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Wstep

1. Wstep
1.1. Rak nerki.

Rak nerki nazywany rakiem nerkowokomoérkowym, z ang. renal cell carcinoma
(RCC) jest gruczolakorakiem wywodzacym si¢ z komoérek nabtonka kanalikow nerki.
Jest to nowotwor zlosliwy sktadajacy si¢ z wielu podtypow rdznigcych si¢ podiozem
molekularnym, i z ktoérych najczestszym typem jest rak jasnokomorkowy, z ang. clear

cell renal cell carcinoma (ccRCC).

Miejsce powstawania ccRCC

Rycina 1. A. Na schemacie przedstawiono fragment kory nerki zawierajacy budowe nefronu,
strzalkg pokazano kanaliki proksymalne nerki, ktore sa miejscem powstawania ccRCC.
B. Zdjecie przedstawiajace nerke z rakiem jasnokomorkowym [material wlasny pacjent 01-
032].

1.1.1. Epidemiologia.

Wsrod ludnosci Unii Europejskiej druga przyczynag zgonu osob dorostych sg
nowotwory ztosliwe. W ostatnich 20 latach odsetek zgonéw z powodu chordb
nowotworowych zwiekszyt si¢ (wg Eurostat, 2011) [1]. W 2008 roku na $wiecie
odnotowano 12,7 miliona nowych zachorowan na nowotwory ztosliwe, zmarto z tego
powodu 7,6 miliona osdb. Rak nerki wystgpuje stosunkowo rzadko, w 2008 roku
odnotowano 273 518 nowych zachorowan na $§wiecie, co stanowi 2,2% ws$rod
wszystkich zachorowan na nowotwory zto§liwe. Ws$rdd nowo wykrywanych

nowotworow RCC zajmuje 11 miejsce u me¢zczyzn, a 15 miejsce u kobiet (wg

GLOBOCAN, 2008) [2].

W poréownaniu z populacjg na calym $wiecie, rak nerki wystepuje znacznie
czesciej w krajach wysokorozwinietych, co moze mie¢ zwigzek z wigkszym dostepem
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do maloinwazyjnych metod diagnostyki obrazowej: USG, TK, ale takze ze
zwigkszonym narazeniem na czynniki ryzyka rozwoju raka nerki [3]. Na $§wiecie
obserwuje si¢ wzrost zachorowan na raka nerki, natomiast w Kkrajach Europy
Zachodniej i Skandynawii w ostatnich latach odnotowano stabilizacj¢ zachorowalnoS$ci

i spadek umieralnosci [4].

W Polsce w 2009 roku na raka nerki zachorowato 2733 mezczyzn i 1866 kobiet,
natomiast zmarto 1553 mezczyzn i 984 kobiety. W Wielkopolsce w 2009 roku
nowotwory nerek rozpoznano u 263 mezczyzn i u 183 kobiet (wg Krajowej Bazy
Danych Nowotworowych) [5]. Szczyt zachorowan u obu pici przypada na szostg i
siodma dekadg¢ zycia [6], jednak RCC wystepuje u pacjentdéw w kazdym wieku, rowniez

u dzieci.

1.1.2. Etiologia.

Etiologia raka nerki nie zostala wyjasniona. Wymienia si¢ wiele czynnikow
predysponujacych do RCC. Wsrdd nich najwigksze znaczenie ma palenie tytoniu.
U palaczy ryzyko jest od 1,5 do 2 razy wigksze, zaleznie od czasu 1 ilosci wypalanych
papierosOW 1 zmniejsza si¢ po zaprzestaniu palenia, szacunkowo 15% po 10 latach
przerwy. [7, 8]. Otytos¢ ma rowniez udowodnione dziatanie niekorzystne, podobnie jak
dieta wysokobiatkowa i tluszczowa oraz siedzacy tryb zycia; spozywanie duzej ilosci

warzyw 1 owocOw natomiast, ma dziatanie ochronne [9, 10].

