektomia radykalna 

NSS  

Nefrektomia radykalna + NSS 

Laparotomia n = 3 

n = 1 

n = 77 

n = 42 
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Typ histologiczny Ilość % 

Rak jasnokomórkowy 101 84,2 

Rak brodawkowaty 12 10,0 

Rak chromofobny 2 1,7 

Onkocytoma 4 3,3 

Rak urotelialny 1 0,8 

Tabela 7. Typy histologiczne nowotworów nerki 120 operowanych pacjentów. 

 

 

 
 

Rycina 10. Proces kwalifikacji pacjentów. Na zielono zaznaczono kryteria kwalifikacji, a na 

czerwono kryteria wykluczenia z badania. 
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 Badaniem objęto grupę 132 pacjentów z guzem nerki. Ostatecznie z tej grupy do 

niniejszej pracy zakwalifikowano 100 pacjentów z rakiem jasnokomórkowym nerki 

poddanych leczeniu operacyjnemu. 23 pacjentów zostało wykluczonych z pracy 

badawczej. 9 pacjentów, u których wykonano embolizację tętnicy nerkowej zostało 

zakwalifikowanych do projektu, którego częścią jest niniejsza praca. 

 Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu na 

posiedzeniu 8-go października 2009 roku wyraziła zgodę na cały projekt (Uchwała 

nr 876/09).  

3.2. Metody 

3.2.1. Pobieranie próbek. 

 W dniu operacji, przed zabiegiem od pacjentów pobrano 4 x 9 ml krwi 

obwodowej żylnej do probówek zawierających EDTA (nr kat. K0131). Do izolacji 

DNA wykorzystano 2 probówki x 9 ml krwi. Pozostałe 2 próbki x 9 ml, użyto do 

izolacji RNA i białka. Podczas operacji, zaraz po wycięciu nerki lub guza nerki, na 

stoliku przykrytym jałowymi serwetami, przy pomocy sterylnej pęsety i skalpela 

pobrano dwa wycinki z makroskopowo zmienionej nowotworowo tkanki. Pierwszy 

wycinek pochodził z centralnej części guza, a drugi z brzegu guza. Pobrane wycinki 

zostały zawieszone w 6 ml RNAlater (RNAlater® Sigma, R0901). Probówki z krwią 

oraz z wycinkami zostały przekazane w dniu operacji do Zakładu Genetyki 

Molekularnej Człowieka Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM  

w Poznaniu. Próbki z wycinkami przechowywano przez co najmniej 1 dzień w temp. 

+4°C. Następnie RNAlater usunięto. Próbki z wycinkami zamrożono i przechowywano 

w temp. -80°C. Krew przeznaczoną do izolacji DNA zamrożono i przechowywano  

w temp. -20°C. 

 

3.2.2. Wykaz stosowanej aparatury, odczynników oraz roztworów. 

Wykorzystane podczas badań odczynniki zebrano w tabeli 8, pogrupowano 

według producenta i ponumerowano. 

Dane dotyczące stosowanej aparatury wraz z podaniem firmy produkującej 

urządzenie przedstawiono w tabeli 9. 
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O.1 Zestaw GeneMATRIX PCR / DNA 
Eurx 

O.2 Marker wielkości Perfect 100 bp 

O.3 Kwas borowy 
CHEMPUR 

 
O.4 Diwodorofosforam potasu 

O.5 Chlorek potasu 

O.6 Diwodorofosforan sodu dwuwodny PoCH 

 O.7 Alkohol etylowy 96% 

O.8 Wodorowęglan potasu 

Sigma 

 

O.9 RNAlater 

O.10 EDTA 

O.11 Cyjanoksylen 

O.12 Glicerol 

O.13 Błękit bromofenolowy 

O.14 Polimeraza HiFiTaq Novazym 

 O.15 dNTP 5mM MIX 

O.16 Polimeraza Pfu 
Fermentas 

O.17 Clone JET PCR 

O.18 Trizol MRC 

O.19 Startery GENOMED 

O.20 SDS 

BioShop 

 

O.21 Chlorek amonu  

O.22 TRIS  

O.23 Agaroza 

O.24 Bromek etydyny 

O.25 Proteinaza K 

O.26 Chlorek sodu STANLAB 

O.27 Ampicylina PolfaTarchomin 

O.28 Pepton  

Liofilchem O.29 Ekstrakt drożdżowy 

O.30 Agar 

Tabela 8. Wykaz stosowanych odczynników, podano numer odczynnika, gdzie   

O oznacza odczynnik. 
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Sekwenator kapilarny 3730xl DNA 

Analyzer 
Applied Biosystem 

TransilluminatorUXT-30M-15E 

(Wavelenght 312 nm) 
BIO View 

Zestaw do elektroforezy poziomej Carl Roth, KarlSruhe 

Zasilacz Elite 300 Wealtec 

Spektrofotometr NaNoDrop ND-1000 z 

oprogramowaniem ND-1000 v 3.1.2 
 

Wirówka Rotina 420R 
Hettich Zentrifugen 

Wirówka Mikro 200R 

Wirówka MiniSpin 

Labnet Worteks 

Termocykler Multi Gene II 

Zamrażarka -80 SANYO 

Zamrażarka - 20 ARDO 

 Tabela 9. Wykaz stosowanych urządzeń, pogrupowanych według producenta.  

 

 

W badaniach użyto następujących roztworów: 

 

R1. Bufor do lizy erytrocytów10 x (1000 ml)  

NH4Cl   82,99 g 

KHCO3  10,00 g 

EDTA, pH 7,4  3,7 g 

 

R2. Roztwór roboczy bufor do lizy erytrocytów (1000 ml) 

10 x Bufor do lizy 100 ml 

ddH20   900 ml 

 

R3. Bufor do izolacji (1000 ml) 

NaCl   5,8 g 

EDTA   3,7 g 

Tris, pH 8,0  3,0 g 

 



Materiał i metody   

44 

 

R4. 10 x PBS (500 ml) 

NaCl   40 g 

NaH2PO4 x 2 H20 7,2 g 

KH2PO4  1,0 g  

KCl   1,0 g 

pH   7,2 

 

R5. Roztwór roboczy 1 x PBS (1000 ml) 

10 x PBS  100 ml 

ddH20    900 ml 

 

R6. Proteinaza K (4,5 mg/ml) 

Proteinaza K  25 mg 

ddH20   5,5 ml 

 

R7. 10 x TBE 

Tris   54,0 g 

Kwas borowy  27,5 g 

0,5 M EDTA, pH 8     20 ml 

 

R.8 Roztwór roboczy 1 x TBE (1000 ml) 

10 x TBE  100 ml 

ddH20   900 ml 

 

R9. 10 x TE (500 ml) 

Tris, pH 8,0  6,05 g 

EDTA, pH 8,0  0,186 g 

 

R10. Roztwór roboczy 1 x TE (500 ml) 

10 x TE  50 ml 

Woda   450 ml 
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R11. 6 x bufor obciążający (50 ml) 

0,25%   błękit bromofenolowy 

0,25%  cyjanoksylen 

30%  glicerol 

 

R12. SDS 20% (1000 ml) 

SDS   20 g 

 

R13. 6M NaCl (500 ml) 

NaCl    175,5 g 

 

R14. Roztwór LB 

Pepton   1 g     

Ekstrakt drożdżowy  0,5 g    

NaCl   1 g 

Uzupełnić wodą do    100 ml 

 

R15. Roztwór LB z agarem 

Pepton   1 g     

Ekstrakt drożdżowy  0,5 g    

NaCl   1 g 

Agar    1,4 g   

Rozwór ampicyliny  100 µl 

Uzupełnić wodą do 100 ml 

 

R16. Roztwór ampicyliny (100 µg/ml) 

Ampicylina   1 mg 

ddH20   10 ml 

 

3.2.3.  Izolacja DNA z wykorzystaniem metody wysalania. 

Izolację DNA z krwi pacjenta przeprowadzono za pomocą wysalania.  

W pierwszym etapie wykonano lizę erytrocytów. Objętość około 9 ml krwi pacjenta 

przelewano do probówek typu Falcon 50 ml. Następnie dodano roztworu do lizy 
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erytrocytów (R2) do objętości 50 ml. Inkubowano 20 min. w temperaturze pokojowej. 

Próbki wirowano przez 10 min. przy 2100 rpm. Supernatant starannie odrzucono, osad 

przemyto 3 razy 10 ml PBS (R5). Osad komórek zawieszono w 2 ml roztworu do 

izolacji (R3). Lizat DNA przechowywano w temperaturze -20°C. Aby wyizolować 

DNA z tkanki nowotworowej należało rozdrobnić tkankę przy użyciu skalpela.  

 2 ml lizatu DNA (z krwi) oraz tkankę poddaną homogenizacji (DNA z guza) 

umieszczono w 15 ml probówkach typu Falcon, do których dodano 300 μl 10% SDS 

lub 150 μl 20% SDS (O.20) i 100 μl protK (R6). Objętość uzupełniona została  

roztworem do lizy (R2) do 3 ml. Po dokładnym wymieszaniu probówki pozostawiono 

na noc w łaźni wodnej w temperaturze 56°C. Po zakończeniu nocnej inkubacji dodano  

1 ml 6 M NaCl (R13) do 3 ml strawionego lizatu DNA, dokładnie zmieszano. Po 

wytrąceniu białek zawiesina DNA została zwirowana 10 minut w temperaturze 4°C 

przy 13 000  rpm w celu ich usunięcia. Supernatant został przeniesiony do probówki 15 

ml typu Falcon.  W celu wytrącenia DNA, supernatant został dodany do 10 ml 

schłodzonego 96% EtOH. Wytrącone DNA przepłukano w 70% EtOH.  DNA 

przeniesiono do probówki z 200 μl buforu TE (R10). Stężenie DNA mierzono za 

pomocą NanoDrop (ND-1000 Thermo Scientific). DNA przechowywano  

w temperaturze -20°C. 

3.2.4. Reakcja łańcuchowa polimerazy (PCR) do amplifikacji DNA. 

Egzony genu VHL zostały amplifikowane metodą PCR. Dla każdego egzonu 

użyto starterów firmy GENOMED, które przedstawiono w tabeli 10. 

Egzon Starter forward Starter reverse 

Długość 

produktu 

(pz) 

1 ACGGAGGTCGACTCGGGAG TCAGTTCCCCGTCTGCAAA 

 

533 

 

2 CACCGGTGTGGCTCTTTAAC TGGGCTTAATTTTTCAAGTGG 

 

241 

 

3 GCAAAGCCTCTTGTTCGTTC ACCATCAAAAGCTGAGATGAA 

 

297 

 

Tabela 10. Startery przeznaczone do analizy mutacji genu VHL. 
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Egzon pierwszy ze względu na swoją długość (533 par zasad) został 

amplifikowany osobno przy użyciu polimerazy proofreading (O.16) posiadającej 

również aktywność egzonukleazową 3’    5’. W tabeli 11 przedstawiono składniki 

wykorzystanie podczas PCR pierwszego egzonu, całkowita objętość mieszaniny 

wynosiła 25 μl na reakcję. 

 Tabela 11. Skład mieszaniny reakcyjnej stosowanej do amplifikacji egzonu 1. 

 

 Dla egzonu 1 użyto programu reakcji składającego się z cykli obejmujących 

denaturację, przyłączanie startera i wydłużanie, dokładny schemat reakcji 

przedstawiono w tabeli 12. 

Temperatura Czas trwania Liczba cykli 

95°C 3’ 1 

95°C 30” 35 

55°C 30” 35 

72°C 4’ 35 

72°C 10’ 1 

4°C ∞  

  Tabela 12. Warunki reakcji PCR dla egzonu 1. 

Do amplifikacji drugiego i trzeciego egzonu genu VHL, ze względu na 

problemy optymalizacji reakcji została użyta polimeraza HiFiTaq (O.14) będąca 

mieszaniną specjalnie dobranych enzymów Pfu i Taq polimerazy. Polimeraza HiFiTaq 

jest alternatywą prolimerazy proofreading. Wszystkie składniki mieszaniny PCR, której 

objętość wynosiła 20 μl na reakcję zebrano w tabeli 13. 

 

Skład mieszaniny reakcyjnej Objętość (μl) 

Starter F (50 nM) 1,25 

Starter R (50 nM) 1,25 

10 x Bufor 2,5 

dNTP (5 mM) 4 

H2O 13,1 

Polimeraza Pfu (2,5 U/μl) 0,4 

DNA (25 ng) 2,5 
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Skład mieszaniny reakcyjnej Objętość (μl) 

Starter F (50 nM) 1 

Starter R (50 nM) 1 

10 x Bufor 2 

dNTP (5 mM) 3 

H2O 12,25 

Polimeraza HiFiTaq (5 U/μl) 0,25 

DNA (25 ng) 1,5 

 Tabela 13. Skład mieszaniny reakcyjnej stosowanej do amplifikacji egzonu 2 i 3. 

 

 Warunki reakcji PCR dla egzonu 2 i 3, które przedstawiono w tabeli 14 zostały 

tak zoptymalizowane, aby były jednakowe dla par starterów obu egzonów. 

Każdorazowo, podczas reakcji PCR dla wszystkich egzonów stosowano kontrolę 

pozytywną, czyli DNA o znanej jakości oraz kontrolę negatywną, gdzie zamiast DNA 

dodawano analogiczną objętość wody destylowanej. 

Temperatura Czas trwania Liczba cykli 

95°C 9’ 1 

95°C 1’ 35 

55°C 45” 35 

72°C 45” 35 

72°C 7’ 1 

4°C ∞  

Tabela 14. Warunki reakcji PCR dla egzonu 2 i 3. 

3.2.5. Kontrolne PCR. 

Kontrolne reakcje PCR przeprowadzono na losowo wybranych próbkach  

z grupy pacjentów, aby potwierdzić prawidłowość oznakowania próbek oraz wykluczyć 

możliwość kontaminacji innym materiałem biologicznym. W celu weryfikacji próbek 

sprawdzono kontrolnie gen amelogeniny, w celu określenia płci pacjenta.  

Gen amelogeniny znajduje się na chromosomie X oraz Y i służy do identyfikacji płci. 

Do reakcji PCR użyto starterów przedstawionych w tabeli 15. Wszystkie składniki 

stosowane podczas reakcji zebrano w tabeli 16. 

Starter Sekwencja 3’    5’ Długość 

produktu (pz) 

Amel X CTGATGGTTGGCCTCAAGCCTGTG 790 

Amel Y TAAAGAGATTCATTAACTTGACTG 977 

Tabela 15. Startery przeznaczone do amplifikacji genu amelogeniny 
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Tabela 16. Skład mieszaniny reakcyjnej stosowanej do amplifikacji dla genu amelogeniny. 

 

 Całkowita objętość mieszaniny PCR to 20 μl na reakcję. Schemat reakcji PCR 

przedstawiono w tabeli 17. Każdorazowo, podczas reakcji PCR stosowano kontrolę 

pozytywną, czyli DNA o znanej jakości oraz kontrolę negatywną, gdzie zamiast DNA 

dodawano analogiczną objętość wody destylowanej. 

  

Temperatura Czas trwania Liczba cykli 

95°C 5’ 1 

95°C 30” 30 

60°C 30” 30 

72°C 45” 30 

72°C 7’ 1 

4°C ∞  

Tabela 17. Warunki reakcji PCR dla genu amelogeniny. 

 

3.2.6. Zastosowanie elektroforezy żelowej w celu rozdzielania 

produktów PCR. 

Produkty PCR analizowano na 1% żelu agarozowym. Do żelu dodano 5 μl 

bromku etydyny (O.24). Do kieszonki żelu agarozowego dodawano 3 μl produktu PCR. 

Elektroforeza żelowa została przeprowadzona w polu elektrycznym o napięciu 100 V 

przez 40 minut. Rozdział elektroforetyczny zastał udokumentowany przy użyciu 

transiluminatora UXT-30M-15E (BIO View).  

 

Skład mieszaniny reakcyjnej Objętość (μl) 

Starter F (50 nM) 1 

Starter R (50 nM) 1 

10 x Bufor 2 

dNTP (5 mM) 2 

H2O 12,75 

Polimeraza Taq  0,25 

DNA (25 ng) 1 
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3.2.7. Oczyszczanie produktów PCR. 

W celu oczyszczenia produktów PCR użyto zestawu do oczyszczania 

GeneMATRIX PCR / DNA Clean-Up Purification Kit (nr kat. E3520).  

Do każdej probówki zawierającej produkt PCR dodano 400 µl buforu Orange 

DX i zawieszono krótko za pomocą pipety. Mieszanina DNA została przeniesiona na 

mini-kolumny, które wcześniej aktywowano poprzez dodanie 40 µl buforu 

aktywującego (Bufor DX) na membranę. Mini-kolumny wirowano przez 1 min  

z prędkością 12 000 rpm w temperaturze pokojowej, po odwirowaniu usunięto przesącz. 

Aby usunąć zanieczyszczenia do każdej mini-kolumny dodano 500 µl buforu 

płuczącego (Wash DX1), mini-kolumny wirowano przez 1 min z prędkością 12 000 

rpm, po odwirowaniu przesącz usunięto. Następnie do każdej mini-kolumny dodano 

650 µl buforu płuczącego (Wash DX2) i wirowano przez 1 min z prędkością 12 000 

rpm. Przesącz usunięto i mini-kolumny wirowano ponownie przez 2 min z prędkością 

12 000 rpm, aby usunąć pozostałości buforu do płukania.  

Mini-kolumny zostały umieszczone w nowych probówkach 2 ml typu 

Eppendorf.  W celu zwiększenia wydajności odzysku DNA do mini-kolumny dodano 

24 µl buforu do elucji (Elution Buffer) i inkubowano przez 5 min w temperaturze 

pokojowej, a następnie wirowano przez 1 min z prędkością 12 000 rpm. Oczyszczone 

produkty PCR przechowywano w temperaturze -20°C. 

3.2.8. Sekwencjonowanie. 

Po oczyszczaniu próbki wysłano do sekwencjonowania do laboratorium 

Genomed w Warszawie. Próbki sekwencjonowano przy użyciu Sekwenatora 

kapilarnego 3730 x l DNA Analyzer (Applied Biosystems). Wszystkie próbki wysłane 

do sekwencjonowania przygotowano dodając odpowiednio: 

 4,5 μl wody MiliQ,  

 1 μl startera (5uM) 

 0,5 μl oczyszczonej matrycy 
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3.2.9. Analiza sekwencji. 

Wyniki sekwencjonowania otrzymano w formacie FinchTV. Wynik 

odczytywano w narzędziu chromatogram viewer - programie FinchTV (Geospiza). 

Dokładną analizę sekwencji wykonano przy użyciu programu CLS Sequence Viewer 

(CLC Bio). W CLC Sequence Viewer zsekwencjonowany fragment DNA porównano  

z sekwencją referencyjną (NC_000003 - NCBI source).  

 Wszystkie zmiany scharakteryzowane na poziomie DNA zostały 

skorelowane ze zmianą w sekwencji aminokwasowej. Wykryte mutacje zostały również 

sprawdzone pod względem wpływu na zmiany fenotypu za pomocą baz danych 

Universal Mutation Database, Sanger Database, ENSEMBL Database w genie VHL i 

bazy danych SNPper Database w genie VHL. 

 

3.2.10. Klonowanie produktu PCR. 

 Klonowaniu poddano wszystkie próby, które po analizie wyników 

sekwencjonowania miały zmiany sekwencji w jednym z dwóch alleli genu VHL 

wynoszące ponad 10 par zasad. Zmianami sekwencji były delecje oraz insercje.  

 Oczyszczone produkty PCR zostały wprowadzone do plazmidowego DNA 

(wektor pJET 1.2/bunt) przy użyciu CloneJET PCR Cloning Kit firmy Fermentas (nr 

K1231) zgodnie z zalecanym przez firmę protokołem przedstawianym poniżej: 

1. Przygotuj mieszaninę reakcyjną do ligacji przedstawioną w tabeli 18. 

 

 

 

 

 

 Tabela 18. Przygotowanie produktu PCR do klonowania. 

 

2. Zworteksuj i zwiruj mieszaninę przez 3-5 sek. 

3. Inkubuj mieszaninę w 70°C przez 5 min. Schłodź na lodzie. 

Skład mieszaniny reakcyjnej Objętość (μl) 

2 x Bufor 10 

Oczyszczony produkt PCR 1 

H20 5 

Enzym tworzący tępe końce DNA 1 
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4.  Umieść mieszaninę reakcyjną na lodzie. Dodaj przedstawioną w tabeli 19 

mieszaninę reakcyjną: 

 

 

 

 

 

 

Tabela 19. Mieszanina reakcyjna zawierająca wektor i ligazę DNA. 

 

5. Zworteksuj i zwiruj mieszaninę przez 3-5 sek. Całkowita objętość mieszaniny 

reakcyjnej wynosi 20 µl. 

6. Inkubuj mieszaninę ligacyjną w temperaturze 22°C przez 5 min. 

7. Użyj mieszaninę reakcyjną bezpośrednio do transformacji. 

 

Na rycinie 11 przedstawiono mapę wektora pJET 1.2/bunt. 

 

Rycina 11. Mapa wektora pJET1.2/bunt. 

Skład mieszaniny reakcyjnej Objętość (μl) 

pJET 1.2/blunt wektor (50 ng/µl) 1 

T4 DNA ligaza 1 
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 Następnie dokonano transformacji bakterii kompetentnych E. coli (szczep 

DH5α) plazmidowym DNA. Wektor pJET1.2/blunt zawierający produkt PCR został 

wprowadzony do bakterii zgodnie z protokołem przedstawianym poniżej: 

1. Rozmrozić i przygotować 50 µl bakterii kompetentnych. Pozostawić na lodzie. 

2. Dodać 20 µl plazmidowego DNA. Pozostawić 20 min. na lodzie. 

3. Umieścić zawiesinę komórek kompetentnych oraz plazmidowego DNA w  42˚C 

przez 90 sek. 

4. Pozostawić zawiesinę na lodzie przez 5 min. 

5. Dodać 500 µl medium LB (R14) 

6. Inkubować komórki w temperaturze 37˚C przez 20 min. 

7. Nałożyć zawiesinę komórek na płytki LB z agarem (R15 z ampicyliną) przy 

użyciu sterylnej głaszczki. 

8.  Inkubować płytkę z nałożoną zawiesiną komórek przez noc w temp. 37˚C. 

  Po transformacji bakterii E. coli plazmidowym DNA uzyskano 

wyselekcjonowane kolonie zawierające sklonowane produkty PCR egzonów 1, 2 i 3 

genu VHL, ponieważ wektor pJET1.2/bunt miał gen odporności na ampicylinę. 

Zawiesina komórek E. coli była nałożona na płytki zawierające ampicylinę  

i inkubowana wg protokołu. 

 Następnie pobierano tipsem po 8 kolonii bakteryjnych i przenoszono je do 

probówki. Kolonie bakteryjne służyły jako matryca do reakcji PCR. Mieszanina 

reakcyjna użyta do reakcji PCR była taka sama jak wykorzystana do standardowej 

reakcji PCR dla egzonu 1, 2  i 3 genu VHL (tabela 11 i tabela 13).  Warunki 

przeprowadzonej reakcji były również takie same (tabela 12 i tabela 14).  

 

3.3. Analiza statystyczna. 

Analizowane dane pochodziły z trzech skal pomiarowych: interwałowej, 

porządkowej i nominalnej. Zgodność danych ze skali interwałowej sprawdzano za 

pomocą testu Shapiro -Wilka. Ponieważ dane interwałowe wykazały brak zgodności z 

rozkładem normalnym obliczenia wykonano przy pomocy testów nieparametrycznych, 

podobnie analizowano dane pochodzące ze skali porządkowej. Do porównania dwóch 

grup stosowano test Manna - Whitney’a. Porównując więcej niż dwie grupy 
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jednocześnie zastosowano test Kruskala -Wallisa. Gdy test Kruskala - Wallisa 

wskazywał na występowanie istotnych różnic między badanymi grupami zastosowano 

test post-hoc Dunn’a w celu wyznaczenia grup jednorodnych. 

Dane ze skali nominalnej analizowano testem niezależności chi - kwadrat, a w 

przypadku występowania liczności zerowych w tabelach zastosowano dokładny test 

Fishera lub test Fishera – Freemana - Haltona. Dla istotnych predyktorów wystąpienia 

mutacji, objawów lub przynależności do grup G1+G2 vs G3 wyznaczano dodatkowo 

iloraz szans wraz z 95% przedziałem ufności. 

Wszystkie testy były analizowane na poziomie istotności  = 0,05. Obliczenia 

wykonano przy pomocy pakietu statystycznego Statistica 10 firmy StatSoft oraz pakietu 

GraphPad 3.06 (GraphPad Software). 
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4. Wyniki 

4.1. Parametry kliniczne. 

 Do badań zakwalifikowano 100 chorych, w tym 58 mężczyzn i 48 kobiet  

w wieku od 26 do 87 lat (średnia wieku wynosiła 63,6 lat, mediana 64 lata, odchylenie 

standardowe 10,48).  

4.1.1. Czynniki ryzyka raka nerki w grupie badanej. 

 W badanej grupie analizowano występowanie różnych czynników ryzyka 

rozwoju raka nerki, w tym: otyłości, palenia tytoniu oraz nadciśnienia tętniczego.  

 Wagę ciała oceniano na podstawie BMI, który wyliczono ze wzoru: waga  

[kg]/{wzrost [m]}
2
. Pacjentów podzielono na 3 grupy: pierwsza grupa to pacjenci  

z prawidłową wagą (BMI od 18,5 do 24,99), druga grupa to pacjenci z nadwagą (BMI 

od 25,0 do 29,99) oraz trzecia grupa to pacjenci otyli (BMI od 30). Najliczniejszą grupę 

stanowili pacjenci z nadwagą 52,5% a najmniej liczną pacjenci z prawidłowym BMI 

20,2%.  

 Palenie tytoniu w grupie badanych pacjentów dotyczyło 43 palaczy, natomiast 

56 nigdy nie paliło papierosów. Mediana czasu palenia papierosów wynosi 34 lata, 

minimum 2 lata a maksimum 53 lata, odchylenie standardowe 12,95.  

 Nadciśnienie tętnicze stwierdzono u 67 pacjentów, z czego 63 przyjmowało leki 

obniżające ciśnienie. 32 pacjentów miało prawidłowe ciśnienie tętnicze krwi.  

 Dane charakteryzujące występowanie czynników ryzyka raka nerki u 99 

pacjentów zebrano w tabeli 20. 

Czynniki ryzyka raka nerki Liczba pacjentów % pacjentów 

BMI - norma 20 20,2 

BMI - nadwaga 52 52,5 

BMI - otyłość 27 27,3 

Palący papierosy 43 43,4 

Nadciśnienie tętnicze 67 67,7 

Tabela 20. Charakterystyka grupy badanej pod względem występowania czynników ryzyka 

RCC. 
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4.1.2. Objawy występujące przed rozpoznaniem raka nerki. 

 Rak nerki był wykryty przypadkowo u 70 pacjentów (70%), natomiast 

występowanie objawów przed rozpoznaniem raka jasnokomórkowego nerki zgłaszało 

30 pacjentów (30%). Najczęstszym objawem był ból okolicy lędźwiowej, występujący 

u 17 pacjentów. Drugi co do częstości występowania krwiomocz zgłaszało 10 osób. U 

dwóch pacjentów występował ból i krwiomocz. Sześciu pacjentów zgłaszało spadek 

masy ciała, a u 8 chorych występowały, inne rzadsze objawy, między innymi: 

osłabienie, stany podgorączkowe, pocenie nocne. Wyczuwalny guz jamy brzusznej, 

należący do triady objawów raka nerki, nie występował u żadnego z pacjentów. 

Rozkład procentowy i liczbowy objawów występujących u 30 pacjentów przedstawiono 

na rycinie 12. Spośród 30 pacjentów 19 (63,3%) zgłaszało więcej niż jeden objaw. 

 
Rycina 12. Objawy występujące u 30 pacjentów przed rozpoznaniem raka jasnokomórkowego 

nerki. 19 pacjentów zgłaszało więcej niż jeden objaw. 

 

4.1.3. Choroby współistniejące z rakiem jasnokomórkowym nerki. 

 U 60 pacjentów (60,6%) stwierdzono następujący, przedstawiony w tabeli 21 

rozkład chorób współistniejących z rakiem jasnokomórkowym nerki, 39 pacjentów 

(39,4%) nie zgłaszało chorób innych niż ccRCC. Jak wynika z tabeli najczęściej  

u pacjentów występowały choroby serca i układu krążenia (włączając chorobę 

niedokrwienną serca a wyłączając nadciśnienie tętnicze, które omówiono powyżej) oraz 

cukrzyca. 

 

41% 

24% 

15% 

20% 
Ból w okolicy lędźwiowej   n=17 

Krwiomocz   n=10 

Spadek masy ciała   n=6 

Inne   n=8 
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Choroby współistniejące Liczba pacjentów % pacjentów 

Cukrzyca 21  21,2 

Choroba niedokrwienna serca 20  20,2 

Choroby serca i układu krążenia 27  27,3 

Choroby układu oddechowego 7  7,1 

Choroby tarczycy 10  10,1 

Łagodny przerost prostaty 8  8,1 

Zwyrodnienie stawów kręgosłupa 7  7,1 

Depresja  3  3 

Łuszczyca  2  2 

Inne 11  11,1 

Tabela 21. Rozkład chorób współistniejących z ccRCC u 99 pacjentów. Podano wartości 

liczbowe i procentowe. 

 

4.1.4. Choroby nowotworowe występujące u pacjentów z ccRCC oraz u 

członków ich rodzin. 

 Informacje dotyczące występowania chorób nowotworowych u pacjentów przed 

rozpoznaniem ccRCC uzyskano na podstawie przeprowadzonych wywiadów. W tej 

grupie 20 pacjentów (20,2%) przed rozpoznaniem raka jasnokomórkowego nerki było 

leczonych z powodu choroby nowotworowej, u 11 pacjentów były to zmiany 

niezłośliwe, a u 9 nowotwór złośliwy. Wśród rozpoznań nowotworów niezłośliwych 

najczęściej rozpoznano mastopatię lub włókniak sutka (u 3 pacjentów), pozostałe 

rozpoznania to: polip jelita grubego, mięśniaki macicy, torbiel jajnika, zaśniad 

groniasty, oponiak rynienki węchowej, gruczolak nadnerczy oraz guz rdzenia 

kręgowego. Z powodu nowotworu złośliwego było leczonych 9 pacjentów (rozkład 

liczbowy i procentowy nowotworów złośliwych przedstawiono na rycinie 13),  

w momencie rozpoznania ccRCC wszystkie te osoby były bez cech nawrotu 

poprzedniej choroby nowotworowej.  
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Rycina 13. Typy nowotworów złośliwych u 9 pacjentów przed rozpoznaniem u nich ccRCC. 

 

 59 pacjentów miało krewnych I-go lub II-go stopnia, u których rozpoznano 

nowotwór złośliwy (rozkład liczbowy i procentowy typów nowotworów złośliwych 

pokazano w tabeli 22). Najczęściej występował rak sutka i płuca, odpowiednio 14,3%  

i 13,1%. Na uwagę zasługuje fakt częstego występowania raka trzustki (10,7%). Wśród 

nowotworów łagodnych występujących u krewnych pacjentów z ccRCC najczęstsze to 

guz sutka, mięśniaki macicy, polipy jelita grubego, pozostałe to: guz trzustki, guz 

móżdżku, torbiel jajnika, guz tarczycy.  

Typ nowotworu złośliwego Liczba % 

Rak sutka 12 14,3 

Rak płuca 11 13,1 

Rak żołądka 10 11,9 

Rak trzustki 9 10,7 

Rak narządu rodnego 9 10,7 

Rak wątroby 5 5,9 

Rak krtani 5 5,9 

Rak nerki 4 4,8 

Rak przełyku 4 4,8 

Rak jelita grubego 3 3,4 
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Typ nowotworu złośliwego Liczba % 

Rak prostaty 2 2,4 

Nowotwór złośliwy mózgu 2 2,4 

Rak dwunastnicy 1 1,2 

Rak pęcherza moczowego 1 1,2 

Proces nowotworowy 6 7,1 

Tabela 22. Rozkład liczbowy i procentowy typów nowotworów złośliwych u krewnych 

pacjentów zakwalifikowanych do niniejszej pracy. U 6 osób był to rozsiany proces 

nowotworowy o nieznanym punkcie wyjścia.  

 

4.1.5. Choroby nerek u członków rodzin pacjentów objętych badaniem. 

 Dane dotyczące chorób nerek u krewnych I-go i II-go stopnia pacjentów  

z ccRCC przedstawiono na rycinie 14. Dane te uzyskano z analizy ankiet 

przeprowadzonych u pacjentów zakwalifikowanych do moich badań. Potwierdziło 

występowanie chorób nerek u członków rodziny 30 pacjentów (30,3%), 69 pacjentów 

(69,7%) zaprzeczyło. Najczęściej występowała kamica nerkowa (u 19 osób), u jednego 

pacjenta kamica nerkowa występowała u dwóch członków rodziny. Znacznie rzadziej 

występował rak nerki (u 4 osób), torbiele nerek (u 4 osób), choroby zapalne nerek  

(u 3 osób), jedna osoba miała hipoplastyczną nerkę.  

Rycina 14. Choroby nerek występujące u krewnych I-go i II-go stopnia pacjentów z ccRCC. 
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4.1.6. Stopień zaawansowania i zróżnicowania ccRCC u pacjentów. 

 Ocenie poddano wielkość guza nerki na podstawie wymiarów w opisach 

wyników TK jamy brzusznej, brano pod uwagę 2 wymiary (największy i najmniejszy  

w przekrojach czołowych). Średnia arytmetyczna wymiarów najmniejszych to 

46,02mm, a wymiarów największych to 57,05mm. Wielkość guza mieściła się  

w granicach od 18mm do 150mm. Pacjent z największym guzem o wymiarach 

150x80mm miał przerzuty do płuc, ale także przerzuty do płuc miał pacjent z guzem  

o wymiarach 33x32mm. 

 Według klasyfikacji TNM z 2009 roku dokonano oceny guza - T, węzłów 

chłonnych - N oraz przerzutów - M. Analizę kliniczną przeprowadzono na podstawie 

wyników TK jamy brzusznej i RTG klatki piersiowej. Przy podejrzeniu przerzutów do 

płuc u pacjentów wykonywano TK klatki piersiowej. U 11 pacjentów (11%) 

zaobserwowano przerzuty do płuc.  

 Z pracy wykluczano pacjentów z przerzutami do węzłów chłonnych, wyjątek 

stanowili pacjenci z przerzutami do płuc. Dlatego pacjenci z podejrzeniem przerzutu do 

węzłów chłonnych (powiększone węzły chłonne w TK jamy brzusznej) byli wykluczeni 

z badań. Jednak u wszystkich pacjentów poddanych leczeniu operacyjnemu 

obligatoryjnie usuwano węzły chłonne. U 3 pacjentów w węzłach chłonnych 

pochodzących z okolicy wnęki nerki patomorfolog stwierdził komórki raka 

jasnokomórkowego, byli to pacjenci z przerzutami do płuc.  

 W tabeli 23 przedstawiono ilościowy rozkład 100 pacjentów wg klasyfikacji 

TNM, biorąc pod uwagę kliniczną ocenę guza (T) oraz patologiczną ocenę guza (pT) na 

podstawie wyników histopatologicznych uzyskanych z preparatów operacyjnych. Na 

podstawie oceny klinicznej najliczniejszą grupę (n = 37) stanowili pacjenci z małym 

guzem (T1b), bardzo liczną grupę (n = 33) stanowili pacjenci z najmniejszymi guzami 

(T1a). Stosunkowo mało (n = 7) było pacjentów, z opisywanym w TK, guzem  

z naciekiem na tkankę tłuszczową (T3a). Po analizie wyników histopatologicznych 

stwierdzono, że najliczniejszą grupę (n = 38) stanowili pacjenci z guzem naciekającym 

tkankę tłuszczową (pT3a). W grupie badanej nie było pacjentów z czopem 

nowotworowym w żyle głównej powyżej przepony (T3c). 
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Klasyfikacja TNM Ocena kliniczna (T) Ocena patologiczna (pT) 

T1a/ pT1a 33 34 

T1b/ pT1b 37 22 

T2a/ pT2a 19 3 

T2b/ pT2b 1 0 

T3a/ pT3a 7 38 

T3b/ pT3b 2 1 

T4/ pT4 1 2 

Tabela 23. Klasyfikacja oceny stopnia zaawansowania guza nerki 100 pacjentów wg 

klasyfikacji TNM z 2009 roku. 

 

 Na podstawie klasyfikacji TNM zaawansowania nowotworu wszystkich 

pacjentów podzielono na trzy grupy. Do grupy 1 przydzielono pacjentów z ccRCC 

ograniczonym do nerki (pT1 + pT2), do grupy 2 włączono pacjentów z rakiem 

naciekającym tłuszcz okołonerkowy (pT3a), a pacjenci z przerzutami do płuc znaleźli 

się w grupie 3 (pacjent z rozpoznaniem pT3b miał przerzuty do płuc). Liczebność w 

poszczególnych grupach przedstawiono na rycinie 15. Podziału tego dokonano dla 

celów statystycznych przy analizie zależności pomiędzy stopniem zawansowania 

nowotworu a obecnością mutacji w genie VHL. 

Rycina 15. Podział pacjentów na trzy grupy w zależności od stopnia zaawansowania choroby 

nowotworowej. Grupa 1 – pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki, Grupa 2 – pacjenci z 

rakiem naciekającym tkankę tłuszczową, Grupa 3 – pacjenci z przerzutami do płuc. 
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 Stopień złośliwości nowotworu oceniono zgodnie z czterostopniową 

klasyfikacją Furhman’a. Na rycinie 16 pokazano ilościowy udział 100 pacjentów w 

poszczególnych grupach od G1 do G4, gdzie G1 to guzy dobrze zróżnicowane, najmniej 

złośliwe, a G4 to guzy niezróżnicowane, najbardziej złośliwe. 

 
Rycina 16. Klasyfikacja oceny stopnia zróżnicowania nowotworu wg Furhman’a. 

 

4.1.7. Badania laboratoryjne wykonane u pacjentów. 

 Wszyscy pacjenci mieli wykonaną morfologię krwi, oznaczone stężenia 

kreatyniny, glukozy, elektrolitów: sodu i potasu. Analizie poddano poziom 

hemoglobiny. Według wartości referencyjnych normy dla kobiet (12,0 - 16,0g/dl) i dla 

mężczyzn (14,0 – 18,0g/dl) podzielono pacjentów na trzy grupy: norma, poniżej normy 

i powyżej normy. Prawidłowe wartości hemoglobiny miało 68 pacjentów, poniżej 

normy 30 pacjentów, a powyżej normy 2 pacjentów. Również stężenie kreatyniny 

poddano ocenie. Pogrupowano pacjentów na tych, którzy mieli prawidłowe wartości 

kreatyniny (62 -106µmol/L) oraz na tych z podwyższonym stężeniem kreatyniny w 

surowicy krwi. Większość stanowili pacjenci z prawidłowym stężeniem kreatyniny 

(87), 13 pacjentów miało stężenie kreatyniny powyżej normy. 
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4.2. Mutacje genu VHL w grupie badanych pacjentów 

 Pacjentów zakwalifikowanych do badań genotypowano na obecność mutacji w 

genie VHL. U 100 pacjentów sekwencjonowano DNA wyizolowane z krwi obwodowej 

na obecność mutacji germinalnych. Analizę sekwencji genu VHL na obecność mutacji 

somatycznych z DNA wyizolowanego z tkanki guza przeprowadzono u 96 pacjentów.  

Czterech pacjentów wykluczono z oceny obecności mutacji somatycznych, ponieważ 

tkanka guza była pobrana niezgodnie z protokołem badań. 

4.2.1. Analiza sekwencji genu VHL. 

 Wyniki sekwencjonowania genu VHL odczytywano w programie FinchTV. 

Dokładną analizę sekwencji wykonano przy użyciu programu CLS Sequence Viewer. 

Na rycinie 17 pokazano reprezentatywny chromatogram prawidłowej sekwencji genu 

VHL. Przykładowy chromatogram genu VHL zawierający mutację punktową 

przedstawiono na rycinie 18. Chromatogram części sekwencji egzonu 1 zawierającego 

mutację z przesunięciem ramki odczytu pokazano na rycinie 19. 

 
Rycina 17. Reprezentatywny chromatogram prawidłowej sekwencji genu VHL. 

 

 

 

  
Rycina 18. Chromatogram przedstawiający mutację punktową w genie VHL. Część sekwencji 

egzonu1. Strzałką wskazano substytucję adeniny na tyminę w pozycji 144 (pacjent 01-105). 
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Rycina 19. Chromatogram przedstawiający mutację z przesunięciem ramki odczytu w genie 

VHL. Część sekwencji egzonu 1. Strzałką wskazano delecję adeniny w pozycji 451 (pacjent 01-

102). 

 

4.2.2. Obecność mutacji w genie VHL u pacjentów z ccRCC. 

 Po analizie sekwencji genu VHL stwierdzono obecność mutacji u 53 pacjentów, 

z czego 51 pacjentów miało mutacje somatyczne (guz), a 2 pacjentów miało mutacje 

germinalne (PBMCs). Dwóch pacjentów, u których rozpoznano zespół von Hippel-

Lindau rak jasnokomórkowy nerki był jedyną manifestacją zespołu. Częstość mutacji 

genu VHL w DNA komórek raka jasnokomórkowego przeanalizowanych u 96 

pacjentów przedstawiono na rycinie 20. U 55% pacjentów stwierdzono mutację, 

prawidłową sekwencję genu VHL miało 45% pacjentów. 

 
Rycina 20. Częstość mutacji w genie VHL. Na niebiesko zaznaczono pacjentów, u których 

stwierdzono mutacje w genie VHL. Na czerwono zaznaczono pacjentów, u których wykazano 

brak mutacji w genie VHL. 
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4.2.3. Lokalizacja i rodzaje mutacji w genie VHL. 