Wsrdd czynnikow ryzyka raka nerki wymienia si¢ nadci$nienie tetnicze, ktore
niezaleznie od plci zwicksza ryzyko 2-3 razy, co potwierdzono w badaniu EPIC
(European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) [11]. Przyjmowanie
lekow obnizajacych ci$nienie tetnicze, w tym diuretykow, takze moze mie¢ wptyw na

powstawanie raka nerki [12].

Wplyw narazenia na szkodliwe substancje podczas wykonywania pracy
zawodowe] jest przedmiotem wielu publikacji. Dotychczas uwazano, ze praca
z azbestem predysponuje do RCC [13], ostatnio pojawily si¢ prace dementujace to
stanowisko [14]. Zauwazono zwickszone wystepowanie raka nerki wsrod rolnikow,
zwlaszcza pracujgcych przy hodowli zwierzat [15]. Do czynnikow ryzyka zaliczany jest
réwniez kadm, trichloroetylen, promieniowanie jonizujgce [16], jednak wplyw tych

substancji wymaga dalszych badan.
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Zwyrodnienie wielotorbielowate nerek takze koreluje z powstawaniem RCC.
Dotyczy to chorych na wrodzone wielotorbielowate zwyrodnienie nerek oraz na nabyta
wielotorbielowato$¢ nerek. Istotne znaczenie ma dializoterapia; im dluzej chory jest

dializowany tym wieksze ryzyko rozwoju raka nerki [17].

Odnotowano takze rodzinne wystgpowanie raka nerki. Posiadanie krewnego
pierwszego stopnia, u ktorego rozpoznano RCC zwigksza ryzyko wystgpienia raka nerki
dwu — czterokrotnie [18]. Dziedziczna posta¢ raka nerki wystepuje w zespole von
Hippel — Lindau, w zespole Birth — Hogg — Dube, stwardnieniu guzowatym,
w dziedzicznhym brodawkowatym RCC (HPRCC) oraz w zespole wrodzonej
mig$niakowatos$ci i raka nerki (HLRCC). Dziedziczny RCC wystepuje rzadko (3-4%)
1 zazwyczaj pojawia si¢ w mitodym wieku, czesto jest wieloogniskowy 1 obustronny
[19].

1.1.3. Klasyfikacja raka nerki.

1.1.3.a. Klasyfikacja histologiczna.

Na podstawie badan genetycznych oraz histologicznych w1997 roku
w Heidelbergu utworzono klasyfikacje, w ktorej wyrdzniono cztery typy raka nerki:
najczestszy rak jasnokomoérkowy (70 — 80%), rak brodawkowaty (10 — 15%), ktory
podzielono jeszcze na dwa podtypy, rzadziej wystgpujacy rak chromofobny (3 — 5%)
oraz najrzadszy rak z kanalikow zbiorczych (1%) [20,21]. Roznice dotyczace typow

raka nerki zebrano w tabeli 1.

Stopien zroznicowania nowotworu okreslonego z ang. G — grading zostat
usystematyzowany przez Fuhrman’a w 1982 roku i jest powszechnie uznawany za
niezalezny czynnik prognostyczny w raku nerki [22]. System oparty jest na ocenie jader
komorkowych (wielkos¢, ksztatt) oraz jaderek. Fuhrman wyrdznit cztery stopnie: od G1
dla nowotworéw dobrze zréznicowanych, o matych, okraglych jadrach bez jaderek do
G4 dla nowotwordw niezréznicowanych, z duzymi jadrami, o nieregularnym ksztalcie,

ptatowych, z obecnosciag wydatnych jaderek.
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Rak - komorki duze, owalne
jasnokomorkowy | - jasna cytoplazma

(konwencjonalny) | - male owalne jaderka

70-80% - dodatkowo wystepuja komorki
ziarniste

- utkanie lite, cewkowe lub
torbielowate

Rak Typ 1:

brodawkowaty - struktura brodawkowata

10 - 15% - male komorki z matg iloscia
cytoplazmy

- zasadochtonne komorki

Typ 2:

- struktura brodawkowata

- mate komorki z malg ilo$cia
cytoplazmy

- kwasochtonne komorki

Rak chromofobny | - przezroczysta cytoplazma

3-5% z delikatnym siateczkowym wzorem
- obecno$¢ mikropecherzykow, ktore
barwig si¢ na niebiesko technikg

Hale’a
Rak z kanalikow | - komorki stabo zréznicowane,
zbiorczych szescienne
(rak Belliniego) - ziarnista cytoplazma
1% - jadra z duzymi jaderkami

- wysoka aktywno$¢ mitotyczna

1.1.3.b. Klasyfikacja kliniczna.

Klasyfikacja raka nerki ma ogromne znaczenie przy wyborze metody leczenia
oraz oceny rokowania. Obecnie z klinicznego punktu widzenia istnieja dwa podziaty:
klasyfikacja Robsona z 1969 roku obowigzujaca w krajach anglosaskich [24] oraz

szeroko stosowana na §wiecie klasyfikacja TNM.

Nazwa klasyfikacji TNM pochodzi od stow T — Tumor (guz pierwotny),
N — Nodules (wezty chtonne) oraz M — Metastases (przerzuty odleglte). Klasyfikacja
zostala utworzona przez Migdzynarodowg Uni¢ do Walki z Rakiem (Union
Internationale Contre le Cancer — UICC). Co kilka lat jest ona uaktualniana zgodnie

z postepem wiedzy i przy wspotpracy z gronem ekspertdow z American Joint Committee
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on Cancer (AJCC) i World Health Organization (WHO). Obecnie obowiazuje
klasyfikacja z 2009 roku [25].

Wedhlug klasyfikacji TNM z 2009 roku podzielono guzy w zalezno$ci od
rozmiaru i faktu, czy dany guz jest ograniczony do nerki, czy nacieka sasiednie tkanki.
Literg X oznaczamy sytuacje, gdy nie mozna oceni¢ guza, stanu weztow chtonnych lub
obecnosci przerzutow. Natomiast cyfrg 0 oznaczamy stan, gdy nie ma dowodow na
istnienie guza pierwotnego, wezly chlonne sg niezajete lub brak przerzutéw. Dane

dotyczace klasyfikacji TNM zebrano w tabeli 2.

T1 guz < 7 cm w najwigkszym Tlaguz<4cm

wymiarze, ograniczony do nerki T1b guz > 4 cm ale < 7cm
T2 guz > 7 cm w najwickszym wymiarze, | T2a guz>7 cm ale <10 cm
ograniczony do nerki T2b guz >10cm

T3a guz wrasta do zyty nerkowej lub
nacieka thuszcz okotonerkowy

T3 guz wrasta do zyl, nacieka thuszcz

okotonerkowy lub okolicy wneki nerki, T3b guz wrasta do zyly glownej dolnej

ponizej przepony

ale nie przekracza powigzi Geroty T3c guz wrasta do zyty gtéwnej dolnej

powyzej przepony

T4 guz nacieka struktury poza powiez
Geroty wiaczajac nadnercze.

N1 przerzut w pojedynczym regionalnym
wezle chlonnym

N2 zajecie wigcej niz jednego wezla
chtonnego

M1 obecno$¢ przerzutéw odlegtych

Tabela 2. Klasyfikacja TNM z 2009 roku.

Klasyfikacja TNM pozwala oceni¢ stopien zaawansowania klinicznego nowotworu, co

jest najpowazniejszym czynnikiem rokowniczym. Dane przedstawiono w tabeli 3.

I T1 NO MO
I T2 NO MO
i T3 NO MO
T1,T2, T3 N1 MO

v T4 NO-N2 MO
T1-T4 N2 MO

T1-T4 NO-N2 M1

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

1.1.4.a. Symptomatologia.