 Pacjenci, u których stwierdzono mutacje w egzonie pierwszym stanowili 53%, 

(n=28). W egzonie drugim mutacje wykryto u 13 pacjentów (25%), najmniejszą grupę 

liczącą 12 osób (23%) stanowili pacjenci z mutacjami w egzonie trzecim. Na rycinie 21 

przedstawiono procentowy i liczbowy rozkład pacjentów, z uwzględnieniem 

występowania mutacji w poszczególnych egzonach. 

Rycina 21. Procentowy i liczbowy rozkład pacjentów, u których stwierdzono mutacje 

odpowiednio w pierwszym, drugim i trzecim egzonie. 

 

 Rozkład mutacji pokazuje wysoką częstość występowania mutacji w przedziale 

pozycji nukleotydów części kodującej DNA od 230 do 290 (egzon 1) oraz od 400 do 

490 (końcowy fragment egzonu 2 i początkowy fragment egzonu 3). Tylko jedna 

mutacja (pacjent 01-073) była wśród pierwszych 162 nukleotydów (w pozycji 

nukleotydu 74). Rozmieszczenie mutacji przełożono na budowę białka VHL  

i stwierdzono, że występują one w DNA kodującym domenę β (miejsce łączenia się  

z HIFα oraz sterującym transport jądrowy) i domenę α (miejsce łączenia się z elonginą 

C). 

 Wśród 53 pacjentów, u których stwierdzono mutacje genu VHL w tkance guza, 

35 osobową grupę stanowili pacjenci z mutacjami z przesunięciem ramki odczytu 

(66%) (z ang. frameshift mutation). Mutacje punktowe (z ang. point mutation) wykryto 

u 16 pacjentów (30%). Dwóch pacjentów miało zarówno mutację punktową jak  

i mutację z przesunięciem ramki odczytu (4%). Graficznie podział pacjentów  

w zależności od typu mutacji przedstawiono na rycinie 22.    
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Rycina 22. Procentowy i liczbowy rozkład pacjentów w zależności od typu mutacji 

stwierdzonej w genie VHL. Literą p oznaczono pacjentów, u których występuje mutacja 

punktowa. Literą f pacjentów, u których stwierdzono mutacje z przesunięciem ramki odczytu, 

natomiast pacjentów, u których wykryto oba typy mutacji oznaczono p + f. 
 

W 4 tkankach guza (nr 01-037, 01-043, 01-066, 01-132) wykryto 2 mutacje: 

 01-037 c. 268_272 AACTT > TTTTA; c. 273 del C 

 01-043 c. 288 ins A; c. 289_305 del CCCTACCCAACGCTGCC 

 01-066 c. 192 C > A; c. 193 del T 

 01-132 c. 273 del C; c. 274  G > A 

Jeden pacjent (nr 01-110) miał 3 mutacje: 

 01-110 c. 160 A > G; c. 185 T > C; c. 310 del G 

U tych pacjentów mutacje były zlokalizowane w pierwszym egzonie. Z tego wynika, że 

wszystkich mutacji zlokalizowanych w egzonie 1 było 34 (58%).  

 Przeprowadzono analizę mutacji punktowych i podzielono pacjentów w 

zależności od typu mutacji punktowej (n = 18). 16 pacjentów miało mutację zmiany 

sensu, co oznacza zamianę aminokwasu na inny w łańcuchu peptydowym. Grupa ta 

stanowi 89% wszystkich pacjentów, u których stwierdzono substytucję w genie VHL. 

Mutacje nonsensowne skutkujące pojawieniem się przedwcześnie kodonu STOP w 

sekwencji nukleotydowej wykryto u 2 pacjentów, co stanowi 11%. Nie odnaleziono 

mutacji niemych w grupie badanej. 
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 Wśród mutacji z przesunięciem ramki odczytu wyróżniamy: delecję (ubytek 

nukleotydu lub nukleotydów) oraz insercję (wstawienie nukleotydu lub nukleotydów). 

Spośród 37 pacjentów posiadających mutację z przesunięciem ramki odczytu 73% 

stanowili pacjenci z delecją (n = 27 pacjentów), 24% to pacjenci z insercją (n = 9 

pacjentów). U jednego pacjenta (nr 01-043) występowały jednocześnie dwa typy 

mutacji: delecja i insercja. 

 Dwóch pacjentów z zespołem VHL miało mutacje punktowe. Pacjent 01-064 

miał mutację w egzonie 3 substytucję cytozyny na tyminę (Arg/Trp). U pacjenta 01-073 

stwierdzono mutację w egzonie 1 substytucję cytozyny na tyminę (Pro/Leu). 

4.2.4. Wpływ mutacji na białko VHL. 

 Przy pomocy programu PolyPhen-2 badano wpływ mutacji na funkcje białka 

VHL. Do programu wpisuje się numer referencyjny białka (dla białka VHL: 

NP_000542.1) i określoną mutację, następnie sprawdza się prawdopodobieństwo 

wpływu mutacji na funkcjonalność białka. Na rycinie 23 przedstawiono przykład 

analizy pacjenta nr 01-028. Widać, że mutacja c. 239 G > A ma wpływ uszkadzający na 

budowę białka VHL z prawdopodobieństwem 0,927. 

 
Rycina 23. Wynik analizy wpływu mutacji (nr 01-028 ) na pVHL.  

 

 Po analizie otrzymanych wyników sugeruje sie, że u 49 pacjentów mutacje  

z dużym prawdopodobieństwem prowadziły do uszkodzenia pVHL, co może skutkować 

utratą jego funkcji supresorowej w komórce. 
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 U 4 pacjentów mutacje miały „łagodny” wpływ na budowę białka i można 

przypuszczać, że funkcja pVHL była zachowana. U tych pacjentów występowały 

mutacje punktowe zmiany sensu. U dwóch pacjentów były to mutacje somatyczne,  

a dwóch miało mutacje germinalne.  

 Choć na podstawie wyników z programu PolyPhen-2 można przypuszczać  

o wpływie mutacji na budowę i funkcję białek, to dla potrzeb mojej pracy badanych 

pacjentów podzielono na dwie grupy. Pierwszą grupę liczącą 49 stanowili pacjenci  

z potencjalnie uszkodzonym białkiem VHL. Do grupy drugiej włączono 47 pacjentów  

z zachowaną funkcją białka VHL (43 pacjentów, u których nie wykryto mutacji w genie 

VHL oraz 4 pacjentów z mutacjami, które nie zaburzały funkcji pVHL). Procentowy  

i liczbowy rozkład pacjentów z funkcjonalnym białkiem VHL oraz pacjentów  

z uszkodzonym pVHL przedstawiono na rycinie 24. 

Rycina 24. Podział pacjentów ze względu na przewidywaną funkcjonalność białka VHL 

(pVHL)  
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4.2.5. Mutacje genu VHL stwierdzone w grupie badanej. 

 Wszystkie stwierdzone mutacje genu VHL zebrano w tabeli 24. Tabela zawiera 

następujące dane: kod pacjenta nadany podczas kwalifikacji pacjentów do badań, typ 

mutacji (somatyczna czy germinalna), lokalizację mutacji, sekwencję mutacji, zmianę 

na poziomie sekwencji aminokwasowej, którą dana mutacja wywołuje. W ostatniej 

kolumnie tabeli umieszczono informację czy dana mutacja była zamieszczona  

w dostępnych bazach danych mutacji genu VHL, jeżeli nie, to przyjęto, że jest to nowa 

mutacja.  

 

 
Tabela 24. Zebrane dane dotyczące mutacji w grupie badanej.   
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 cd. Tabela 24. Zebrane dane dotyczące mutacji w grupie badanej. 
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4.3. Analiza statystyczna otrzymanych wyników. 

Otrzymane wyniki badań, które zostały przedstawione powyżej zostały poddane 

analizie statystycznej. Analizowane dane pochodziły z trzech skal pomiarowych: 

interwałowej, porządkowej i nominalnej. Porównywano badane grupy względem danej 

cechy tak, aby wykazać czy istnieją istotne zależności lub różnice. Dla istotnych 

predyktorów wyznaczano dodatkowo iloraz szans wraz z 95% przedziałem ufności. 

 

4.3.1. Ocena wielkości guza nerki w odniesieniu do parametrów 

klinicznych pacjentów. 

 Oceniając wielkość guza względem parametrów klinicznych brano pod uwagę 

najmniejszy i największy wymiar obliczony na podstawie TK jamy brzusznej.  

 Wykazano istotną zależność pomiędzy wielkością guza a stopniem 

zaawansowania klinicznego nowotworu. Analizując stopień zaawansowania klinicznego 

wykorzystano podział pacjentów na trzy grupy przedstawiony w rozdziale IV.1.6 na str. 

61. W grupie 1 (pacjentów z rakiem ograniczonym do nerki) średnia maksymalna 

wielkość guza wynosiła 46,03 +/- 17,11mm, średnia minimalna wielkość guza wynosiła 

38,33 +/- 13,78mm, w grupie 2 (pacjentów z rakiem zaawansowanym miejscowo) 

odpowiednio 63,35 +/- 24,47 dla wielkości maksymalnej i 52,87 +/- 20,26mm dla 

wielkości minimalnej, a w grupie 3 (pacjentów z przerzutami do płuc) 97,36 +/- 

39,07mm dla wielkości maksymalnej i 67,27 +/- 28,61mm dla wielkości minimalnej. 

Porównując grupy pacjentów stwierdzono istotną statystycznie różnicę wielkości 

maksymalnej guza (p < 0,0001) oraz wielkości minimalnej guza (p = 0,0001), dane 

przedstawiono na rycinie 25 oraz rycinie 26.  
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Rycina 25. Maksymalna wielkość guza w grupach pacjentów. Test Kruskala - Wallisa: różnica 

istotna statystycznie (p < 0,0001). Gr1 pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki n = 58, Gr2 

pacjenci z rakiem naciekającym na tkankę tłuszczową okołonerkową n = 31, Gr3 pacjenci z 

przerzutami do płuc n = 11; tumsize1 – wielkość maksymalna guza [mm]. 
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Rycina 26. Minimalna wielkość guza w grupach pacjentów. Test Kruskala - Wallisa: różnica 

istotna statystycznie (p = 0,0001). Gr1 pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki n = 58, Gr2 

pacjenci z rakiem naciekającym na tkankę tłuszczową okołonerkową n = 31, Gr3 pacjenci z 

przerzutami do płuc n = 11; tumsize3 – wielkość minimalna guza [mm]. 

 

 Poddano analizie wielkość guza względem stopnia złośliwości nowotworu. Dla 

celów statystycznych połączono pacjentów z ccRCC ze stopniem G1 i G2 (raki  

o niskim stopniu złośliwości n = 51) oraz pacjentów z G3 i G4 (raki o wysokim stopniu 

złośliwości n = 49). Porównując pacjentów G1 i G2 z pacjentami G3 i G4 stwierdzono 

istotną statystycznie różnicę wielkości maksymalnej guza (p < 0,0001) między grupami. 
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W grupie pacjentów z rakiem o niskim stopniu złośliwości średnia wielkość guza 

wynosiła 45,21 +/- 19,23mm, a w grupie pacjentów z rakiem o wysokim stopniu 

złośliwości 69,37 +/- 29,93mm. Podobnie wykazano istotną różnicę wielkości 

minimalnej guza w tych grupach pacjentów (p < 0,0001). W grupie pacjentów G1 i G2 

średnia wartość wielkości guza to 37,12 +/- 14,24mm vs grupa pacjentów G3 i G4 

55,28 +/- 21,79mm. Dane dla wielkości maksymalnej guza zobrazowano na rycinie 27, 

a dla wielkości minimalnej guza na rycinie 28. 
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Rycina 27. Maksymalna wielkość guza w grupie pacjentów z RCC o niskim stopniu złośliwości 

1 + 2 (n = 51) oraz w grupie z RCC o wysokim stopniu złośliwości 3 + 4 (n = 49). Test  

U Manna – Whitneya: różnica istotna statystycznie (p < 0,0001). Tumsize1 - największy 

wymiar guza [mm]. 

 



Wyniki   

74 

 

 Średnia 
 Średnia±Błąd std 
 Średnia±0.95 Przedz. ufn. 

1+2 3+4

stopień złośliwości

30

35

40

45

50

55

60

65

tu
m

s
iz

e
3

 
Rycina 28. Minimalna wielkość guza w grupie pacjentów z RCC o niskim stopniu złośliwości 

1 + 2 (n = 51) oraz w grupie z RCC o wysokim stopniu złośliwości 3 + 4 (n = 49). Test  

U Manna – Whitneya: różnica istotna statystycznie (p < 0,0001). Tumsize3 - najmniejszy 

wymiar guza [mm]. 

  

 

 Analizując grupy pacjentów względem występowania krwiomoczu stwierdzono 

istotną różnicę wielkości guza. W grupie pacjentów z krwiomoczem wielkość 

maksymalna guza była istotnie większa niż w grupie pacjentów bez krwiomoczu  

(p = 0,0339). Wielkość guza w grupie pacjentów z krwiomoczem (n = 10) wynosiła 

średnio 78,10 +/- 36,92mm, natomiast w grupie bez krwiomoczu (n = 90) średnio 54,71 

+/- 25,72mm. Podobnie minimalna wielkość guza była istotnie większa w grupie 

pacjentów z krwiomoczem, średnio 64,20 +/- 31,41mm, w porównaniu do grupy 

pacjentów bez krwiomoczu, średnio 44,00 +/- 17,94mm (p = 0,0257). Różnice w 

wielkości maksymalnej guza przedstawiono na rycinie 29, a wielkości minimalnej na 

rycinie 30. 
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Rycina 29. Maksymalna wielkość guza w grupie pacjentów bez krwiomoczu (n = 90) oraz  

w grupie pacjentów z krwiomoczem (n = 10). Test U Manna – Whitneya: różnica istotna 

statystycznie (p = 0,0339). Tumsize1 – wielkość maksymalna guza [mm]. 

 

 Średnia 
 Średnia±Błąd std 
 Średnia±0.95 Przedz. ufn. 

nie tak

krwiomocz

30

40

50

60

70

80

90

tu
m

s
iz

e
3

 
Rycina 30. Minimalna wielkość guza w grupie pacjentów bez krwiomoczu (n = 90) oraz  

w grupie pacjentów z krwiomoczem (n = 10). Test U Manna – Whitneya: różnica istotna 

statystycznie (p = 0,0257). Tumsize3 - wielkość minimalna guza [mm]. 

 

 Wykazano istotną różnicę wymiarów guza pomiędzy grupą pacjentów 

zgłaszających ból w okolicy lędźwiowej (n = 17) w porównaniu z grupą pacjentów bez 

dolegliwości bólowych w tej okolicy (n = 83). Dla wielkości maksymalnej guza  

w grupie z bólem średnia wynosiła 70,18 +/- 32,10mm, a w grupie bez bólu średnia 

54,36 +/- 26,14mm (p = 0,0495) patrz rycina 31. Podobnie minimalna wielkość guza 
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była większa w grupie z bólem średnia wynosiła 58,59 +/- 28,09mm, niż w grupie bez 

bólu średnia 43,44 +/- 17,57mm (p = 0,0338) patrz rycina 32.  
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Rycina 31. Maksymalna wielkość guza w grupie pacjentów bez bólu w okolicy lędźwiowej  

(n = 83) oraz w grupie pacjentów z bólem w okolicy lędźwiowej (n = 17).  Test U Manna – 

Whitneya: różnica istotna statystycznie (p = 0,0495). Tumsize1 – wielkość maksymalna guza 

[mm]. 
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Rycina 32.  Minimalna wielkość guza w grupie pacjentów bez bólu w okolicy lędźwiowej  

(n = 83) oraz w grupie pacjentów z bólem w okolicy lędźwiowej (n = 17).  Test U Manna – 

Whitneya: różnica istotna statystycznie (p = 0,0338). Tumsize3 - wielkość minimalna guza 

[mm]. 
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 Oceniając wymiary guza w grupie pacjentów ze spadkiem masy ciała (n = 6) w 

porównaniu z grupą pacjentów bez spadku masy ciała (n = 94) stwierdzono istotną 

różnicę wielkości maksymalnej (p = 0,0003). Średnia wielkości maksymalnej guza  

w grupie ze spadkiem masy ciała wynosi 104,17 +/- 16,86mm, a w grupie bez spadku 

masy ciała średnia 54,04 +/- 25,50. Wykazano również istotną różnicę wielkości 

minimalnej w obydwu grupach (p = 0,0006). W grupie ze spadkiem masy ciała średnio 

76, 67 +/- 14,93 vs 44,06 +/- 19,14 w drugiej grupie. Różnice wymiarów guza  

w obydwu grupach przedstawiono na rycinach 33 oraz 34. 
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Rycina 33. Maksymalna wielkość guza w grupie pacjentów bez spadku masy ciała (n = 94) 

oraz w grupie pacjentów ze spadkiem masy ciała (n = 6). Test U Manna – Whitneya: różnica 

istotna statystycznie (p = 0,0003). Tumsize1 – wielkość maksymalna guza [mm]. 

 



Wyniki   

78 

 

 Średnia 
 Średnia±Błąd std 
 Średnia±0.95 Przedz. ufn. 

nie tak

spadek masy ciała

30

40

50

60

70

80

90

100

tu
m

s
iz

e
3

 
Rycina 34. Minimalna wielkość guza w grupie pacjentów bez spadku masy ciała (n = 94) oraz 

w grupie pacjentów ze spadkiem masy ciała (n = 6). Test U Manna – Whitneya: różnica istotna 

statystycznie (p = 0,0006). Tumsize3 - wielkość minimalna guza [mm]. 

 

 Analizując grupy pacjentów pod względem dodatniego wywiadu rodzinnego  

w kierunku raka nerki wykazano istotną różnicę wielkości guza. W grupie pacjentów, 

których członek rodziny chorował na RCC (n = 5) średnio największy wymiar guza 

wynosił 100,20 +/- 34,50mm i był istotnie większy w porównaniu z drugą grupą 

pacjentów (n = 94), gdzie średnio 54,83 +/- 25,71mm; przy istotności statystycznej  

p = 0,0051. Dane dotyczące analizy największego wymiaru guza pokazano na rycinie 

35. Podobnie najmniejszy wymiar guza różnił się istotnie w obu grupach (p = 0,0308). 

W grupie pacjentów z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku RCC (średnio 71,20 

+/- 28,86mm), a w drugiej grupie (średnio 44,74 +/- 19,26mm), rycina 36. 
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Rycina 35.  Maksymalna wielkość guza w grupie pacjentów z ujemnym wywiadem rodzinnym 

w kierunku RCC (n = 94) oraz w grupie pacjentów z dodatnim wywiadem rodzinnym  

w kierunku RCC (n = 5). Test U Manna – Whitneya: różnica istotna statystycznie (p = 0,0051). 

Tumsize1 – wielkość maksymalna guza [mm]. 
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Rycina 36. Minimalna wielkość guza w grupie pacjentów z ujemnym wywiadem rodzinnym w 

kierunku RCC (n = 94) oraz w grupie pacjentów z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku 

RCC (n = 5). Test U Manna – Whitneya: różnica istotna statystycznie (p = 0,0308). Tumsize3 - 

wielkość minimalna guza [mm]. 

 

 Nie stwierdzono istotnych różnic wielkości guza w grupach pacjentów 

poddanych analizie pod względem następujących cech klinicznych: nadciśnienie 

tętnicze, przyjmowanie leków obniżających ciśnienie tętnicze krwi, cukrzyca, palenie 

tytoniu, choroba niedokrwienna serca, choroby układu oddechowego i krążenia, dodatni 
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wywiad rodzinny w kierunku nowotworu złośliwego, choroby nerek w rodzinie, 

stężenie hemoglobiny oraz kreatyniny w surowicy krwi. 

 

4.3.2. Analiza stopnia zaawansowania klinicznego w zależności do cech 

klinicznych pacjentów.  

 Oceniając stopień zaawansowania klinicznego uwzględniono podział pacjentów 

na trzy grupy opisane powyżej i przedstawione na rycinie 15. Podział ten był 

wykorzystany do analizy statystycznej zależności pomiędzy grupami pacjentów (Gr1, 

Gr2 lub Gr3) a następującymi cechami: wiek, płeć, stopień złośliwości nowotworu, 

obecność objawów, występowaniem krwiomoczu, bólu w okolicy lędźwiowej, 

spadkiem masy ciała, choroby nerek oraz RCC w rodzinie, dodatni wywiad rodzinny  

w kierunku nowotworów złośliwych, występowanie czynników ryzyka (nadciśnienie 

tętnicze, cukrzyca, palenie papierosów), BMI, choroby niedokrwiennej serca, stężenie 

hemoglobiny, poziom hematokrytu, leukocytów oraz stężenie kreatyniny we krwi. 

 Wykazano istotną zależność pomiędzy stopniem zaawansowania klinicznego  

a stopniem złośliwości (p = 0,0006). Z ryciny 37 można wyciągnąć wniosek,  

że w grupie 1 pacjentów z rakiem ograniczonym do nerki (n = 58) częściej występował 

rak jasnokomórkowy o niższym stopniu złośliwości G1 lub G2 wg Fuhrmana niż rak  

o wyższym stopniu złośliwości G3 lub G4. Odwrotnie było w grupie 2 pacjentów  

z rakiem naciekającym na tłuszcz okołonerkowy (n = 31) oraz w grupie 3 pacjentów  

z przerzutami do płuc (n = 11). W tych grupach częściej występował rak bardziej 

złośliwy (G3 lub G4) niż rak o mniejszym stopniu złośliwości (G1 lub G2).  