Klasyczna triada objawow raka nerki, do ktoérej zaliczmy krwiomocz, bol
okolicy ledzwiowej 1 guz wyczuwalny przez powloki brzuszne obecnie spotykana jest
rzadko - u zaledwie (6-10%) pacjentow [26]. Po upowszechnieniu si¢ ultrasonografii
i tomografii komputerowej ponad 50% guzow nerki wykrywanych jest przypadkowo
[27]. W poczatkowym stadium, rak nerki rozwija si¢ bezobjawowo, a wystgpienie
objawow $wiadczy 0 zaawansowaniu procesu i jest uznawane za niekorzystny czynnik
prognostyczny [28]. Do objawow tych zaliczamy krwiomocz, bol okolicy ledzwiowej,
spadek masy ciala, goraczke oraz pocenie nocne. W badaniu fizykalnym mozna
zauwazy¢ zylaki powrdzka nasiennego po Stronie lewej, powickszone wezty chtonne

w okolicy nadobojczykowej lub obrzgk konczyn dolnych.

W opublikowanym w 2012 roku Cancer Statistics w Stanach Zjednoczonych
przerzuty odlegte mialo 18% pacjentow z rozpoznaniem RCC w latach 2001 — 2007
[29]. Typowo rak nerki daje przerzuty do pluc, kosci, nadnercza, watroby

1 mozgu, ale miejscem przerzutu moze by¢ kazdy organ, nawet skora [30,31].

Z wystegpowaniem raka nerki moze by¢ zwigzanych szereg objawoéw
paraneoplastycznych, np.: zwigkszone OB, nadci$nienie tetnicze, hiperkalcemia,

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

1.1.4.b. Diagnostyka obrazowa.

W diagnostyce guzéw nerek najbardziej dostepnym, nieinwazyjnym badaniem
jest USG. Ultrasonografia jamy brzusznej pozwala na uwidocznienie guza nerki,
okreslenie jego rozmiaru i potozenia. Dzigki USG mozna oceni¢ ruchomos$¢ nerki
z guzem, potwierdzi¢ obecno$¢ czopa nowotworowego w zyle gtownej, przerzutow do
watroby oraz powiekszenie weztéw chlonnych. Na rycinie 2 przedstawiono zdjecie

USG z materiatu wtasnego.
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Rycina 2. USG nerki. Widoczny guz gornego bieguna nerki prawej [material wlasny pacjent
01-034].

Comment: Faza tetnicza
Rycina 3. TK jamy brzusznej. Widoczny guz nerki prawej. Stan po nefrektomii lewostronnej z
powodu ccRCC [materiat wtasny pacjent 01-131].
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W tomografii komputerowej jamy brzusznej guzy lite nerki rdéznicuje si¢
na podstawie obecnosci lub braku wzmocnienia po podaniu $rodka cieniujacego. Za
guzy zlodliwe przyjmuje si¢ guzy, ktore wzmacniaja si¢ ponad 20 jednostek
Hounsfield’a [33]. Wykonujac TK oceniamy wielko$¢, potozenie i szerzenie si¢ guza,
cho¢ doktadno$¢ oceny nacieku na tkanke thuszczowg jest mata [34]. TK uwidacznia
czop nowotworowy w zyle nerkowej, powickszone wezty chlonne, przerzuty do
watroby 1 nadnercza. Dzieki temu badaniu mozemy oceni¢ funkcj¢ drugiej nerki. TK
jamy brzusznej z podaniem $rodka cieniujacego lacznie z badaniem klinicznym
pozwala na podjecie decyzji o leczeniu. Na rycinie 3 przedstawiono guz nerki

z materiatu wlasnego.