 Dokonano również analizy szczegółowej w podgrupach. Pomiędzy grupą  

1 a grupą 2 stwierdzono istotną statystycznie różnicę w stosunku do stopnia złośliwości 

(p = 0,0002). W grupie 1 istotnie częściej niż w grupie 2 RCC były o niższym stopniu 

złośliwości (G1 lub G2). Pomiędzy grupą 1 a grupą 3 oraz pomiędzy grupą 2 a grupą 3 

różnice w odniesieniu do stopnia złośliwości nie były istotne statystycznie.  
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Rycina 37. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy stopniem zaawansowania 

klinicznego a stopniem złośliwości nowotworu (p = 0,0006). Grupa 1 to pacjenci z rakiem 

ograniczonym do nerki (n = 58), Grupa 2 to pacjenci z infiltracją torebki tłuszczowej nerki  

(n = 31), Grupa 3 to pacjenci z przerzutami do płuc (n = 11). Stopień złośliwości nowotworu  

1 + 2 to pacjenci z rakiem dobrze zróżnicowanym G1 lub G2, stopień złośliwości 3 + 4 to 

pacjenci z rakiem słabo zróżnicowanym G3 lub G4. 

 

 Poniżej na rycinie 38 przedstawiono istotne statystycznie zależności 

stwierdzone pomiędzy grupami pacjentów a występowaniem lub brakiem objawów 

przed rozpoznaniem raka nerki. U pacjentów w zaawansowanej chorobie 

nowotworowej, z przerzutami do płuc (grupa 3) istotnie częściej występowały objawy 

zanim doszło do rozpoznania raka nerki w porównaniu do pacjentów z chorobą 

nowotworową ograniczoną do nerki lub zaawansowaną miejscowo (grupa 1 lub grupa 

2) p = 0,0125. W grupie 1 i grupie 2 większość guzów nerek była wykrywana 

przypadkowo, natomiast w grupie 3 większość stanowili pacjenci z objawowym rakiem 

nerki. 

 Dokonując szczegółowej analizy w odniesieniu do poszczególnych grup 

wykazano istotną statystycznie różnicę występowania objawów przed rozpoznaniem 

RCC pomiędzy grupą 1 a grupą 3 (p = 0,0035). Obliczono iloraz szans z ang. odds ratio 

(OR), który określa wielkość zależności. Do właściwej oceny zależności konieczne jest 

uwzględnienie przedziału ufności z ang. confidence interval (CI). Dla badanych cech 

OR = 6,708; 95% CI (1.682 - 26.755). Na tej podstawie stwierdzono, że objawy  

w grupie 3 występowały prawie 7 razy częściej niż w grupie 1. Różnice  
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w występowaniu lub braku objawów pomiędzy grupą 2 a grupą 3 nie były istotne 

statystycznie. 

 
Rycina 38. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy stopniem zaawansowania 

klinicznego nowotworu a występowaniem objawów (p = 0,0125). Grupa 1 to pacjenci z rakiem 

ograniczonym do nerki (n = 58), Grupa 2 to pacjenci z infiltracją torebki tłuszczowej nerki  

(n = 31), Grupa 3 to pacjenci z przerzutami do płuc (n = 11). 

 

 Na kolejnej rycinie 39 przedstawiono istotne statystycznie zależności pomiędzy 

stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu (z uwzględnieniem podziału 

pacjentów na 3 grupy) a spadkiem masy ciała (p = 0,0002). Spadek masy ciała 

występował istotnie częściej w grupie pacjentów z przerzutami do płuc. W grupie 

pacjentów z rakiem ograniczonym do nerki spadek masy ciała nie występował. 

 Po wykonaniu szczegółowej analizy w podgrupach stwierdzono istotne 

statystycznie różnice w występowaniu spadku masy ciała pomiędzy grupą 1 a grupą 3 

(p = 0,0004) oraz pomiędzy grupą 2 a grupą 3 (p = 0,0321). Różnice w występowaniu 

spadku masy ciała pomiędzy grupą 1 a grupą 2 były nieistotne statystycznie. Na 

podstawie obliczonego ilorazu szans, można wnioskować, że spadek masy ciała 

występował prawie 25 razy częściej w grupie pacjentów z przerzutami do płuc  

w porównaniu do grupy pacjentów bez przerzutów (grupa 1 + grupa 2). OR = 24,857; 

95% CI (3.853 – 160.37). 
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Rycina 39. Test Fishera – Freemana - Haltona: istotna zależność pomiędzy stopniem 

zaawansowania klinicznego a występowaniem spadku masy ciała (p = 0,0002). Grupa 1 to 

pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki (n = 58), Grupa 2 to pacjenci z infiltracją torebki 

tłuszczowej nerki (n = 31), Grupa 3 to pacjenci z przerzutami do płuc (n = 11). 

 

 Pozostałe badane zależności pomiędzy cechami (wymienionymi powyżej, str.27) 

były nieistotne statystycznie. Porównując trzy grupy pacjentów (Gr1, Gr2 i Gr3) nie 

stwierdzono istotnej różnicy wieku w tych grupach. Średnia wieku dla grupy 1 wynosiła 

62,14 +/- 11,92 lat, dla grupy 2 65,74 +/- 8,06 lat, a dla grupy 3 65,63 +/- 7,17 lat  

(p = NS). Na rycinie 40 zobrazowano dane dotyczące tej analizy, można zauważyć, że 

w grupie 1 są młodsi pacjenci (95% pacjentów z rakiem ograniczonym do nerki jest  

w wieku poniżej 66 lat). 
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Rycina 40. Wiek w poszczególnych grupach pacjentów. Test Kruskala – Wallisa (p = NS). Gr1 

pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki n = 58, Gr2 pacjenci z rakiem naciekającym na tkankę 

tłuszczową okołonerkową n = 31, Gr3 pacjenci z przerzutami do płuc n = 11; wiek [lata]. 

  

 Nie wykazano istotnej statystycznie różnicy w stężeniu hemoglobiny we krwi w 

poszczególnych grupach. Z ryciny 41, gdzie przedstawiono dane analizy można 

wywnioskować, że średnio najniższe wartości hemoglobiny były w grupie pacjentów  

z przerzutami do płuc (13,23 +/- 1,53 g/dl). Średnie wartości hemoglobiny w grupie  

1 wynosiły 14,01 +/-  1,78 g/dl; a w grupie 2 odpowiednio 13,75 +/- 2,29 g/dl.  

 Podobnie nie wykazano istotnej różnicy w stężeniu kreatyniny porównując trzy 

grupy pacjentów. Średnie wartości w Gr1 wynosiły 82,22 +/- 24,11 µmol/L, w Gr2 

odpowiednio 83,23 +/- 20,96 µmol/L, a w Gr3 87,01 +/- 26,25 µmol/L (rycina 42). 
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Rycina 41. Stężenie hemoglobiny w surowicy krwi w poszczególnych grupach pacjentów. Test 

Kruskala – Wallisa (p = NS).  Gr1 pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki n = 58, Gr2 

pacjenci z rakiem naciekającym na tkankę tłuszczową okołonerkową n = 31, Gr3 pacjenci  

z przerzutami do płuc n = 11; HGB – stężenie hemoglobiny [g/dl]. 
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Rycina 42. Stężenie kreatyniny w surowicy krwi w poszczególnych grupach pacjentów. Test 

Kruskala – Wallisa (p = NS). Gr1 pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki n = 58, Gr2 

pacjenci z rakiem naciekającym na tkankę tłuszczową okołonerkową n = 31, Gr3 pacjenci  

z przerzutami do płuc n = 11; Cre – stężenie kreatyniny [µmol/L]. 
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4.3.3. Ocena stopnia złośliwości nowotworu w odniesieniu do cech 

klinicznych pacjentów. 

 Szczegółowej analizie poddano również stopień złośliwości nowotworu według 

skali Fuhrmana w zależności od parametrów klinicznych. Do analizy statystycznej 

podzielono pacjentów na dwie grupy (grupa pierwsza to pacjenci ze stopniem 

złośliwości G1 lub G2, grupa druga to pacjenci ze stopniem złośliwości G3 lub G4).  

W analizie oceniano następujące parametry kliniczne: wiek, płeć, BMI, występowanie 

czynników ryzyka (nadciśnienie tętnicze krwi, stosowanie leków obniżających 

ciśnienie, cukrzyca, palenie papierosów), występowanie objawów przed rozpoznaniem 

guza nerki (krwiomocz, ból w okolicy lędźwiowej, spadek masy ciała), obecność 

przerzutów do płuc, występowanie choroby nowotworowej przed rozpoznaniem raka 

nerki, chorób towarzyszących rakowi nerki, tj. choroba niedokrwienna serca oraz 

chorób układu krążenia i układu oddechowego, dodatni wywiad rodzinny w kierunku 

chorób nerek, RCC oraz innych nowotworów złośliwych, wyników laboratoryjnych 

(stężenia hemoglobiny i kreatyniny). 

    Wykazano statystycznie istotną zależność pomiędzy paleniem papierosów  

a stopniem złośliwości nowotworu (p = 0,0366). W wyniku analizy stwierdzono, że 

palenie tytoniu zwiększa ryzyko raka jasnokomórkowego nerki o większym stopniu 

złośliwości.  Dla badanych cech OR = 2.364; 95% CI (1.048 -  5.331). Na tej podstawie 

stwierdzono, że wysoki stopień złośliwości nowotworu (G3 lub G4) występował ponad 

dwukrotnie częściej u pacjentów palących niż niepalących. Otrzymane wyniki 

przedstawiono na rycinie 43. 
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Rycina 43. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy stopniem złośliwości nowotworu 

a paleniem tytoniu (p = 0,0366). Przedstawiono procentowy rozkład pacjentów  

w poszczególnych grupach: palący (n = 43), niepalący (n = 56). 

                                                                                                                                                                                              

 Stwierdzono istotną zależność pomiędzy stopniem złośliwości raka 

jasnokomórkowego nerki a występowaniem objawów przed rozpoznaniem guza nerki. 

Istotnie częściej objawy zgłaszali pacjenci z rakiem bardziej złośliwym (G3 i G4)  

w porównaniu z pacjentami z rakiem o niższym stopniu złośliwości (G1 i G2); p = 

0,0003. OR = 5.5604; 95% CI (2,097 - 14,743). Dane przedstawiono na rycinie 44.  

 Poniżej, na rycinie 45 przedstawiono dane dotyczące występowania zależności 

pomiędzy stopniem złośliwości a obecnością lub brakiem krwiomoczu (p = 0,0490). Na 

podstawie obliczonego ilorazu szans (OR = 4,780) można przypuszczać, że w grupie 

pacjentów z rakiem nisko zróżnicowanym (G3 i G4) krwiomocz występuje prawie  

5 - krotnie częściej niż w grupie pacjentów z rakiem dobrze zróżnicowanym (G1 i G2). 

Jednakże przedział ufności obejmuje wartość neutralną (95% CI: 0.9609 - 23.784) i nie 

jest istotny statystycznie.   
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Rycina 44. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy stopniem złośliwości a 

występowaniem objawów (p = 0,0003). 

 

 
Rycina 45. Test niezależności χ2: zależność pomiędzy stopniem złośliwości a występowaniem 

krwiomoczu (p = 0,0490); 95% CI: 0.9609 - 23.784) nie jest istotna statystycznie.   

 

 Na kolejnej rycinie 46 ukazano istotną zależność pomiędzy stopniem 

złośliwości a zgłaszaniem bólu w okolicy lędźwiowej przez pacjentów przed 

rozpoznaniem u nich guza nerki (p = 0,0165). Pacjenci z nowotworem o wyższym 

stopniu złośliwości (G3 i G4) odczuwali ból w okolicy lędźwiowej 4 – krotnie częściej 

niż pacjenci z nowotworem mniej złośliwym (G1 i G2), OR = 4.243; 95% CI (1.275 - 

14.117). 
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Rycina 46. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy stopniem złośliwości a 

zgłaszaniem bólu w okolicy lędźwiowej przez pacjentów (p = 0,0165). 

 

 Nie wykazano istotnej zależności pomiędzy stopniem złośliwości nowotworu  

a pozostałymi cechami uwzględnionymi w analizie statystycznej. 

 

4.3.4. Analiza parametrów klinicznych w zależności od obecności 

mutacji genu VHL. 

 Analizie poddano występowanie zależności pomiędzy obecnością lub brakiem 

mutacji w genie VHL a parametrami klinicznym.  

 Porównując pacjentów względem występowania lub braku mutacji w genie VHL 

stwierdzono istotną różnicę wieku (p = 0,0330). W grupie pacjentów z mutacją (n = 53) 

średnia wieku (65,66 +/- 8,58 lat) była istotnie wyższa niż w grupie pacjentów bez 

mutacji w genie VHL (n = 43), gdzie średnia wynosiła 60,58 +/- 12,05 lat. Dane 

przedstawiono na rycinie 47.  
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Rycina 47. Wiek w grupie pacjentów z mutacją genu VHL (n = 53) oraz w grupie bez mutacji 

genu VHL (n = 43). Test U Manna – Whitneya: różnica istotna statystycznie (p = 0,0330). Wiek 

[lata]. 

 

 Postanowiono dokonać oceny zależności obecności mutacji w genie VHL w 

odniesieniu do czynników ryzyka raka nerki: nadciśnienia tętniczego krwi, BMI, 

palenia papierosów. Wykazano istotną zależność pomiędzy obecnością mutacji genu 

VHL a występowaniem nadciśnienia tętniczego krwi (p = 0,0196). U pacjentów  

z mutacją istotnie częściej stwierdzano nadciśnienie tętnicze krwi niż u pacjentów bez 

mutacji genu VHL. Dane z analizy zebrano w tabeli 25. W odniesieniu do BMI oraz 

palenia tytoniu nie wykazano istotnych zależności.  

Obecność mutacji 

w genie VHL 

Nadciśnienie tętnicze 

zdiagnozowane 

Ciśnienie tętnicze 

w normie 

tak 
n = 41 (77,36%) n = 12 (22,64%) 

nie n = 23 (54,76%) n = 19 (45,24%) 

Tabela 25. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy obecnością mutacji w genie VHL 

a występowaniem nadciśnienia tętniczego krwi (p = 0,0196). Podano liczbę i procent pacjentów 

w danych grupach. 

 

 Analizie poddano zależności pomiędzy obecnością mutacji genu VHL  

a występowaniem objawów przed rozpoznaniem raka nerki, krwiomoczu, bólu w 

okolicy lędźwiowej, spadku masy ciała. Nie wykazano istotnych zależności w 

odniesieniu do występowania objawów związanych z rakiem nerki rozpatrywanych 

ogółem. Chociaż zaobserwowano istotne statystycznie zależności pomiędzy obecnością 
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mutacji genu VHL a występowaniem bólu w okolicy lędźwiowej (p = 0,0184) to nie 

można wykluczyć wyniku fałszywie dodatniego ze względu na małą liczbę osób 

zgłaszających ból (n = 17).  

 Wykazano istotną zależność pomiędzy obecnością mutacji genu VHL  

a stopniem zróżnicowania nowotworu (p = 0,0266). W grupie osób z mutacją (n = 53) 

istotnie rzadziej rozpoznano ccRCC o wysokim stopniu złośliwości (G3 lub G4 wg 

Fuhrmana) w porównaniu z grupą pacjentów bez mutacji (n = 43). W tabeli 26 i na 

rycinie 48 ukazano otrzymane wyniki. 

Obecność mutacji 

w genie VHL 

Stopień złośliwości 

G1 + G2 

Stopień złośliwości 

G3 + G4 

tak 
n = 33 (62,26%) n = 20 (37,74%) 

nie n = 17 (39,53%) n = 26 (60,47%) 

Tabela 26. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy obecnością mutacji w genie VHL 

a stopniem złośliwości nowotworu (p = 0,0266). Podano liczbę i procent pacjentów w danych 

grupach. 

 

 
Rycina 48. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy obecnością mutacji w genie VHL 

a stopniem złośliwości nowotworu wg klasyfikacji Fuhrmana (p = 0,0266). 

 

 Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono brak istotnych statystycznie 

zależności pomiędzy obecnością mutacji w genie VHL a następującymi parametrami 

klinicznymi: płeć, cukrzyca, choroba niedokrwienna serca, choroby układu krążenia  
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i oddechowego, choroba nowotworowa przed rozpoznaniem RCC, dodatni wywiad 

rodzinny w kierunku chorób nerek, nowotworów złośliwych, RCC, raka trzustki, 

wyników laboratoryjnych: morfologii i stężenia kreatyniny we krwi.  

 Podobnie nie wykazano istotnych zależności pomiędzy obecnością mutacji  

a stopniem zaawansowania klinicznego. W analizie uwzględniono podział na trzy grupy 

pacjentów przedstawiony powyżej. W tabeli 27 zestawiono dane, z których wynika, że 

rozkład pacjentów w Gr1 (pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki), Gr2 (pacjenci z 

rakiem naciekającym tłuszcz okołonerkowy) oraz Gr3 (pacjenci z przerzutami do płuc) 

jest podobny u pacjentów z mutacją jak i u pacjentów z brakiem mutacji. 

Obecność mutacji 

w genie VHL 
Gr1 Gr2 Gr3 

tak n = 29 (54,72%) n = 18 (33,96%) n = 6 (11,32%) 

nie n = 27 (62,79%) n = 12 (27,91%) n = 4 (9,30%) 

Tabela 27. Test niezależności χ2: brak istotnych zależności pomiędzy obecnością mutacji w 

genie VHL a stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu. Podano liczbę i procent 

pacjentów w danych grupach.  Gr1 pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki, Gr2 pacjenci z 

rakiem naciekającym na tkankę tłuszczową okołonerkową, Gr3 pacjenci z przerzutami do płuc. 

 

 Ocenie poddano wielkość guza względem obecności mutacji w genie VHL. W 

grupie pacjentów z mutacją (n = 53) maksymalny wymiar guza wynosił średnio 56,79 

+/- 25,86mm, a minimalny wymiar guza średnio 45,07 +/- 18,90mm. W grupie 

pacjentów bez mutacji (n = 43) odpowiednio 56,46 +/- 29,06mm dla wymiarów 

maksymalnych i 47,28 +/- 22,63mm dla wymiarów minimalnych. Różnice te nie były 

istotne statystycznie. Dane z analizy ukazano na rycinie 49 dla wymiarów 

maksymalnych guza, a na rycinie 50 dla wymiarów minimalnych. 
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Rycina 49. Wielkość maksymalna guza w grupie pacjentów bez mutacji w genie VHL (n = 43) 

oraz w grupie pacjentów z mutacją w genie VHL (n = 53). Test U Manna – Whitneya: p = NS. 

Tumsize1 - największy wymiar guza [mm]. 
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Rycina 50. Wielkość minimalna guza w grupie pacjentów bez mutacji w genie VHL (n = 43) 

oraz w grupie pacjentów z mutacją w genie VHL (n = 53). Test U Manna – Whitneya: p = NS. 

Tumsize3 - wielkość minimalna guza [mm]. 
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4.3.5. Analiza parametrów klinicznych w zależności od funkcjonalności 

białka VHL. 

 Przy pomocy programu PolyPhen-2 analizowano wpływ mutacji na funkcje 

białka VHL (pVHL), co zostało opisane w rozdziale IV.2.5. W analizie statystycznej 

uwzględniono przedstawiony powyżej podział pacjentów na dwie grupy w zależności 

od funkcjonalności białka VHL.  

 Poddano ocenie funkcjonalność białka VHL pod względem następujących 

parametrów klinicznych: wiek, płeć, występowanie czynników ryzyka raka nerki, tj. 

nadciśnienia tętniczego krwi, palenia papierosów, BMI, występowania objawów, 

krwiomoczu, bólu w okolicy lędźwiowej, spadku masy ciała, stopień zaawansowania 

klinicznego nowotworu, stopień złośliwości nowotworu, obecności przerzutów do płuc, 

występowanie chorób współistniejących: cukrzyca, choroba niedokrwienna serca, 

choroba nowotworowa przed rozpoznaniem raka nerki, dodatni wywiad rodzinny  

w kierunku chorób nerek, nowotworu złośliwego, RCC, raka trzustki oraz badania 

laboratoryjne, tj. poziom hemoglobiny i stężenie kreatyniny we krwi. 

 Analizując grupy pacjentów względem przewidywanej funkcjonalności białka 

VHL stwierdzono istotną różnicę wieku (p = 0,0115). W grupie pacjentów z zaburzoną 

funkcją pVHL (n = 49) średnia wieku wynosiła 66,12 +/- 8,70 lat, a w grupie pacjentów 

z zachowaną funkcją pVHL (n = 47) 60,53 +/- 11,57 lat. Dane z analizy przedstawiono 

na rycinie 51. 
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Rycina 51. Wiek w grupie pacjentów z przewidywaną zaburzoną funkcją białka VHL (n = 49) 

oraz w grupie pacjentów z prawidłową funkcją białka VHL (n = 47). Test U Manna – Whitneya: 

różnica istotna statystycznie (p = 0,0115). Wiek [lata]. 

 

 Wykazano istotną zależność pomiędzy przewidywaną funkcjonalnością białka 

VHL a występowaniem nadciśnienia tętniczego krwi (p = 0,0300). W grupie pacjentów 

z zaburzoną funkcją pVHL (n = 49) istotnie częściej występowało nadciśnienie tętnicze 

w porównaniu do grupy pacjentów z zachowaną funkcją pVHL (n = 46). Dane 

przedstawiono w tabeli 28.  

Funkcja białka VHL 
Nadciśnienie tętnicze 

zdiagnozowane 

Ciśnienie tętnicze 

w normie 

zaburzona 
n = 38 (77,55%) n = 11 (22,45%) 

prawidłowa n = 26 (56,52%) n = 20 (43,48%) 

Tabela 28. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy przewidywaną funkcjonalnością 

białka VHL a występowaniem nadciśnienia tętniczego krwi (p = 0,0300). Podano liczbę  

i procent pacjentów w danych grupach. 

 

 Pozostałe parametry kliniczne poddane analizie nie wykazywały istotnych 

zależności względem funkcjonalności białka VHL. W tabeli 29 zestawiono dane z 

analizy zależności w odniesieniu do stopnia złośliwości. W grupie pacjentów z 

zaburzoną funkcją pVHL częściej rozpoznano raka o niskim stopniu złośliwości (G1 

lub G2) w porównaniu z grupą pacjentów z zachowaną funkcją pVHL, jednak 

zależności te nie są istotne statystycznie (p = 0,0517). 
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Funkcja białka VHL 
Stopień złośliwości 

G1 + G2 

Stopień złośliwości 

G3 + G4 

zaburzona 
n = 30 (61,22%) n = 19 (38,78%) 

prawidłowa n = 20 (42,55%) n = 27 (57,45%) 

Tabela 29. Test niezależności χ2: brak istotnej zależności pomiędzy przewidywaną 

funkcjonalnością pVHL a stopniem złośliwości nowotworu, p = NS. Podano liczbę i procent 

pacjentów w danych grupach. 

 

4.3.6. Analiza parametrów klinicznych w zależności od rodzaju 

mutacji (somatycznej czy germinalnej). 

 Poddano analizie występowanie zależności pomiędzy obecnością mutacji 

somatycznych lub germinalnych a cechami klinicznymi badanych pacjentów, tj. płeć, 

BMI, występowanie czynników ryzyka (palenie papierosów, nadciśnienie tętnicze, 

cukrzyca), występowanie objawów przed rozpoznaniem ccRCC (krwiomocz, ból w 

okolicy lędźwiowej, spadek masy ciała), występowanie chorób nowotworowych przed 

rozpoznaniem ccRCC, występowanie chorób towarzyszących ccRCC, dodatni wywiad 

rodzinny w kierunku chorób nerek oraz chorób nowotworowych, stopień 

zaawansowania klinicznego choroby nowotworowej, stopień złośliwości nowotworu, 

badania laboratoryjne. 

 Wykazano zależność pomiędzy rodzajem mutacji (somatycznej lub germinalnej) 

a stężeniem kreatyniny w surowicy krwi, dane przedstawiono w tabeli 30. U pacjentów 

z mutacją germinalną częściej stwierdzono stężenie kreatyniny powyżej normy  

(p = 0,0261) ale ze względu na małą grupę tych pacjentów (n = 2) nie można uznać jej 

za statystycznie reprezentatywną.  

 Pozostałe cechy nie wykazywały zależności z występowaniem mutacji 

somatycznej lub germinalnej. 

Obecność mutacji 
Stężenie kreatyniny 

w normie 

Stężenie kreatyniny 

powyżej normy 

somatyczna 
n = 44 (86,27%) n = 7 (13,73%) 

germinalna n = 0 (0,00%) n = 2 (100,00%) 

Tabela 30. Test niezależności χ2: zależność pomiędzy występowaniem typu mutacji 

(somatyczna lub germinalna) a stężeniem kreatyniny (p = 0,0261). Ze względu na bardzo małe 

grupy pacjentów należy być ostrożnym w wyciąganiu wniosków. Podano liczbę i procent 

pacjentów w danych grupach. 



Wyniki   

97 

 

4.3.7. Analiza parametrów klinicznych w zależności od lokalizacji 

mutacji w poszczególnych egzonach.   

 Postanowiono dokonać oceny zależności lokalizacji mutacji w poszczególnych 

egzonach genu VHL w odniesieniu do cech klinicznych. W analizie uwzględniono 

następujące cech kliniczne: wiek, BMI, występowanie czynników ryzyka raka nerki: 

nadciśnienie tętnicze, palenie papierosów, występowanie objawów, krwiomoczu, bólu 

w okolicy lędźwiowej, spadku masy ciała, występowanie chorób towarzyszących, 

cukrzyca, choroba niedokrwienna serca, choroby układu krążenia i układu 

oddechowego, stopień zaawansowania klinicznego, wielkość guza, stopień złośliwości 

nowotworu, dodatni wywiad rodzinny w kierunku chorób nerek oraz chorób 

nowotworowych, RCC, raka trzustki, badania laboratoryjne: morfologia, stężenie 

kreatyniny i elektrolitów we krwi. 

 Wykazano istotną zależność pomiędzy lokalizacją mutacji w genie VHL a BMI         

(p = 0,0220). Podczas analizy uwzględniono podział BMI przedstawiony w rozdziale 

IV.1.1 (norma, nadwaga, otyłość). Stwierdzono, że w grupie pacjentów z mutacją  

w egzonie 1 (n = 28) częściej stwierdzono nadwagę lub otyłość w porównaniu do 

pacjentów z mutacją w egzonie 2 (n = 13) lub egzonie 3 (n = 12). Dane dotyczące 

analizy zebrano w tabeli 31.  

 Pozostałe cechy kliniczne nie wykazywały istotnej zależności w odniesieniu do 

lokalizacji mutacji w genie VHL. 

BMI Egzon 1 Egzon 2 Egzon 3 

norma n  =  1  (3,57%) n = 4 (30,77%) n = 5 (41,67%) 

nadwaga n = 19 (67,86%) n = 7 (53,85%) n = 3 (25,00%) 

otyłość n = 8  (28,57%) n = 2 (15,38%) n = 4 (33,33%) 

Tabela 31. Test niezależności χ2: zależność pomiędzy występowaniem nadwagi i otyłości  

a lokalizacją mutacji w poszczególnych egzonach genu VHL (p = 0,0220). BMI [kg/m
2
] norma 

(BMI od 18,5 do 24,99), nadwaga (BMI od 25,0 do 29,99), otyłość (BMI > 30). Podano liczbę  

i procent pacjentów w danych grupach. 
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4.3.8. Analiza parametrów klinicznych w zależności od typu mutacji 

(punktowa czy z przesunięciem ramki odczytu). 

 Poddano analizie występowanie zależności pomiędzy obecnością mutacji 

punktowych lub z przesunięciem ramki odczytu a cechami klinicznymi badanych 

pacjentów, tj. wiek, BMI, występowanie czynników ryzyka raka nerki: nadciśnienie 

tętnicze, palenie papierosów, występowanie objawów, krwiomoczu, bólu w okolicy 

lędźwiowej, spadku masy ciała, występowanie chorób towarzyszących, cukrzyca, 

choroba niedokrwienna serca, choroby układu krążenia i układu oddechowego, stopień 

zaawansowania klinicznego, wielkość guza, stopień złośliwości nowotworu, dodatni 

wywiad rodzinny w kierunku chorób nerek oraz chorób nowotworowych, RCC, raka 

trzustki, badania laboratoryjne: morfologia, stężenie kreatyniny i elektrolitów we krwi. 

 Analizując BMI uwzględniono podział przedstawiony w rozdziale IV.1.1 

(norma, nadwaga, otyłość). Wykazano istotną zależność pomiędzy typem mutacji 

(punktowa czy z przesunięciem ramki odczytu) a BMI (p = 0,0265). Stwierdzono,  

że w grupie pacjentów z mutacją punktową (n = 16) istotnie częściej występuje 

nadwaga lub otyłość w porównaniu z grupą pacjentów z mutacją z przesunięciem ramki 

odczytu (n = 37). Dla celów statystycznych jednego pacjenta, u którego występowały 

jednocześnie dwie mutacje (punktowa i z przesunięciem ramki odczytu) włączono do 

grupy pacjentów z mutacją z przesunięciem ramki odczytu. Dane przedstawiono  

w tabeli 32.  

 Dokonując szczegółowej analizy pacjentów z prawidłową masą ciała 

i z otyłością wykazano istotność statystyczną (p = 0, 0187). Stwierdzono, że w grupie 

pacjentów z mutacją punktową 12 razy częściej występuje otyłość niż prawidłowe BMI, 

OR = 12; 95% CI (1.177 - 122.34).  Podobnie stwierdzono istotną różnicę porównując 

pacjentów z nadwagą i z otyłością (p = 0,0333). W grupie pacjentów z mutacją 

punktową ponad 4 – krotnie częściej stwierdzono otyłość niż nadwagę, OR = 4,190; 

95% CI (1.077 – 16.298). 
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Typ mutacji BMI w normie Nadwaga Otyłość 

punktowa n = 1 (6,25%) n = 7 (43,75%) n = 8 (50,00%) 

frameshift n = 9 (24,32%) n = 22 (59,46%) n = 6 (16,22%) 

Tabela 32. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy typem mutacji genu VHL 

(mutacja punktowa/ frameshift) a BMI (p = 0,0220). Frameshift – mutacja z przesunięciem 

ramki odczytu. BMI [kg/m
2
] norma (BMI od 18,5 do 24,99), nadwaga (BMI od 25,0 do 29,99), 

otyłość (BMI > 30). Podano liczbę i procent pacjentów w danych grupach. 

 

 Na podstawie przeprowadzonej analizy wykazano istotną zależność pomiędzy 

typem mutacji (punktowa czy z przesunięciem ramki odczytu) a występowaniem 

objawów przed rozpoznaniem raka nerki (p = 0,0104). Objawy występowały 5 – krotnie 

częściej w grupie pacjentów z mutacją punktową (n = 16) w porównaniu z grupą 

pacjentów z mutacją z przesunięciem ramki odczytu (n = 37). OR = 5,167; 95% CI 

(1.389 – 19.216). Dane dotyczące analizy zebrano w tabeli 33. 

Typ mutacji Objawy występują Brak objawów 

punktowa n = 8 (50,00%) n = 8 (50,00%) 

frameshift n = 6 (16,22%) n = 31 (83,78%) 

Tabela 33. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy typem mutacji genu VHL 

(mutacja punktowa/ frameshift) a występowaniem objawów (p = 0,0104). Frameshift – mutacja 

z przesunięciem ramki odczytu. Podano liczbę i procent pacjentów w danych grupach. 

 

 Poniżej, w tabeli 34 zebrano dane dotyczące analizy zależności pomiędzy typem 

mutacji (punktowa czy z przesunięciem ramki odczytu) a występowaniem bólu  

w okolicy lędźwiowej. Wykazano istotność statystyczną zależności na poziomie  

p = 0,0250. Po obliczeniu ilorazu szans stwierdzono, że w grupie pacjentów z mutacją 

punktową (n = 16) ból w okolicy lędźwiowej występował 12 razy częściej niż w grupie 

pacjentów z mutacją z przesunięciem ramki odczytu (n = 37). OR = 12; 95% CI (1.219 

– 118.17). 
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Typ mutacji Ból występuje Brak bólu 

punktowa n = 4 (25,00%) n = 12 (75,00%) 

frameshift n = 1 (2,70%) n = 36 (97.30%) 

Tabela 34. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy typem mutacji genu VHL 

(mutacja punktowa/ frameshift) a występowaniem bólu w okolicy lędźwiowej (p = 0,0250). 

Frameshift – mutacja z przesunięciem ramki odczytu. Podano liczbę i procent pacjentów w 

danych grupach. 

 

 Wykazano istotną zależność pomiędzy typem mutacji (punktowa czy  

z przesunięciem ramki odczytu) a dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku chorób 

nerek (p = 0,0104). W grupie pacjentów z mutacją punktową (n = 16) 5 razy częściej 

krewni I-go i II-go stopnia byli leczeni z powodu chorób nerek w porównaniu z grupą 

pacjentów z mutacją z przesunięciem ramki odczytu (n = 37). OR = 5,167; 95%  CI 

(1.389 – 19.216). Dane dotyczące analizy zebrano w tabeli 35.     

Typ mutacji 
Choroby nerek u krewnych 

pacjentów z ccRCC 

Brak chorób nerek u krewnych 

pacjentów z ccRCC 

punktowa n = 8 (50,00%) n = 8 (50,00%) 

frameshift n = 6 (16,22%) n = 31 (83,78%) 

Tabela 35. Test niezależności χ2: istotna zależność pomiędzy typem mutacji genu VHL 

(mutacja punktowa/ frameshift) a dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku chorób nerek (p 

= 0,0104).  Frameshift – mutacja z przesunięciem ramki odczytu. Podano liczbę i procent 

pacjentów w danych grupach 

 

 Pozostałe badane zależności pomiędzy parametrami klinicznymi 

(wymienionymi powyżej, str.45) w odniesieniu do typu mutacji punktowych lub  

z przesunięciem ramki odczytu były nieistotne statystycznie. 
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5. Omówienie. 

 Rak nerki stanowi od 2 do 3 procent wszystkich nowotworów złośliwych. 

Mężczyźni chorują częściej niż kobiety. U mężczyzn współczynnik zapadalności 

wynosi 11,8 a współczynnik śmiertelności 4,1 na 100 000 mieszkańców, u kobiet 

odpowiednio 5,8 i 1,7. Dane dotyczą krajów wysokorozwiniętych [144].  

 Dostępne publikacje dotyczące czynników predysponujących do powstania raka 

nerki mówią o paleniu papierosów, otyłości i nadciśnieniu tętniczym [9, 11, 145]. 

Ryzyko wystąpienia raka nerki zwiększa posiadanie krewnego I – go stopnia, u którego 

rozpoznano RCC [146]. Rak nerki stanowi niejednorodną histologicznie grupę 

nabłonkowych nowotworów złośliwych, z czego najczęściej (70-80%) rozpoznawany 

jest rak jasnokomórkowy [23]. Ze względu na jego częstość występowania oraz ze 

względu na fakt, że charakteryzuje się gorszym rokowaniem w porównaniu z innymi 

typami RCC, rak jasnokomórkowy nerki był przedmiotem wielu badań naukowych. 

Analiza genetyczna rodzin z zespołem von Hippel – Lindau przyniosła odkrycie genu 

VHL. Gen ten pełni funkcje supresorowe w komórce. W wyniku kontrolowania ilości 

czynnika transkrypcyjnego HIFα w zależności od utlenowania komórki, białko VHL 

reguluje ekspresję genów proangiogennych. Białko VHL poprzez kontrolę cyklu 

komórkowego wpływa na wzrost i apoptozę komórek, bierze udział w organizacji 

filamentów aktynowych i mikrotubul oraz w tworzeniu macierzy pozakomórkowej 

[104]. W świetle dostępnych badań uważa się, że mutacja genu VHL predysponuje do 

powstania raka jasnokomórkowego nerki, zarówno występującego rodzinnie w zespole 

von Hippel – Lindau, jak i występującego sporadycznie [111, 112, 126, 147, 148, 149].  

 W kontekście badań prowadzonych w Stanach Zjednoczonych Ameryki 

Północnej oraz w Europie Zachodniej dotyczących mutacji genu VHL w sporadycznie 

występującym ccRCC nasuwa się pytanie jak wygląda sytuacja w Polsce. Zgodnie  

z ogólnie dostępnymi danymi w Zakładzie Genetyki i Patomorfologii PUM  

w Szczecinie prowadzone są badania nad mutacjami germinalnymi pacjentów  

z zespołem von Hippel – Lindau [150, 151]. W ostatnich latach pojawiły się publikacje 

dotyczące mutacji genu VHL w guzach ośrodkowego układu nerwowego oraz w guzach 

chromochłonnych nadnercza [152, 153, 154]. Do tej pory nie ukazała się żadna 

publikacja dotycząca mutacji genu VHL w sporadycznie występującym ccRCC polskiej 

populacji. Ten fakt skłonił mnie do podjęcia niniejszych badań.  
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 W dostępnym piśmiennictwie częstość mutacji genu VHL w sporadycznym raku 

jasnokomórkowym nerki ocenia się na 42 - 82%, zależnie od autora publikacji [126, 

128, 129,  130, 131, 149]. Brauch i wsp. badali 227 pacjentów z guzami nerki z trzech 

ośrodków medycznych w Niemczech. Badania genetyczne (mutacje w genie VHL, 

metylację promotora oraz utratę heterozygotyczności) badano we wszystkich typach 

histologicznych guzów nerek, ccRCC stanowiło 151 guzów. Największą częstość 

mutacji somatycznej genu VHL stwierdzono w raku jasnokomórkowym nerki na 

poziomie 42%, różnica była istotna statystycznie w porównaniu z innymi typami 

histologicznymi. Na podobnym poziomie (46%) częstość mutacji genu VHL w guzach 

jasnokomórkowym nerki wykazali badacze z Uniwersytetu w Cambridge [129]. Foster  

i wsp. włączyli do badań 99 pacjentów z RCC, różniących się histologicznie, z czego 65 

pacjentów miało ccRCC. Nieco wyższy odsetek mutacji w genie VHL stwierdzili 

badacze z Japonii. Shuin i wsp. zakwalifikowali do badań 47 pacjentów, po ocenie 

histopatologicznej, u 39 rozpoznano rak jasnokomórkowy, u 8 inne typy raka nerki. 

Spośród 39 pacjentów z ccRCC, mutację genu VHL stwierdzono u 22 pacjentów (56%). 

Holenderscy badacze (van Houwelingen i wsp.) wykorzystując bloczki parafinowe 235 

guzów nerek, stwierdzili mutacje genu VHL u 61% raków jasnokomórkowych nerki 

(mutacje obecne w 114 guzach z 187 guzów ccRCC). W powyżej opisanych badaniach 

do wykrywania mutacji stosowano metodę SSCP (z ang. single strand conformation 

polimorphism). Jest to metoda badania polimorfizmu konformacyjnego jednoniciowego 

DNA. Foster i Shuin wykorzystywali dodatkowo analizę heterodupleksów – HET  

(z ang. heteroduplex analysis). DNA pacjentów, u których wykryto polimorfizm, było 

poddane sekwencjonowaniu.  

 W moich badaniach mutacje genu VHL stwierdzono u 53 pacjentów z 96 

badanych. U wszystkich pacjentów zakwalifikowanych do badań rozpoznano 

jasnokomórkowy rak nerki. Materiał pozyskiwano z guza bezpośrednio po operacji. Do 

wykrywania mutacji stosowano metodę sekwencjonowania. Częstość mutacji (55%) 

była na nieco wyższym poziomie w porównaniu do wyników uzyskanych przez 

autorów omówionych powyżej. 

 Różnice w obserwowanych proporcjach mutacji genu VHL można przypisywać 

technice wykrywania mutacji (SSCP w przeciwieństwie do bezpośredniego 

sekwencjonowania). Pod uwagę należy wziąć sposób pozyskiwania materiału do badań 

(bloczki parafinowe guzów czy tkanka z guza pobierana po operacji na potrzeby 
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badania). Dużą wagę przywiązuje się do dokładnej weryfikacji histopatologicznej guza  

i eliminacji z badań innych typów RCC niż rak jasnokomórkowy. 

 Nie mniej istotny wydaje się fakt „zanieczyszczenia” materiału poprzez komórki 

wchodzące w skład guza, nie będące komórkami ccRCC. Na co zwrócili szczególną 

uwagę w badaniach Young i wsp. [126]. Badacze z Wielkiej Brytanii oszacowali ilość 

komórek ccRCC w próbkach guza przeznaczonych do izolacji DNA używając 

PicoGreen® dsDNA assay. Próbki zawierające poniżej 50% komórek raka były 

odrzucane z analizy. Zwracano uwagę na dokładną kwalifikację histologiczną jedynie 

raka jasnokomórkowego. Zachowując powyższe kryteria kwalifikacji i po zastosowaniu 

bezpośredniego sekwencjonowania Young podaje wyższą częstość mutacji od 

poprzedników (na poziomie 74,6%). Należy podkreślić, że Young wymienił wszystkie 

mutacje genu VHL, również występujące w intronach, w pobliżu miejsc splicingowych. 

Po odjęciu tychże mutacji, częstość mutacji w sekwencji kodującej wyniosło 66%.  

 Z kolei Nickerson i wsp. szczególną uwagę zwracają na metodę zastosowaną do 

wykrywania mutacje [149]. Badacze zastosowali nowoczesną metodę skanowania DNA 

przy użyciu endonukleaz oraz sekwencjonowanie fluorescencyjne Sangera. Wykazali 

wyższość tych metod nad SSCP oraz DHPLC (z ang. Denaturing High-Performance 

Liquid Chromatography, czyli wysokosprawna denaturująca chromatografia cieczowa) 

stwierdzając mutacje u 82% przypadków (169/205). Stosując skanowanie DNA przy 

użyciu endonukleaz analizowali cały gen VHL, również introny. Mutacje w miejscach 

splicingowych stwierdzili w 15 przypadkach (spośród 169 przypadków z mutacjami 

genu VHL). Podobnie jak Young i wsp. przed izolacją DNA z tkanki guza zastosowali 

weryfikację proporcji komórek raka jasnokomórkowego do normalnych komórek  

w próbce badanej. Opierali się na recenzji patologa próbki (szkiełka H&E)  

i kwalifikowali do izolacji DNA fragmenty tkanki guza zawierające przynajmniej 70% 

komórek ccRCC. 