Rezonans magnetyczny wykorzystuje si¢ u pacjentow z alergia na $rodki
cieniujace uzywane w TK oraz u kobiet w cigzy. Kolejnym wskazaniem do MRI jest
niemozliwa ocena w TK zasiegu czopa nowotworowego w zyle gtownej dolne;j.
Dopelieniem badan obrazowych jest wykonanie zdjecia przegladowego klatki
piersiowe]j celem wykluczenia przerzutéw. Przy podejrzeniu przerzutow wykonuje si¢
bardziej czute badanie, czyli TK klatki piersiowej. Nie zaleca si¢ rutynowej TK mozgu
1 scyntygrafii kosci. Badania te s3 wykonywane u pacjentéw zglaszajacych objawy

typowe dla przerzutow.

1.1.5. Leczenie zabiegowe raka nerki.

1.1.5.a. Nefrektomia radykalna.

Jedynym sposobem na wyleczenie raka nerki jest wycigcie zmiany
nowotworowej. Nefrektomia radykalna ustanowiona przez Robsona w 1969 roku
przestata by¢ zlotym standardem postgpowania. Wedlug Robsona radykalne usunigcie
nerki wykonywano z dostepu przezotrzewnowego 1 polegato na wczesnym podwigzaniu
tetnicy 1 zyty nerkowej, nastepnie usunigciu nerki wraz z tluszczem okotonerkowym
1 powiezig Geroty, nadnerczem i na koncu wykonaniem rozleglej limfadenektomii od

przepony po rozwidlenie aorty [24].

Obecnie radykalne usunigcie nerki wykonuje si¢ zaré6wno z dostgpu przez-
otrzewnowego jak i pozaotrzewnowego, tzw. ledzwiowego [35]. Przy duzych guzach
gbérnego bieguna lub przy obecnos$ci czopa nowotworowego powyzej przepony stosuje
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si¢ dostep piersiowo — brzuszny. Pojawienie si¢ technik laparoskopowych umozliwito
laparoskopowe wyciecie nerki zarOwno przezotrzewnowo jak i pozaotrzewnowo.
Laparoskopowa radykalna nefrektomia stosowana jest w przypadku guzow
ograniczonych do nerki, bez czopa nowotworowego i przy niepowi¢ckszonych weztach
chlonnych. Przy zachowaniu zasad czysto$ci onkologicznej przezycie po zbiegu
laparoskopowym jest poréwnywalne do tego po zabiegu otwartym, a czas

rekonwalescencji znacznie krotszy [36].

Nie zaleca si¢ rutynowego wyciecia nadnercza. Adrenalektomi¢ wykonuje sie
przy duzym guzie gérnego bieguna nerki lub gdy istnieje podejrzenie przerzutu do
nadnercza [37]. Przerzuty do w¢zlow chlonnych sg waznym niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym. Podejscie do limfadenektomii jest niejednoznaczne. Zwolennicy
podkreslaja, ze pacjenci z powigkszonymi wezlami chlonnymi, po cytoredukcyjnej
limfadenektomii maja lepsze wyniki leczenia [38, 39]. Wedlug badania European
Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC nr30881) rozszerzona
limfadenektomia nie wydtuza czasu wolnego od nawrotu ani przezycia chorych po

nefrektomii radykalnej [40].

Zgodnie z wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Urologicznego z 2010 roku
u pacjentow z guzem T1, nefrektomi¢ radykalng przeprowadza si¢ wtedy, kiedy istnieja
przeciwwskazania do czg¢sciowej resekcji nerki, np. z powodu niekorzystnego potozenia
guza, lub z powodu gorszego stanu ogdlnego. Nalezy podkresli¢, ze radykalne wyciecie
nerki nadal pozostaje metodg leczenia u pacjentow z guzem wigkszym niz 7 cm, gdy
istnieja podejrzenia nacieku na tkanke thuszczowa, przy wystepowaniu czopa
nowotworowego w zyle, czyli u pacjentOow z wyzszym stopniem zawansowania
nowotworu niz T1. Dobrze udokumentowanym jest fakt, iz wykonanie nefrektomii
radykalnej u pacjentow z przerzutami odleglymi, w dobrym stanie ogdlnym, poprawia

wyniki leczenia (wigcej na temat w paragrafie 1.1.6) [41, 42].

1.1.5.b. Operacja organooszczedna.

Operacja organooszcz¢dna, z ang. nephron sparing surgery (NSS) polega na
wycieciu guza z minimalnym marginesem zdrowego miazszu nerki. Cho¢ po raz
pierwszy czeSciowg resekcje nerki wykonal Vincenz Czerny w 1887 roku [43], do
niedawna operacje organooszczedne, ze wzgledu na duzg ilo$¢ powiktan, wykonywano

jedynie u pacjentéw z jedyna nerka, z obustronnym guzem nerek lub gdy druga nerka
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byla obcigzona procesem chorobowym. Powszechnie uwaza si¢, iz dla RCC
ograniczonego do nerki, wyniki leczenia dla nefrektomii i operacji organooszczednej sa
podobne [44, 45, 46]. Ostatnio ukazaly si¢ doniesienia, ze pacjenci po radykalnej
nefrektomii majg krotsze przezycie ogolne z powodu wigkszego odsetka przewlektej
niewydolnosci nerek i chorob krazenia [47, 48]. Dlatego NSS jest zalecana dla leczenia
guzéw nerki w stopniu T1 wg Klasyfikacji TNM [49]. Wykonanie cz¢$ciowe] resekcji
nerki z powodu guza wigkszego niz 7 cm wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wznowy
miejscowej 1 moze by¢ wykonywane jedynie ze wskazan bezwzglednych (guz jedyne;j

nerki).

Laparoskopowa czgsciowa nefrektomia, z ang. laparoscopic partial nephrectomy
(LPN) moze by¢ alternatywa do otwartej operacji organooszczgdnej, ale tylko
wykonywana w wyselekcjonowanej grupie pacjentow (maty guz potozony obwodowo)
[50]. Nalezy podkresli¢, ze czas niedokrwienia nerki jest diuzszy w zabiegu
wykonanym z dost¢pu laparoskopowego, dlatego u pacjentow z wysokim ryzykiem
przewleklej niewydolno$ci nerek powinno si¢ wykonaé klasyczng NSS [51, 52].
Wykorzystanie robota w czesciowej resekcji nerki, z ang. robot assisted partial
nephrectomy (RAPN) daje mozliwo$¢ trojwymiarowego obrazu, latwiejsze jest
zaktadanie szwow, co pozwala na zmniejszenie czasu niedokrwienia, utraty krwi

podczas zabiegu oraz ilo$ci powiktan [53, 54, 55].

1.1.5.c. Ablacja guza nerki.

Techniki matoinwazyjnego leczenia raka nerki polegajace na niszczeniu guza
poprzez wytworzenie martwicy komorek, obejmuja krioablacje (zamrazanie) oraz
przegrzanie przy pomocy fal radiowych (RFA) lub ultradzwigkow (HIFU) [56]. Ablacje
mozna wykona¢ poprzez naklucie powlok pod kontrola USG lub przy pomocy
laparoskopii, dzigki czemu ilos¢ powiktan jest mata a czas rekonwalescencji bardzo
krétki [57]. Ablacji poddaje si¢ potozone obwodowo mate guzy (do 3 cm). Poniewaz po
ablacji nie ma materiatu do badania histopatologicznego, przed zabiegiem nalezy
wykona¢ biopsje. Brak dlugoterminowych obserwacji potwierdzajacych skutecznosé
tych metod. Sugeruje si¢, ze czestos¢ wznowy miejscowej jest wieksza niz po operacji
organooszczednej, a rozpoznanie wznowy trudne ze wzgledu na rozwijajace si¢ po