 Odnosząc się do wyżej opisanych publikacji, gdzie częstość mutacji była wyższa 

niż w moich badaniach należy podkreślić, że zaprojektowane startery miały za zadanie 

amplifikować jedynie egzony, nie badaliśmy intronów. Pomimo tych założeń u 3 

pacjentów, niejako przypadkowo stwierdziliśmy mutacje w intronach (w sekwencji 

przylegającej do egzonów). Young oraz Nickerson w badaniach zakładali ocenę 

sekwencji miejsc splicingowych.    
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 Sugeruje się, że częstość mutacji jest cechą danej populacji i zależy od 

czynników środowiskowych. W prezentowanej pracy wykryliśmy 25 nowych mutacji 

genu VHL. W dostępnym piśmiennictwie praktycznie brak publikacji dotyczących 

populacji polskiej uniemożliwia porównanie wyników moich badań.  

 Badania prowadzone nad chorobą von Hippel – Lindau dostarczyły dowodów na 

zależność pomiędzy genotypem a fenotypem. Specyficzne typy mutacji są związane  

z predyspozycją do tworzenia konkretnych guzów (rak jasnokomórkowy nerki, 

hemangioblastoma, guz chromochłonny nadnerczy) [155, 156, 157]. Ten fakt był 

przyczyną powstania klasyfikacji typów zespołu VHL (omówiono rozdział I.3.1.a)  

w zależności od rodzaju mutacji germinalnej występującej w rodzinie [158].  

W związku z tym kolejnym zagadnieniem, jakie w niniejszej pracy starano się 

rozwiązać, było wyjaśnienie, czy istnieje związek pomiędzy obecnością mutacji, oraz 

typem mutacji a cechami klinicznymi pacjentów z ccRCC. W świetle dostępnych badań 

o raku jasnokomórkowym nerki przyjmuje się, że ważnymi i niezależnymi czynnikami 

prognostycznymi są wielkość guza, stopień zaawansowania klinicznego, stopień 

złośliwości nowotworu, stan kliniczny pacjenta [159, 160, 161]. Badając zależności 

pomiędzy obecnością mutacji a wyżej wymienionymi parametrami klinicznymi podjęto 

próbę odpowiedzi, czy stan genu VHL może być użytecznym prognostycznym 

markerem u pacjentów z ccRCC. 

 W dostępnym piśmiennictwie wielkość guza opisywana jest jako czynnik 

prognostyczny dotyczący przeżycia związanego z nowotworem [162]. Ships i wsp. do 

badań włączyli 683 pacjentów operowanych na Oddziale Urologicznym Szpitala 

Uniwersyteckiego w Austrii. Badacze stwierdzili, że 5 – letnie przeżycia różnią się 

istotnie w zależności od wielkości guza, na korzyść pacjentów z guzami < 5cm. 

Wykazali istotną zależność pomiędzy rosnącym wymiarem guza a obecnością objawów 

przed rozpoznaniem raka nerki. W grupie pacjentów z guzem o średnicy 5cm lub 

mniejszym 12,6% (55 z 435) prezentowało objawy związane z guzem w porównaniu do 

35% (86 z 243) pacjentów w grupie z guzem większym niż 5cm. 

 W moich badaniach przeprowadzono ocenę wielkości guza w odniesieniu do 

parametrów klinicznych pacjentów i podobnie jak w publikacji z Austrii, stwierdzono 

istotną zależność pomiędzy wielkością guza a występowaniem objawów. W grupie 

pacjentów z krwiomoczem wielkość maksymalna guza była istotnie większa niż  
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w grupie pacjentów bez krwiomoczu; p = 0,0339. Podobnie minimalna wielkość guza 

była istotnie większa w grupie pacjentów z krwiomoczem w porównaniu do grupy 

pacjentów bez krwiomoczu; p = 0,0257. Wykazano, że różnice wielkości maksymalnej  

i minimalnej guza w grupie pacjentów zgłaszających ból w okolicy lędźwiowej  

w porównaniu do grupy bez bólu były znamienne statystycznie, p = 0,0495 oraz  

p = 0,0338 (dla wielkości maksymalnej oraz minimalnej). Wymiary guza były większe 

w grupie pacjentów zgłaszających ból w okolicy lędźwiowej. Ponadto wykazano,  

iż wymiary guza (maksymalny i minimalny) są istotnie większe w grupie pacjentów  

ze spadkiem masy ciała w porównaniu do grupy bez spadku masy; p = 0,0003 oraz  

p = 0,0006 (dla wymiarów maksymalnych i minimalnych). Dane te sugerują istotny 

związek pomiędzy wielkością guza a występowaniem objawów. 

 Wielkość guza nerki w odniesieniu do stopnia zaawansowania klinicznego, 

stopnia zróżnicowania nowotworu, przeżycia i rokowania była przedmiotem badań Süer 

i wsp. [163]. Badacze z Turcji przeanalizowali 338 pacjentów z zaawansowaniem 

nowotworu na poziomie pT1 – pT3aN0M0 wg klasyfikacji TMN z 2002 roku. 

Wykazali, że w grupie pacjentów z guzem > 7cm istotnie częściej występuje wyższy 

stopień złośliwości nowotworu oraz naciek raka na tłuszcz okołonerkowy (pT3a)  

w porównaniu z grupą pacjentów z guzem  ≤ 7cm. W wyniku przeprowadzonej analizy, 

stwierdzili, iż wysoki stopień złośliwości (G3 i G4), wielkość guza > 7cm oraz naciek 

na tłuszcz okołonerkowy są istotnymi czynnikami prognostycznymi w ocenie przeżycia 

specyficznego dla nowotworu. 

 Obecnie przeprowadzone badania wykazały istotną zależność pomiędzy 

wielkością guza a stopniem zawansowania patologicznego; p < 0,0001 oraz p = 0,0001 

(dla wielkości maksymalnej oraz minimalnej). Stwierdzono, że w grupie pacjentów  

z rakiem ograniczonym do narządu wymiary guza są istotnie mniejsze niż w grupie 

pacjentów z naciekiem na tkankę tłuszczową i w grupie pacjentów z przerzutami do 

płuc. Najwyższą średnią wymiarów guza obliczono dla grupy pacjentów z przerzutami 

do płuc. W wyniku analizy wielkości guza w odniesieniu do stopnia zróżnicowania 

nowotworu stwierdzono istotną statystycznie różnicę wymiarów guza; p < 0,0001 oraz 

p < 0,0001 (dla wymiarów maksymalnych i minimalnych). Średnia wielkość 

maksymalna i minimalna guza była istotnie mniejsza w grupie pacjentów z dobrze 

zróżnicowanym rakiem jasnokomórkowym nerki (G1 i G2) niż w grupie pacjentów  

z rakiem słabo zróżnicowanym (G3 i G4). 
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 Na podstawie uzyskanych wyników można powiedzieć, że wraz z wielkością 

guza rośnie stopień zaawansowania patologicznego nowotworu (pTNM) oraz stopień 

złośliwości nowotworu wg Fuhrmana. Ostatnie doniesienia z 2012 roku [164, 165] 

potwierdzają te spostrzeżenia. Według Turun i wsp. zwiększenie wymiaru guza o 1cm 

był związany z istotnym statystycznie wzrostem ilorazu szans na rozpoznanie ccRCC  

o wysokim stopniu złośliwości (OR = 1,46; 95% CI: 1,31 – 1,63). Podobne obliczenia 

dokonano w odniesieniu do stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu. Iloraz 

szans dla zależności pomiędzy wysokim stopniem zaawansowania (pT3 lub pT4)  

a wielkością guza wynosił 1,67 (95% CI 1,39 – 2,00). Na podstawie danych Turun  

i wsp. stwierdzili, iż zwiększenie wymiaru guza o 1cm powoduje zwiększenie odsetka 

wysokiego stopnia zaawansowania o 67%. Do podobnych wniosków doszli Tabibi  

i wsp. [166]. Irańczycy włączyli do badań 212 pacjentów operowanych w Teheranie  

z powodu guza nerki. Wykazali, że stopień złośliwości nowotworu rośnie wraz ze 

wzrostem wymiarów guza (p = 0,007), również stopień zaawansowania klinicznego 

rośnie wraz z wielkością guza (p < 0,001). Autorzy przeanalizowali wielkość guza  

w odniesieniu do objawów: krwiomocz, ból w okolicy lędźwiowej oraz wyczuwalny 

guz w jamie brzusznej i stwierdzili, iż wielkość guza jest istotnie większa w grupie 

pacjentów zgłaszających objawy. W moich badaniach uzyskano podobne wyniki 

dotyczące zależności pomiędzy wielkością guza a występowaniem objawów oraz 

stopniem zaawansowania i stopniem złośliwości nowotworu. 

 Badania prezentowane w niniejszej rozprawie dostarczają oryginalnych 

spostrzeżeń odnośnie zależności pomiędzy wielkością guza a występowaniem  

u pacjentów dodatniego wywiadu rodzinnego w kierunku RCC (n = 4). Średnia 

wielkość guza była istotnie większa w grupie pacjentów, których co najmniej jeden  

z członków rodziny chorował na RCC; p = 0,0051 oraz p = 0,0308 (dla wielkości 

maksymalnej oraz minimalnej). Posiadanie krewnych z rakiem nerki sugeruje, że u tych 

pacjentów występuje skłonność do raka nerki i być może powstanie raka nerki  

w młodszym wieku. Stwierdzono wysoki stopień zaawansowania klinicznego, trzech 

pacjentów miało raka naciekającego tkankę tłuszczową (75%), z czego dwóch miało 

przerzuty do płuc (50%). U jednego pacjenta guz był obustronny w momencie 

rozpoznania (nie stwierdzono u niego mutacji genu VHL).  
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 Stopień zaawansowania nowotworu według klasyfikacji TNM jest uznawany za 

najważniejszy czynnik prognostyczny u pacjentów z RCC [167, 168]. Rak nerki został 

włączony do klasyfikacji TNM po raz pierwszy w 1974 roku [169]. Od tego czasu 

klasyfikacja TNM była wielokrotnie modyfikowana, aby udoskonalić wartość 

prognostyczną, a w konsekwencji wartość danych użytecznych w planowaniu strategii 

terapeutycznych. Ostatnie doniesienia potwierdzają wartość klasyfikacji TNM [170].  

W opublikowanej w 2012 roku pracy Ornellas i wsp. wykazali, że stopień 

zaawansowania nowotworu jest istotnie związany z progresją choroby oraz śmiercią 

zależną od nowotworu (p < 0,0001).  

 Süer i wsp. przebadali 338 pacjentów z rakiem nerki w stopniu zaawansowania 

pT1 – pT3aN0M0 [163]. Badacze z Turcji stwierdzili istotną statystycznie różnicę 

przeżycia specyficznego dla nowotworu pomiędzy grupą pacjentów z rakiem 

ograniczonym do nerki (pT1 – pT2) a grupą pacjentów z rakiem naciekającym  

na tkankę tłuszczową (pT3). Badania Süer i wsp. potwierdzają trafność dokonanego  

w mojej rozprawie podziału pacjentów na trzy grupy w zależności od stopnia 

zaawansowania nowotworu (grupa 1 to pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki, grupa 

2 to pacjenci z infiltracją torebki tłuszczowej nerki, grupa 3 to pacjenci z przerzutami do 

płuc).  

 W moich badaniach stwierdzono istotną zależność pomiędzy stopniem 

zaawansowania patologicznego (uwzględniając podział pacjentów na trzy grupy)  

a występowaniem objawów przed rozpoznaniem raka jasnokomórkowego nerki.  

W grupie 3-ej objawy występowały istotnie częściej niż w grupach 1-szej i 2-ej  

(p = 0,0125). W grupie pacjentów z przerzutami do płuc objawy występowały 7 razy 

częściej niż w grupie pacjentów z rakiem ograniczonym do nerki OR = 6,708; 95% CI 

(1.682 - 26.755). Różnice pomiędzy grupą 2 a grupą 3 nie były istotne statystycznie. 

 Dokonano również analizy poszczególnych objawów w odniesieniu do stopnia 

zaawansowania nowotworu, tj.: krwiomoczu, bólu w okolicy lędźwiowej, spadku masy 

ciała. Wykazano istotną zależność pomiędzy stopniem zaawansowania nowotworu  

a spadkiem masy ciała (p = 0,0002). Spadek masy ciała występował prawie 25 razy 

częściej w grupie pacjentów z przerzutami do płuc w porównaniu do grupy pacjentów 

bez przerzutów OR = 24,857; 95% CI (3.853 – 160.37). Pozostałe badane cechy nie 

wykazywały zależności istotnej statystycznie. 
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 Uzyskane przeze mnie wyniki wydają się być zbieżne z wynikami uzyskanymi 

przez Ships i wsp. [162]. Badacze z Austrii w publikacji poświęconej badaniu wpływu 

objawów na rokowanie pacjentów z rakiem nerki, analizowali również zależności 

pomiędzy występowaniem objawów a cechami klinicznymi pacjentów. Stwierdzili, że 

wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania nowotworu istotnie rośnie procent pacjentów 

prezentujących objawy w momencie rozpoznania raka nerki (p < 0,0001).  Ponadto 

Ships i wsp. wykazali, że przeżycia specyficzne dla nowotworu, 5 – letnie przeżycia 

i czas wolny od wznowy w grupie pacjentów bezobjawowych wynosiły odpowiednio 

91%, 83% i 80% i były istotnie wyższe w porównaniu z 65%, 60% i 55% dla grupy 

pacjentów zgłaszających objawy (p <0,0001). W analizie wielu zmiennych stwierdzili, 

iż obecność objawów jest niezależnym czynnikiem prognostycznym w ocenie przeżycia 

specyficznego dla nowotworu (p = 0,013). Badania autorów z Włoch i Francji 

potwierdzają istotną zależność pomiędzy występowaniem objawów w momencie 

rozpoznania raka nerki a przeżyciem specyficznym dla nowotworu [171, 172].  

 Dostępne publikacje na temat rozpoznania raka nerki głoszą, że pacjenci,  

u których rak nerki został wykryty przypadkowo charakteryzowali się lepszym 

rokowaniem niż pacjenci zgłaszający się do lekarza z powodu objawów związanych  

z rakiem nerki [173, 174, 175]. Autorzy tych publikacji wykazali, że u pacjentów 

zgłaszających objawy stwierdzono większy wymiar guza nerki, wyższy stopień 

zaawansowania i zróżnicowania nowotworu w porównaniu do pacjentów 

bezobjawowych. 

 Zależność pomiędzy występowaniem objawów przed rozpoznaniem raka nerki  

a stopniem zróżnicowania nowotworu stwierdzono również w moich badaniach  

(p = 0,0003). Pacjenci, u których rozpoznano ccRCC o wyższym stopniu złośliwości 

mieli ponad 5 razy częściej objawy w porównaniu do pacjentów z rakiem nerki  

o niższym stopniu złośliwości OR = 5.5604; 95% CI (2,097 - 14,743). Dodatkowo 

oceniono występowanie zależności pomiędzy stopniem zróżnicowania nowotworu  

a konkretnymi objawami: krwiomocz, ból w okolicy lędźwiowej, spadek masy ciała. 

Zauważono zależność stopnia złośliwości nowotworu w odniesieniu do objawów 

lokalnych związanych z RCC: krwiomoczu (p = 0,0490) oraz bólu (p = 0,0165).  

W grupie pacjentów z wyższym stopniem złośliwości krwiomocz i ból występował 

częściej niż w grupie pacjentów z nowotworem mniej złośliwym. Dla zależności 

pomiędzy stopniem złośliwości a krwiomoczem przedział ufności obejmuje wartość 
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neutralną i nie jest istotny statystycznie. Nie wykazano zależności w odniesieniu do 

objawów ogólnych (spadku masy ciała). 

 W wieloośrodkowym badaniu pod przewodnictwem Patard’a dokonano oceny 

wpływu objawów na rokowanie pacjentów z rakiem nerki [176]. Do badania włączono 

2242 pacjentów z pięciu ośrodków Europejskich. W zależności od występowania 

objawów w momencie diagnozy pacjentów podzielono na trzy grupy: S1 to pacjenci bez 

objawów, S2 – pacjenci z objawami lokalnymi (krwiomocz, ból w okolicy lędźwiowej, 

wyczuwalny guz w jamie brzusznej) oraz S3 – pacjenci z objawami ogólnymi. 

Wykazano istotą zależność pomiędzy występowaniem objawów (w analizie 

uwzględniono klasyfikację S1, S2, S3) a stopniem złośliwości nowotworu (p < 0,001). 

Patard i wsp. zaobserwowali wzrost częstości objawów lokalnych wraz ze wzrostem 

stopnia złośliwości nowotworu. Podobne zależności wykazałam w prezentowanych 

przeze mnie badaniach. Dodatkowo autorzy opisywanego wieloośrodkowego badania 

wykazali istotny wzrost występowania objawów ogólnych u pacjentów wraz ze 

wzrostem stopnia złośliwości nowotworu, czego nie zaobserwowano w moich 

badaniach. Może to wynikać z faktu, że w badaniach Patard i wsp. zakwalifikowali do 

analizy pacjentów z wszystkimi objawami ogólnymi (utrata apetytu, spadek masy ciała, 

osłabienie, gorączka, pocenie nocne, kaszel, objawy paraneoplastyczne), w moich 

badaniach dokonano analizy pojedynczych zmiennych, więc brano pod uwagę 

pacjentów tylko ze spadkiem masy ciała. W badaniach Patard i wsp. wykazali ponad to 

istotną zależność pomiędzy występowaniem objawów (z uwzględnieniem klasyfikacji 

S1, S2, S3) a stopniem zaawansowania nowotworu, stanem ogólnym pacjenta oraz 

przeżyciem specyficznym dla nowotworu (p < 0,001). 

 W prezentowanej przeze mnie rozprawie poddano analizie występowanie 

zależności pomiędzy stopniem zaawansowania nowotworu a stopniem złośliwości 

nowotworu (dwóch najważniejszych czynników prognostycznych w raku nerki)  

i uzyskano istotność statystyczną na poziomie (p = 0,0006). W grupie pacjentów  

z rakiem ograniczonym do nerki częściej występował rak jasnokomórkowy o niższym 

stopniu złośliwości niż rak o wyższym stopniu złośliwości. Odwrotnie było w grupie 

pacjentów z rakiem naciekającym na tłuszcz okołonerkowy oraz w grupie pacjentów  

z przerzutami do płuc. W tych grupach częściej występował rak bardziej złośliwy niż 

rak o mniejszym stopniu złośliwości.  
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 Założenie, że wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania nowotworu rośnie 

odsetek rozpoznań raka jasnokomórkowego nerki o wysokim stopniu złośliwości 

wydaje się być słuszne, jednak niewiele jest publikacji wykazujących istotność 

statystyczną tych zależności. Jalón Monzón i wsp. potwierdzają to założenie w swoich 

badaniach [177]. Badacze z Hiszpanii poddali analizie 316 pacjentów operowanych  

z powodu raka nerki. Wykazali, iż w grupie pacjentów z wysokim stopniem 

zaawansowania nowotworu (T3, T4) istotnie częściej rozpoznano rak nerki o wysokim 

stopniu złośliwości G3 – G4 (p < 0,001). Podobnie, Bretheau i wsp. oceniając 190 

pacjentów z RCC opublikowali zależność pomiędzy stopniem złośliwości a stopniem 

zawansowania nowotworu, p = 0.0001  [178]. W tej publikacji badacze obliczyli  

5 – letnie przeżycia dla stopnia złośliwości od G1 do G4 odpowiednio na poziomie 

76%, 72%, 51%, 35%. Zauważono istotną różnicę w przeżyciu pacjentów z rakiem ze 

stopniem złośliwości G1/G2 w porównaniu do pacjentów z rakiem G3/G4. Badania 

Bretheau i wsp. dowodzą prawidłowego podziału pacjentów w zależności od stopnia 

złośliwości nowotworu użytego do analizy statystycznej w mojej pracy. 

 Palenie papierosów jest ustanowionym czynnikiem ryzyka raka nerki [179, 180, 

181]. Hunt i wsp. w meta analizie danych z 24 publikacji włączyli do obliczeń badania 

populacyjne (1 447 754 osób z których 1 326 miało rozpoznany rak nerki) oraz badania 

porównawcze przypadków (8 032 pacjentów z RCC i 13 800 osób w grupie kontrolnej). 

Hunt i wsp. oszacowali ryzyko względne dla raka nerki na poziomie 1,38 dla palaczy  

w porównaniu z osobami, które nigdy nie paliły papierosów. Stwierdzili istotny wzrost 

ryzyka zależny od ilości wypalanych papierosów. Korzyści płynące z rzucenia palenia 

były potwierdzone przez spadek ryzyka względnego dopiero po 10 latach od 

zaprzestania palenia [182].  