ablacji wioknienie [58].
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Wskazaniem do ablacji moze by¢ podeszty wiek, choroby wspdtistniejace
bedace przeciwwskazaniem do leczenia operacyjnego [59]. Techniki matoinwazyjne
moga mie¢ rOwniez zastosowanie u pacjentow z dziedziczng postaciag RCC, u ktorych
rak nerki wystepuje wieloogniskowo. Ablacja moze by¢ uzupelnieniem leczenia matych
zmian, ktorych nie usuni¢to w czasie NSS. Przeciwwskazaniem do wykonania ablacji
jest potozenie guza w sgsiedztwie moczowodu, we wnece nerki. Bezwzglednym

przeciwwskazaniem sg zaburzenia krzepnigcia niepoddajace sie leczeniu [60].

1.1.5.d. Embolizacja.

Embolizacja ma na celu zamknigcie naczyn doprowadzajacych krew do guza,
w przypadku raka nerki, tetnicy nerkowej z naklucia tetnicy udowej. Pod kontrolg
rentgenowska wprowadza si¢ cewnik do tetnicy nerkowej, podaje kontrast celem
uwidocznienia unaczynienia guza a nastgpnie wprowadza si¢ material zamykajacy
tetnicg. Materiatami wykorzystywanymi do embolizacji sa skrawki spongostanu,
metalowe spirale, balony odczepiane, mieszanina kleju cyjanoakrylowego z lipiodolem

oraz alkohol poliwinylowy [61].

Embolizacje wykonuje si¢ u pacjentdow z przeciwwskazaniami do leczenia
operacyjnego lub gdy wyciecie nerki z guzem nie powiodlo si¢. Jest to leczenie
paliatywne, majace na celu zmniejszenie dolegliwosci bolowych 1 krwawienia do
uktadu zbiorczego nerki [62]. Dobrze udokumentowanym jest fakt, iz wykonywanie
embolizacji przed rutynowa nefrektomig radykalng nie wydluza przezycia chorych.
Ilos¢ powiktan podczas obu zabiegdw jest podobna, poza jednym wyjatkiem, przy
duzych guzach ilo$¢ transfuzji krwi jest mniejsza, gdy przed zabiegiem wykonano
embolizacj¢ [63]. W zwigzku z tym w wybranych przypadkach mozna wykonaé
embolizacj¢ przed nefrektomig [64]. Opisano wykonywanie embolizacji przed

wycieciem przerzutu do kosci celem zmniejszenia krwawienia podczas zabiegu [65].

1.1.6. Leczenie przerzutowego raka nerki.

Biorac pod uwage fakt, ze tylko leczenie chirurgiczne jest jedyng znang metoda
wyleczenia raka nerki, obowigzuje zasada, wedlug ktorej stosuje si¢ wyciecie zmian
nowotworowych, jezeli jest to mozliwe z technicznego punktu widzenia i pacjent jest

w dobrym stanie ogoélnym. Podkresla si¢, ze wykonanie nefrektomii radykalnej
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w rozsianej chorobie nowotworowej i zastosowanie nastgpnie leczenia systemowego
wydhuza przezycie chorych [66]. Wykonuje si¢ rowniez wycigcie zmian przerzutowych.

Poprawe rokowania uzyskuje sie po wycieciu wszystkich zmian przerzutowych [67].

Radioterapia jest leczeniem paliatywnym przerzutow do kosci lub mozgu celem
ztagodzenia objawow [68]. Opisano takze wykorzystanie stereotaktycznej radiochirurgii
w leczeniu przerzutow do modzgu. Zastosowanie tej metody u pacjentow

z pojedynczym, nieresekowalnym przerzutem wydtuzato przezycie [69].

Leczenie systemowe raka nerki inaczej niz w przypadku leczenia zabiegowego
wprowadza si¢ po histopatologicznym rozpoznaniu typu RCC. Dobrze
udokumentowanym jest fakt, iz rak jasnokomodrkowy nerki jest oporny na
chemioterapi¢. Ma to zwiazek z produkcja przez komorki guza glikoproteiny P, ktora
usuwa cytostatyki z komorki [70, 71, 72]. Podobnie leczenie hormonalne uwaza si¢ za

nieskuteczne [73, 74].