 W ostatnich latach zasugerowano, iż palenie tytoniu nie tylko jest ryzykiem 

powstania raka nerki, ale może mieć wpływ na jego biologię. Powstały prace mające na 

celu ocenę, czy palenie jest związane z większym stopniem zawansowania nowotworu  

i gorszym rokowaniem wśród pacjentów z RCC [183, 184]. Tsivian i wsp. 

zakwalifikowali do badań 845 pacjentów operowanych z powodu raka nerki. Ocenili 

występowanie zależności pomiędzy paleniem papierosów a stopniem zawansowania 

nowotworu. Biorąc pod uwagę stopień zaawansowania, pacjentów podzielili na dwie 

grupy. Do grupy pierwszej włączyli pacjentów z RCC ograniczonym do nerki, 

natomiast do grupy drugiej pacjentów z zaawansowanym rakiem nerki (rakiem 
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zaawansowanym miejscowo (≥ T3) oraz rakiem dającym przerzuty odległe lub do 

węzłów chłonnych). Tsivian i wsp. dowiedli, że zaawansowany RCC był rozpoznawany 

istotnie częściej wśród palaczy papierosów w porównaniu do osób niepalących (p = 

0,012). Podobnie wykazali, że nowotwór zaawansowany miejscowo występował 

istotnie częściej w grupie osób palących papierosy w porównaniu do osób niepalących 

(p = 0,006). Uzyskane dane przez badaczy z Uniwersytetu Duke'a ze Stanów 

Zjednoczonych sugerują, iż stopnień zaawansowania nowotworu jest zależny od palenia 

papierosów, czasu trwania palenia oraz ilości wypalanych papierosów. Nałogowi 

palacze mieli większe ryzyko zaawansowanej postaci RCC w momencie rozpoznania 

choroby. W analizie wielu zmiennych wykazali, że palenie było niezależnym 

czynnikiem prognostycznym zaawansowanego RCC. W badaniu Tsivian i wsp. nie 

uwzględnili danych dotyczących stopnia zróżnicowania nowotworu. 

 Parker i wsp. włączyli do badań 2242 pacjentów operowanych z powodu raka 

nerki w Mayo Clinic oraz w Rochester w Stanach Zjednoczonych.  Badali zależności 

pomiędzy paleniem papierosów a parametrami klinicznymi. Palacze byli istotnie młodsi 

w momencie rozpoznania RCC w porównaniu do pacjentów niepalących. Wśród 

palących przeważali mężczyźni. W grupie palących papierosy istotnie częściej 

zaobserwowano objawy w momencie rozpoznania RCC, stwierdzono przerzuty do 

węzłów chłonnych lub przerzuty odległe oraz IV stopień zaawansowania klinicznego 

nowotworu w porównaniu do grupy pacjentów niepalących. Nie wykazano zależności 

pomiędzy paleniem papierosów a stopniem zróżnicowania nowotworu. Wyniki 

uzyskane przez dwa zespoły badawcze ze Stanów Zjednoczonych wydają się 

potwierdzać, iż palenie papierosów jest związane z wyższym stopniem zaawansowania 

RCC, nie potwierdzają natomiast związku ze stopniem złośliwości nowotworu. 

 W moich badaniach wykazano statystycznie istotną zależność pomiędzy 

paleniem papierosów a stopniem złośliwości nowotworu (p = 0,0366). Obliczono, że 

wysoki stopień złośliwości nowotworu występował ponad dwukrotnie częściej  

u pacjentów palących niż niepalących, OR = 2.364; 95% CI (1.048 - 5.331).  

W dostępnym piśmiennictwie nie znalazłam potwierdzenia tych zależności. Natomiast  

w moich badaniach nie stwierdzono istotnych zależności pomiędzy paleniem 

papierosów a stopniem zaawansowania nowotworu. Ten fakt można wytłumaczyć małą 

próbą badanych pacjentów z zaawansowanym RCC w porównaniu do badań ze Stanów 

Zjednoczonych. W moich badaniach oceniano 11 pacjentów z przerzutami do płuc  
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a w badaniach Parker’a i wsp. 334. Dodatkowo z moich badań wykluczano pacjentów  

z przerzutami do węzłów chłonnych.  

 W najnowszym amerykańskim badaniu z 2012 roku Kroeger i wsp. potwierdzili 

występowanie zależności pomiędzy paleniem papierosów a wyższym stopniem 

zaawansowania nowotworu, częstszym występowaniem przerzutów, a w szczególności 

przerzutów do płuc [185].  Badacze z Los Angeles nie zaobserwowali zależności 

pomiędzy paleniem a stopniem złośliwości nowotworu. Jednak najważniejszym 

wynikiem pracy Kroeger i wsp. było stwierdzenie, iż zarówno przeżycie całkowite jak  

i przeżycie zależne od nowotworu było znamiennie gorsze wśród palaczy. 

 Piśmiennictwo bogate jest w epidemiologiczne dowody wspierające tezę,  

że otyłość zwiększa ryzyko raka nerki, w szczególności ccRCC [186, 187, 188, 189]. 

Jednakże patofizjologia wpływu otyłości na powstawanie ccRCC nie została do tej pory 

wyjaśniona. Powstaje pytanie, czy otyłość jest związana z zaburzeniami molekularnymi 

ccRCC, a dokładniej inaktywacją genu VHL. Mutacje genu VHL mogą być powiązane 

z nadwagą i ccRCC poprzez insulinopodobny czynnik wzrostu – 1 (IGF – 1). IGF -1 

stymuluje proliferację komórek, a hamuje apoptozę, udowodniono, że jego poziom jest 

zwiększony u osób otyłych [190, 191]. Ostatnie doniesienia wskazują, że w tkance raka 

nerki jest zwiększona ekspresja receptora dla IGF -1 [192]. Sugeruje się, iż białko VHL 

może hamować proliferację komórek zależną od IGF -1 [193]. A więc, u osób  

z inaktywacją genu VHL zaburzone jest hamowanie IGF -1, którego stężenie jest 

szczególnie wysokie u osób otyłych [194]. 

 Smits i wsp. postanowili ocenić związek pomiędzy BMI a mutacjami genu VHL 

w ccRCC w dużym badaniu populacyjnym [195]. Do badania wykorzystali dane  

z Holenderskiej Bazy Badań Kohortowych zawierającej 120 852 osób. Spośród tej 

grupy do analizy mutacji genu VHL zakwalifikowano 187 osób z rakiem 

jasnokomórkowym nerki. Nie wykazali istotnych różnic w BMI pomiędzy grupą ze 

zmutowanym genem VHL a grupą z prawidłowym genem VHL. Wykazali natomiast, 

że osoby z mutacją genu VHL miały istotnie wyższe BMI w wieku 20 lat (p = 0,035). 

Dodatkowo stwierdzili, że wysokie BMI w wieku 20 lat było związane ze zwiększonym 

ryzykiem ccRCC u osób z mutacją w genie VHL. Według Smits’a i wsp. ich wyniki są 

w zgodzie z hipotezą, iż mutacje genu VHL powstają na wczesnym etapie 

kancerogenezy RCC. 



Omówienie   

113 

 

 W moich badaniach nie wykazano istotnych zależności pomiędzy BMI  

a obecnością lub brakiem mutacji genu VHL, podobnie jak w badaniach Smits’a i wsp. 

Nie mieliśmy danych odnośnie BMI w młodym wieku badanych przez nas pacjentów. 

Dokonaliśmy natomiast analizy zależności pomiędzy BMI a lokalizacją mutacji VHL  

w poszczególnych egzonach. Uzyskane przez nas wyniki dostarczają oryginalnych 

spostrzeżeń. Stwierdzono, że w grupie pacjentów z mutacją w egzonie 1 istotnie 

częściej stwierdzono nadwagę lub otyłość w porównaniu do pacjentów z mutacją  

w egzonie 2 lub egzonie 3 (p = 0,0220). W egzonie 1 zakodowana jest sekwencja 

podjednostki β białka VHL. Datta i wsp. zauważyli, że podjednostka β białka VHL 

poprzez bezpośrednie oddziaływanie na kinazę Cδ hamuje receptor IGF -1. Powyższe 

dane sugerują istotny związek pomiędzy otyłością a mutacjami w genie VHL. 

Dodatkowo wykazaliśmy, że w grupie pacjentów z mutacją punktową istotnie częściej 

występuje nadwaga lub otyłość w porównaniu z grupą pacjentów z mutacją  

z przesunięciem ramki odczytu (p = 0,0265). Jednakże mała liczba grupy badanej 

ogranicza wyciąganie jednoznacznych wniosków. Badania wymagają niezależnego 

potwierdzenia. 

 Rak nerki może powodować nadciśnienie tętnicze [196], z kolei istnieje szereg 

publikacji dowodzących, że nadciśnienie predysponuje do powstawania raka nerki [11, 

197, 198]. Pojawiły się też badania sugerujące związek ze stosowaniem diuretyków  

i zwiększonym ryzykiem raka nerki, jednakże nie można wykluczyć w tych badaniach 

wpływu samego nadciśnienia tętniczego [199, 200]. Chow i wsp. w badaniu szweckiej 

populacji wykazali, że ryzyko powstania RCC rośnie wraz ze wzrostem ciśnienia 

tętniczego, natomiast maleje przy obniżeniu ciśnienia tętniczego krwi [201]. Badanie to 

sugeruje wpływ nadciśnienia tętniczego na powstawanie raka nerki, natomiast 

mechanizm działania pozostaje niejasny. O hipotezie peroksydacji lipidów donoszą 

Gago – Dominguez i wsp. [202]. U podłoża mechanizmu leżą przewlekłe niedotlenienie 

komórek kanalików nerki, peroksydacja lipidów i tworzenie wolnych rodników [203]. 

 Schouten i wsp. zbadali czy nadciśnienie tętnicze oraz przyjmowanie leków 

obniżających ciśnienie jest związane z ryzykiem powstania ccRCC, oraz dokładniej czy 

istnieje zależność pomiędzy nadciśnieniem tętniczym a mutacjami genu VHL  

u pacjentów z ccRCC [204]. Stwierdzili mutacje u 61% pacjentów (187 wszystkich 

badanych). Współczynnik ryzyka dla diagnozy nadciśnienia tętniczego był wyższy  

u pacjentów z mutacjami genu VHL w porównaniu do pacjentów z prawidłowym 
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genem VHL. Zaobserwowali odwrotną zależność jeżeli chodzi o stosowanie leków 

obniżających ciśnienie krwi. Współczynnik ryzyka dla stosowania diuretyków był 

wyższy dla osób z prawidłowym genem VHL.  

 W przedstawionych badaniach uzyskano zbieżne wyniki do danych 

opublikowanych przez Schouten’a i wsp. Zaobserwowałam istotną zależność pomiędzy 

obecnością mutacji genu VHL a występowaniem nadciśnienia tętniczego krwi  

(p = 0,0196). U pacjentów z mutacją istotnie częściej stwierdzano nadciśnienie tętnicze 

krwi niż u pacjentów z prawidłowym genem VHL. 

 Przeprowadzona przeze mnie analiza statystyczna pokazuje zależność pomiędzy 

rodzajem mutacji (somatycznej lub germinalnej) a stężeniem kreatyniny w surowicy 

krwi. U pacjentów z mutacją germinalną częściej stwierdzono stężenie kreatyniny 

powyżej normy (p = 0,0261). Dane te wynikają z faktu, że ci pacjenci (n = 2) mieli 

obustronny guz nerki, stąd podwyższone stężenie kreatyniny. Dostępne publikacje 

mówią o obustronnym występowaniu guzów u pacjentów z mutacją germinalną genu 

VHL. Sugerowaną metodą leczenia ccRCC u pacjentów z zespołem VHL są zabiegi 

oszczędzające nerkę, ze względu na duże prawdopodobieństwo powstania raka  

w drugiej nerce [205, 206, 207, 208].  

 Wyjątkowo interesujące w mojej pracy jest wykazanie zależności pomiędzy 

wiekiem a obecnością mutacji w genie VHL. Porównując pacjentów względem 

występowania lub braku mutacji w genie VHL stwierdzono istotną różnicę wieku  

(p = 0,0330). W grupie pacjentów z mutacją, średnia wieku była istotnie wyższa niż  

w grupie pacjentów z prawidłową sekwencją genu VHL. Do podobnych wniosków 

doszli Kondo i wsp., badając 202 pacjentów z ccRCC [209]. Naukowcy z Japonii 

mutacje genu VHL stwierdzili u 51% pacjentów. Biorąc pod uwagę wiek podzielili 

pacjentów na dwie grupy: młodsi do 55 roku życia oraz starsi od 56 roku życia. Mutacje 

genu VHL istotnie częściej występowały w grupie starszych pacjentów (p = 0,0238). 

Dane te sugerują, iż rak jasnokomórkowy nerki powstający u młodych pacjentów 

prawdopodobnie ma inne podłoże molekularne. 

 Badania prezentowane w niniejszej rozprawie dostarczają oryginalnych 

spostrzeżeń na temat zależności pomiędzy obecnością mutacji genu VHL a stopniem 

złośliwości nowotworu (p = 0,0266). W grupie osób z mutacją istotnie rzadziej 
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rozpoznano ccRCC o wysokim stopniu złośliwości w porównaniu z grupą pacjentów 

bez mutacji.  

 W dostępnym piśmiennictwie praktycznie brak publikacji, które potwierdzałyby 

moje wyniki. Autorzy publikacji, oceniający zależności pomiędzy zaburzeniami 

genetycznymi genu VHL a parametrami klinicznymi pacjentów, nie wykazali istotnych 

statystycznie zależności pomiędzy obecnością mutacji a stopniem złośliwości [126, 131, 

210, 211, 212, 213]. Young i wsp. badali zależności pomiędzy obecnością mutacji, 

metylacji promotora oraz LOH (utrata heterozygotyczności) a następującymi 

parametrami klinicznymi: wiek, płeć, stopień złośliwości oraz stopień zaawansowania 

nowotworu. Wykazali istotne zależności pomiędzy obecnością mutacji a płcią. 

Pozostałe cechy poddane analizie w odniesieniu do obecności mutacji były nieistotne 

statystycznie. Zauważyli występowanie istotnych zależności pomiędzy LOH a stopniem 

złośliwości. U pacjentów z LOH istotnie rzadziej stwierdzono wysoki stopień 

złośliwości (G4). Takie same wyniki uzyskali Banks i wsp. [210]. Wyniki te wydają się 

być zbieżne z uzyskanymi w mojej rozprawie. Dane te sugerują rzadsze występowanie 

ccRCC o wysokim stopniu złośliwości podczas inaktywacji genu VHL (poprzez 

mutację, czy LOH). Należy podkreślić, że Young i wsp. do analizy statystycznej 

podzielili pacjentów na 4 grupy pod względem stopnia złośliwości nowotworu. Analiza 

statystyczna przy podziale na 4 grupy również w moich badaniach nie wykazała 

zależności pomiędzy stopniem złośliwości a obecnością mutacji w genie VHL. Dopiero 

uwzględnienie podziału na 2 grupy: nowotwory o niskim stopniu złośliwości (G1 i G2) 

oraz nowotwory o wysokim stopniu złośliwości (G3 i G4) przyniosło interesujące 

spostrzeżenia. 

 Naukowcy z Uniwersytetu Harvarda w 2010 roku zaprezentowali nowoczesne 

narzędzie PolyPhen-2 [214]. Udoskonalona wersja programu komputerowego 

PolyPhen-1 przez Adzhubei i wsp. służy do przewidywania wpływu mutacji 

punktowych zmiany sensu, czyli SNPs (z ang. single nucleotide polymorphisms) na 

trwałość i funkcję białka. Program ten jest stosowany przez naukowców w celu oceny 

nowo wykrytych SNPs w różnych chorobach, między innymi w chorobie Alzheimera, 

chorobie McArdle’a, retinoblastoma, cukrzycy typu MODY2, hemofilii [215, 216, 217, 

218, 219, 220, 221, 222]. W prezentowanej pracy również postanowiono dokonać oceny 

wpływu mutacji punktowych zmiany sensu na białko VHL przy pomocy programu 

PolyPhen-2. Spośród analizowanych 16 pacjentów, u których stwierdzono SNP, 14 
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pacjentów miało mutacje prawdopodobnie uszkadzające białko VHL. Według programu 

u 4 pacjentów stwierdzone mutacje miały prawdopodobnie łagodny wpływ na białko 

VHL i nie zaburzały jego funkcji. Mutacje z przesunięciem ramki odczytu, uznawane są 

jako mutacje zaburzające funkcje białka. Na tej podstawie podzielono pacjentów na 

dwie grupy w zależności od funkcjonalności białka VHL i przeprowadzono analizę 

statystyczną w odniesieniu do cech klinicznych i parametrów patologicznych. 

Wykazano, iż w grupie pacjentów z zaburzoną funkcją pVHL (n = 49) średnia wieku 

była istotnie wyższa niż w grupie pacjentów z zachowaną funkcją pVHL (n = 47); (p = 

0,0115). Stwierdzono również istotną zależność pomiędzy przewidywaną 

funkcjonalnością białka VHL a występowaniem nadciśnienia tętniczego krwi (p = 

0,0300). Nadciśnienie tętnicze istotnie częściej występowało w grupie pacjentów  

z zaburzoną funkcją białka VHL. Nie wykazano istotności statystycznej zależności 

pomiędzy funkcjonalnością pVHL a stopniem złośliwości nowotworu jak to miało 

miejsce w przypadku obecności mutacji genu VHL.  

 Dokonując oceny uzyskanych przeze mnie wyników należy pamiętać, że 

PolyPhen-2 to jedynie program komputerowy wykorzystujący analizy matematyczne. 

Dostępne informacje dotyczące celności przewidywania wpływu SNPs na biało przez 

różne programy komputerowe obejmują zakres od doskonałej trafności (91,7%) [223] 

do raczej słabych wyników (dokładność 66,7%) [224]. Badania te dotyczyły 

pojedynczych genów. Gray i wsp. postanowili ocenić trafność wyników programu 

PolyPhen-2 analizując 10 913 mutacji punktowych 2372 różnych białek dostępnych  

w bazie danych UniProt [225]. Wykazali współczynnik prawidłowych wyników 

programu PolyPhen-2 na poziomie 79%. Dane te pokazują, że wnioski na podstawie 

analizy programu PolyPhen-2 należy wyciągać ostrożnie.  

 Oceniając uzyskane w moich badaniach wyniki, odnośnie zależności pomiędzy 

obecnością mutacji a wiekiem oraz stopniem złośliwości nowotworu, należy mieć  

na względzie stosunkowo małą próbę badanych pacjentów. Uzyskane prze mnie wyniki 

wymagają kontynuowania badań i potwierdzenia. Jednakże warto podkreślić, iż dane 

przedstawione powyżej są zgodne z ostatnio podnoszoną hipotezą mówiącą o lepszym 

rokowaniu pacjentów z ccRCC z mutacją genu VHL [132, 226]. Patard i wsp. wykazali, 

że mutacje genu VHL są związane z niższym stopniem zaawansowania nowotworu, 

oraz dłuższym czasem wolnym od progresji nowotworu. W najnowszym badaniu 

dotyczącym rokowania pacjentów z ccRCC w odniesieniu do stanu molekularnego genu 
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VHL z 2013 roku, Kroeger i wsp. włączyli do badań 288 pacjentów [227]. Wykazali, iż 

inaktywacja genu VHL wiązała się z lepszym przeżyciem u pacjentów z rakiem 

jasnokomórkowym nerki. Z kolei Parker i wsp. badali ekspresję białka VHL w tkance 

ccRCC poprzez badania immunohistochemiczne [228]. W wyniku analizy 273 guzów, 

zaobserwowali lepsze przeżycia specyficzne dla nowotworu u pacjentów z brakiem 

białka VHL w tkance guza, ale tylko w grupie pacjentów z rakiem ograniczonym do 

nerki. 

 Odkrycie roli białka VHL w regulacji odpowiedzi komórki na hipoksję zależną 

od czynnika transkrypcyjnego HIF przyczyniło się do stworzenia terapii celowanej raka 

jasnokomórkowego nerki. Mechanizm działania nowoczesnych leków na szlak 

pVHL/HIF/ VEGF został opisany w rozdziale I.4. Skuteczność terapii celowanej i jej 

wyższość nad immunoterapią została już udowodniona [143, 229]. Trzeba jednak 

podkreślić wysoki koszt terapii, uciążliwe skutki uboczne zgłaszane przez niektórych 

pacjentów, oraz fakt, że leki antyangiogenne nie pomagają wszystkim pacjentom.  

W leczeniu innych nowotworów, np. raka jelita grubego stosuje się genotypowanie 

pacjentów w kierunku mutacji KRAS i wyborze pacjentów do terapii nowoczesnym 

lekiem cetuximab [230, 231]. Podobnie w raku sutka kwalifikacja do leczenia lekiem 

trastuzumab wymaga dokładnej oceny statusu ekspresji receptora HER2 [232].  

W związku z tym nasuwa się pytanie, czy stan genu VHL może być czynnikiem 

warunkującym wybór sposobu leczenia a także optymalizacji klinicznego podejścia do 

chorych z przerzutowym ccRCC. Moje badania są punktem wyjścia do prowadzenia 

dalszych obserwacji pacjentów z ccRCC z przerzutami do płuc poddanych terapii 

celowanej. 
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6. Wnioski. 

 Analiza otrzymanych wyników w niniejszej rozprawie pozwoliła na 

sformułowanie następujących wniosków: 

1. Po przebadaniu 96 guzów ccRCC stwierdzono mutację genu VHL u 53 

pacjentów, co stanowi 55%. Mutacje germinalne rozpoznano u 2 pacjentów. 

Wykazano, iż u osób młodszych rzadziej występowały mutacje genu VHL. 

2. Wraz z wielkością guza rośnie stopień zaawansowania oraz stopień złośliwości 

nowotworu. U pacjentów z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku RCC 

stwierdzono guz nerki o większych wymiarach niż u chorych, których 

członkowie rodziny nigdy nie chorowali na raka nerki. Zaobserwowano, iż u 

pacjentów zgłaszających objawy ze strony raka nerki rozpoznano guz o większej 

średnicy, wyższy stopień zaawansowania patologicznego oraz wyższy stopień 

złośliwości nowotworu.  

3. Wykazano zależność pomiędzy stopniem zaawansowania nowotworu  

a stopniem złośliwości nowotworu. Pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki 

mieli istotnie częściej ccRCC o niskim stopniu złośliwości w porównaniu do 

pacjentów z rakiem zaawansowanym miejscowo lub dającym przerzuty do płuc. 

U pacjentów z mutacją genu VHL rzadziej rozpoznawano ccRCC o wysokim 

stopniu złośliwości. Pacjenci palący papierosy mieli rozpoznany rak 

jasnokomórkowy nerki o wyższym stopniu złośliwości. 

4. U pacjentów z mutacją częściej stwierdzano nadciśnienie tętnicze krwi niż  

u pacjentów z prawidłowym genem VHL. Wykazano istotną zależność 

pomiędzy otyłością i nadwagą a częstszym występowaniem mutacji w egzonie 1 

genu VHL. 
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7. Streszczenie.  

Wprowadzenie: Rak nerki stanowi od 2 do 3 procent wszystkich nowotworów 

złośliwych. Najczęstszym typem histologicznym jest rak jasnokomórkowy nerki ccRCC 

(70 – 80%). Odkrycie genu VHL przyczyniło się do poznania biologii ccRCC. Uważa 

się, że mutacja genu VHL predysponuje do powstania raka jasnokomórkowego nerki, 

zarówno występującego rodzinnie w zespole von Hippel – Lindau, jak i występującego 

sporadycznie. Odkrycie roli białka VHL w regulacji odpowiedzi komórki na hipoksję 

zależną od czynnika transkrypcyjnego HIFα przyczyniło się do stworzenia terapii 

celowanej raka jasnokomórkowego nerki. W wielu ośrodkach medycznych na świecie 

prowadzone są badania nad określeniem, czy mutacje genu VHL mogą być czynnikiem 

prognostycznym pacjentów z ccRCC i swoistym biomarkerem. 

Cel: Określenie częstości, rodzaju i lokalizacji mutacji w genie VHL. Następnie ocena 

występowania zależności pomiędzy mutacjami genu VHL a cechami klinicznymi 

pacjentów oraz parametrami patologicznymi ccRCC. Dodatkowo postanowiono 

dokonać analizy zależności cech klinicznych pacjentów w odniesieniu do parametrów 

patologicznych raka jasnokomórkowego nerki. 

Materiał i metody: Kryteria kwalifikacji do badań spełniło 100 pacjentów z rakiem 

jasnokomórkowym nerki poddanych leczeniu zabiegowemu (nefrektomia lub NNS). 

DNA izolowano z tkanki guza oraz krwi obwodowej z wykorzystaniem metody 

wysalania. Amplifikację trzech egzonów genu VHL przeprowadzono przy pomocy 

PCR. Produkty PCR rozdzielano na żelu agarozowym stosując elektroforezę. 

Oczyszczone produkty PCR sekwencjonowano. Wyniki sekwencjonowania 

odczytywano w programie FinchTV. Dokładną analizę sekwencji wykonano przy 

użyciu programu CLS Sequence Viewer. Sekwencje genu VHL zawierające delecje lub 

insercje wynoszące ponad 10 par zasad były poddane klonowaniu. 

Wyniki: Stwierdzono mutacje u 55% (n = 53) pacjentów, z czego u 2 pacjentów były to 

mutacje germinalne. Rozmieszczenie mutacji przedstawiało się następująco: 53%  

(n = 28) w egzonie 1, 25% (n = 13) w egzonie 2 i 23% (n = 12) w egzonie3. Mutacje  

z przesunięciem ramki odczytu stanowiły 66% (n = 35), mutacje punktowe 30%  

(n = 16) a łączne występowanie obu rodzajów mutacji zaobserwowano w 4% prób. 

Zidentyfikowano 25 nowych mutacji genu VHL. Wykazano istotną zależność pomiędzy 
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wiekiem a obecnością mutacji w genie VHL (p = 0,0330). W grupie pacjentów  

z mutacją średnia wieku była istotnie wyższa niż w grupie pacjentów z prawidłową 

sekwencją genu VHL. Analizując wyniki stwierdzono, iż u pacjentów z mutacją istotnie 

częściej diagnozowano nadciśnienie tętnicze krwi niż u pacjentów z prawidłowym 

genem VHL (p = 0,0196). Oceniając zależności pomiędzy lokalizacją mutacji a BMI 

zaobserwowano, że w grupie pacjentów z mutacją w egzonie 1 istotnie częściej 

stwierdzono nadwagę lub otyłość w porównaniu do pacjentów z mutacją w egzonie  

2 lub egzonie 3 (p = 0,0220). Badając zależności pomiędzy obecnością mutacji genu 

VHL a stopniem złośliwości nowotworu wykazano, iż w grupie osób z mutacją istotnie 

rzadziej rozpoznano ccRCC o wysokim stopniu złośliwości w porównaniu z grupą 

pacjentów bez mutacji (p = 0,0266).  

W wyniku szczegółowej analizy cech klinicznych pacjentów w odniesieniu do 

parametrów patologicznych stwierdzono występowanie statystycznie znamiennych 

zależności pomiędzy maksymalną oraz minimalną wielkością guza a: stopniem 

zaawansowania nowotworu (p < 0,0001 oraz p = 0,0001 odpowiednio dla wielkości 

maksymalnej oraz minimalnej), stopniem złośliwości nowotworu (p < 0,0001 oraz  

p < 0,0001), występowaniem u pacjentów dodatniego wywiadu rodzinnego w kierunku 

raka nerki (p = 0,0051 oraz p = 0,0308) oraz objawów, tj. krwiomoczu (p = 0,0339 oraz 

p = 0,0257), bólu w okolicy lędźwiowej (p = 0,0495 oraz p = 0,0338) oraz spadkiem 

masy ciała (p = 0,0003 oraz p = 0,0006). 

Wykazano istotne zależności pomiędzy stopniem zaawansowania patologicznego  

a występowaniem objawów przed rozpoznaniem raka jasnokomórkowego nerki  

(p = 0,0125) oraz spadkiem masy ciała (p = 0,0002). Oceniając zależności pomiędzy 

występowaniem objawów przed rozpoznaniem raka nerki a stopniem zróżnicowania 

nowotworu zaobserwowano istotność statystyczną (p = 0,0003). Analizując wyniki 

stwierdzono, iż wysoki stopień złośliwości nowotworu występował ponad dwukrotnie 

częściej u pacjentów palących niż niepalących, (p = 0,0366); OR = 2.364; 95% CI 

(1.048 -  5.331). Stopień zaawansowania jest istotnie związany ze stopniem złośliwości 

nowotworu (p = 0,0006). W grupie pacjentów z rakiem ograniczonym do nerki częściej 

występował rak jasnokomórkowy o niższym stopniu złośliwości niż w grupie pacjentów 

zaawansowanym miejscowo lub dającym przerzuty. 
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Wnioski: Wyniki niniejszej rozprawy sugerują występowanie istotnych statystycznie 

zależności pomiędzy obecnością mutacji genu VHL a parametrami klinicznymi 

pacjentów z ccRCC. Stwierdzono, iż u osób młodszych rzadziej występowały mutacje 

genu VHL. Zaobserwowano zależność pomiędzy stopniem złośliwości nowotworu  

a obecnością mutacji, paleniem papierosów, występowaniem objawów, wielkością guza 

oraz stopniem zaawansowania choroby nowotworowej. Istotnie częściej rozpoznano 

ccRCC o wysokim stopniu złośliwości u pacjentów z prawidłową sekwencją genu 

VHL, palących papierosy, zgłaszających objawy, z guzem nerki o większych 

wymiarach oraz z rakiem zaawansowanym miejscowo lub dającym przerzuty.  
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8. Streszczenie w języku angielskim. 

 

VHL gene mutations in patients with ccRCC representing the 

population of Western Poland 

 

Abstract 

Background: 

Kidney cancer accounts for 2 to 3 percent of all cancers. The most common histological 

type of cancer is clear cell renal cell carcinoma ccRCC (70 - 80%). The discovery of the 

VHL gene contributed to the understanding of the biology of ccRCC. It is commonly 

believed that a mutation in the VHL gene predisposes to the formation of ccRCC, both 

sporadic and the one occurring in families with von Hippel – Lindau disease. Discovery 

of the role of the VHL protein in the regulation of cellular response to hypoxia, 

dependent on transcription factor HIFα contributed to the development of targeted 

therapy of ccRCC. Many medical centers worldwide conduct studies to determine 

whether mutations in the VHL gene may be a prognostic factor in patients with ccRCC 

and specific biomarker. 

Purpose: 

To determine the frequency, type and location of mutations in the VHL gene. Then, to 

evaluate the relationships between mutations in the VHL gene and clinical features of 

patients and pathological parameters of ccRCC. Additionally, we decided to analyze the 

clinical characteristics of patients with reference to the pathological parameters of the 

ccRCC. 

Experimental design: 

100 patients with ccRCC who underwent kidney surgery (nephrectomy or NNS) have 

met the eligibility criteria for the study. DNA was isolated from the tumor tissue and 

peripheral blood using the salting-out method. Amplification of the three exons of the 

VHL gene was conducted using PCR. PCR products were separated on the agarose gel 

using electrophoresis. Purified PCR products were then sequenced. The sequencing 
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results were read in the FinchTV application. The precise sequence analysis was 

performed using the CLS Sequence Viewer. VHL gene sequences containing deletions 

or insertions of more than 10 base pairs were cloned. 

Results: 

Mutations were found in 55% (n = 53) of patients of which in 2 patients there were 

germline mutations. Location of mutations were as follows: 53% (n = 28) in exon 1, 

25% (n = 13) in exon 2 and 23% (n = 12) in exon 3. Mutations of frameshift constituted 

66% (n = 35), 30% (n = 16) point mutations and the joint presence of both types of 

mutations were observed in 4% of the VHL gene. 25 new mutations in the VHL gene 

were identified. The study proved a significant correlation between age and the presence 

of mutations in the VHL gene (p = 0.0330). In a group of patients with mutations the 

average age was significantly higher than in a group of patients with proper VHL gene 

sequence. Analysis of the results showed that patients with mutation were diagnosed 

with  hypertension significantly more often than patients with proper VHL gene  

(p = 0.0196). Assessment of the relationship between the location of mutations and BMI 

showed that in the group of patients with mutations in exon 1 the patients were 

significantly more often  overweight or obese compared to the patients with mutations 

in exon 2 or exon 3 (p = 0.0220). Examination of the relationship between the presence 

of mutations in the VHL gene and grade has proved that ccRCC with a high grade was 

identified significantly more seldom in the group of patients with mutation compared to 

patients without mutation (p = 0.0266). 

Detailed analysis of the clinical characteristics of patients in relation to pathological 

parameters showed statistically significant relationship between the maximum  

and the minimum size of a tumor and: tumor stage p <0.0001 and p = 0.0001 (for the 

maximum and the minimum size respectively), cancer grade p <0.0001 and  

p <0.0001, the presence of a positive family history toward kidney cancer p = 0.0051 

and p = 0.0308, and symptoms such as hematuria p = 0.0339 and p = 0.0257, flank pain, 

p = 0.0495 and p = 0.0338, and a weight loss p = 0.0003 and p = 0.0006.  

The study demonstrated significant correlation between staging and incidence of 

pathological symptoms before the diagnosis of ccRCC (p = 0.0125) and a weight loss  

(p = 0.0002). Assessment of the relationship between the appearance of symptoms 

before the diagnosis of kidney cancer and stage showed statistical significance at the 

level of (p = 0.0003). Analysis showed also that a high grade occurred more than twice 
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as frequently in smokers than non-smokers (p = 0.0366), OR = 2.364, 95% CI (1.048 - 

5.331). Stage is significantly related to grade (p = 0.0006). In patients with cancer 

limited to kidney ccRCC is more frequent with a lower grade than in patients with 

ccRCC locally advanced or metastatic. 

Conclusions: 

The results of this study suggest statistically significant relationship between the 

presence of mutations in the VHL gene and the clinical parameters in patients with 

ccRCC. The study demonstrated less frequent mutations in the VHL gene in younger 

patients. It showed relationship between cancer grade and mutations, smoking 

cigarettes, symptoms, tumor size and stage. The high grade ccRCC was diagnosed 

significantly more often in patients with VHL proper gene sequence, smokers, those 

who reported symptoms, with kidney tumor of larger size and also a locally advanced 

cancer or a metastatic one. 
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12. Załączniki 

 

Załącznik 1. 

Wzór informacji dla pacjenta oraz zgody pacjenta na udział w badaniu. 

Cel badania 

Rak nerki (ang. renal cell carcinoma, RCC) jest nowotworem stanowiącym 2% 

wszystkich poznanych nowotworów. W większości przypadków rozwój choroby 

przebiega bezobjawowo i w związku z tym część pacjentów zgłasza się do lekarza  

w zaawansowanym stadium choroby nowotworowej. Cechą charakterystyczną, oprócz 

trudności wykrycia nowotworu, jest jego oporność na chemioterapię czy radioterapię. 

Należy podkreślić fakt, iż z roku na rok, liczba osób dotkniętych tą chorobą wzrasta. 

Dokładne przyczyny prowadzące do RCC nie są poznane, jednak wyniki 

dotychczasowych doświadczeń sugerują, że u większości pacjentów z rakiem nerki 

obecne są mutacje w genie VHL. Inaktywacja tego genu oraz białka z rodziny STAT,  

w szczególności białko STAT 3, mogą odgrywać istotną rolę w powstawaniu i progresji 

raka nerkowokomórkowego. Z tego względu postanowiliśmy szczegółowo zbadać gen 

VHL oraz białka z rodziny STAT. Wyniki naszej pracy mogą przyczynić się do 

lepszego poznania raka oraz do rozwoju nowych terapii oraz testów diagnostycznych. 

Procedura badania 

Pobrana zostanie od Pani/Pana jednorazowo krew - 4 probówki po 9 ml (ogółem 36 ml). 

Po zabiegu (wycięcia nerki lub wycięcia guza nerki) pobrany zostanie fragment tkanki 

guza wielkości 1,5cm x 1,5cm. Materiał wyizolowany z krwi lub tkanki guza  

(DNA, RNA lub białka) wykorzystywany będzie wyłącznie w celu wykonania badań 

dotyczących raka nerkowokomórkowego. 

Poufność 

Dane zebrane w czasie Pani/Pana uczestnictwa w badaniu, łącznie z Pani/Pana danymi 

osobowymi, będą traktowane jako poufne. Identyfikacja Pani/Pana danych będzie 

dokonana poprzez nadanie im numeru ewidencyjnego, co pozwoli na zachowanie ich 

anonimowości. Weryfikacja Pani/Pana danych osobowych będzie odbywać się tylko 
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w ośrodku badawczym i będzie dokonana przez lekarza i badacza, pod rygorem 

zachowania tajemnicy służbowej. Dane te nie będą udostępniane innym podmiotom, 

bądź osobom. Wyniki badania naukowego, w którym bierze Pani/Pan udział, mogą być 

publikowane lub prezentowane w trakcie spotkań naukowych, jednakże również w tych 

przypadkach wszelkie dane dotyczące Pani/Pana osoby pozostaną anonimowe. 

 

ŚWIADOMA ZGODA NA UDZIAŁ W BADANIU 

Wyrażam zgodę na udział w badaniu naukowym „Wpływ białek STAT na rozwój  

i progresję raka nerkowokomórkowego” 

Zapoznałam/em się z informacją o badaniu i rozumiem jej treść. 

Wyrażam zgodę na przechowywanie i przetwarzanie moich danych osobowych 

zebranych dla celów badania. Zostałam/em poinformowana/y, że mam prawo do 

wglądu do moich danych osobowych, do ich poprawiania, uzupełniania bądź wycofania 

z bazy danych. 

 

Imię i nazwisko:……………….…………..……………………………………………. 

 

Data:……………..… Czytelny podpis……………………………………………......... 
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Załącznik 2. 

 

ANKIETA PACJENTA 

 

Imię i nazwisko ......................................................................... 

Nr pacjenta ................................................................................ 

       

1. Wiek 

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

 

2. Płeć 

a. kobieta 

b. mężczyzna 

 

     3. Waga (kg) 

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

 

     4.Wzrost (cm) 

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

 

5. Czy występowały w rodzinie choroby nerek? 

a. TAK 

b. NIE 

 

6. Jeżeli występowały w rodzinie choroby nerek, proszę podać jakie: 

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

 

7. Proszę podać, kto z najbliższych był dotknięty chorobą nerek? 

a. Matka 

b. Ojciec 

c. Babcia 

d. Dziadek 

e. Rodzeństwo 

f. Inni (...................................) 

 

8. Czy występowały jakieś objawy rozwoju raka nerkowokomórkowego? 

a. TAK 

b. NIE 
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9. Jeżeli występowały objawy choroby, proszę wskazać jakie: 

a. Krew w moczu 

b. Bóle okolicy lędźwiowej 

c. Wyczuwalny guz w jamie brzusznej 

d. Utrata wagi 

e. Gorączka 

f. Inne objawy (…..................................................................)  

 

10. Czy u kogoś w rodzinie występował rak nerkowokomórkowy? 

a. TAK 

b. NIE 

 

11. Jeżeli występował w rodzinie rak nerkowokomórkowy, proszę wskazać  

u kogo: 

a. Matka 

b. Ojciec 

c. Babcia 

d. Dziadek 

e. Rodzeństwo 

f. Inni (................................) 

 

12. Czy ma Pan/ Pani nadciśnienie tętnicze? 

a. TAK 

b. NIE 

 

13. Czy przyjmuje Pan/Pani leki obniżające ciśnienie tętnicze? 

a. TAK 

b. NIE 

 

14. Czy choruje Pan/ Pani na cukrzycę? 

a. Cukrzyca typu 1 

b. Cukrzyca typu 2 

c. NIE 

 

15. Czy ktoś w rodzinie chorował na cukrzycę typu 1? 

a. Matka 

b. Ojciec 

c. Babcia 

d. Dziadek 

e. Rodzeństwo 

f. Inni(...........................................) 

 

16. Czy ktoś w rodzinie chorował na cukrzycę typu 2? 
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a. Matka 

b. Ojciec 

c. Babcia 

d. Dziadek 

e. Rodzeństwo 

f. Inni (.........................................................) 

 

17. Czy pali Pan/Pani papierosy? 

a. TAK 

b. NIE 

 

      18. Kiedy zaczął Pan/Pani palić papierosy? (wiek) 

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

 

19. Kiedy rzucił Pan/Pani palenie? (wiek) 

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

 

20. Czy zdiagnozowano u Pana/Pani wcześniej inny nowotwór niż rak 

nerkowokomórkowy? 

a. TAK 

b. NIE 

 

21. Jeżeli zdiagnozowano u Pana/Pani inny typ nowotworu niż rak 

nerkowokomórkowy proszę podać, jaki? 

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

 

22. Czy nowotwór inny niż rak nerkowokomórkowy był złośliwy (dotyczy 

pytania 20)? 

a. TAK 

b. NIE 

 

23. Czy w rodzinie ktoś chorowała na nowotwór złośliwy? 

a. TAK 

b. NIE 

 

24. Jeżeli występował nowotwór złośliwy w rodzinie to, u kogo? 

a. Matka 

b. Ojciec 

c. Babcia 

d. Dziadek 

e. Rodzeństwo 

f. Inni-....................... 

 

25. Jaki rodzaj nowotworu złośliwego występował w rodzinie? 

................................................................................................................................... 
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26. Czy w rodzinie występowały przypadki nowotworów łagodnych? 

a. TAK 

b. NIE 

 

27. Jeżeli występował nowotwór łagodny w rodzinie, to u kogo? 

a. Matka 

b. Ojciec 

c. Babcia 

d. Dziadek 

e. Rodzeństwo 

f. Inni-....................... 

 

28. Jaki rodzaj nowotworu łagodnego występował w rodzinie? 

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

 

29. Czy choruje Pan/Pani na dodatkowe choroby, które nie zostały wymienione 

w ankiecie?  

Jeżeli TAK proszę podać, jakie. 

a. TAK 

b. NIE 

 

      

………………………………………………………………………………………… 

 

30. Czy bierze Pan/ Panie jakieś dodatkowe leki? 

Jeżeli TAK proszę wymienić jakie leki i na jakie schorzenie. 

a. TAK 

b. NIE 

 

      

………………………………………………………………………………………… 

  

      31. Czy jest Pan/Pani obciążony choroba uwarunkowaną genetycznie? 

      Jeżeli TAK proszę napisać, jaką. 

     a. TAK 

     b. NIE  

      

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

 