Rak jasnokomorkowy nerki jest nowotworem immunogennym. Badania
kliniczne i laboratoryjne dowodza oddziatywania pomigdzy uktadem odpornosciowym
a komorkami ccRCC, np. odkrycie antygendéw specyficznych dla nowotworu
prezentowanych przez glikoproteiny glownego wukladu zgodnosci tkankowej
I odpowiedzi ze strony limfocytow T CD4+ [75]. Od poczatku lat 80-tych XX wieku
testowano dziatanie réznych cytokin i komoérek odpornosciowych. Szereg badan
klinicznych pokazato, ze do cytokin majacych aktywnos$¢ przeciwnowotworowa naleza

interferon alfa i interleukina — 2.

Interferon alfa (IFN-a) nalezy do grupy bialek nazywanych interferonami, ktore
po raz pierwszy opisal Isaacs i Lindenmann w 1957 roku [76]. Interferon alfa,
wytwarzany przez limfocyty, hamuje namnazanie si¢ wirusa, hamuje proliferacje
komorek, stymuluje mechanizmy komorkowe uktadu immunologicznego, bierze udziat
W roznicowaniu komorek [77]. Szacuje si¢, ze odpowiedz na IFN-a jest gldéwnie
czeSciowa na poziomie srednio 15%, a odpowiedz catkowita osigga 1,8% pacjentow.
Pomimo stosunkowo niewielkiego odsetka odpowiedzi na leczenie odnotowano
wydtuzenie przezycia calkowitego oraz przezycia wolnego od progresji
w stosunku do pacjentow z placebo Ilub leczonych hormonalnie. Wigksze

prawdopodobienstwo odpowiedzi na leczenie majg pacjenci po nefrektomii, z czystym
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rakiem jasnokomorkowym nerki, z przerzutami do pluc i w dobrym stanie ogdlnym [78,

79].

Interleukina-2 (IL-2) jest czynnikiem wzrostu limfocytow T. Po inkubacji
komorek jednojadrzastych pobranych z krwi obwodowej chorych na raka z wysokimi
dawkami interleukiny-2, komorki te nabieraly zdolnosci litycznych wobec komorek
nowotworowych. [80, 81]. Doniesienia te byly podstawa do zastosowania IL-2 w 1985
roku w leczeniu pacjentdéw z rozsiang chorobg nowotworowa [82]. Procent odpowiedzi
(czeSciowa + calkowita) na leczenie waha si¢ od 7 do 27% [83, 84]. Jednak najwiekszy
odsetek odpowiedzi catkowitej byl obserwowany u pacjentow poddanych leczeniu
wysokimi dawkami IL-2 podawanej dozylnie w bolusie, co wymaga hospitalizacji i jest
bardziej toksyczne od monoterapii IFN-a. [85, 86, 87].

W zwigzku z niezadowalajagcym wynikiem monoterapii interferonem alfa lub
interleuking-2 oraz na podstawie doniesien o synergistycznym dziataniu obu cytokin
wdrozono schematy ich tacznego stosowania. Negrier i wspotautorzy dowiedli, ze
faczne stosowanie IL-2 z IFN-a daje wigkszy wspolczynnik odpowiedzi, ale nie ma
wpltywu na przezycia catkowite [88]. Laczne stosowanie cytokin i chemioterapeutykow,
np. schemat hanowerski (Interferon alfa plus IL-2 plus 5-fluorouracyl) roéwniez nie
przyniosto wydtuzenia przezycia w porownaniu do schematu wysokich dawek IL-2

podawanej dozylnie [89, 90].

Dopiero odkrycie lekow hamujacych angiogeneze¢ przyniosto poprawe wynikéw
leczenia chorych z przerzutowym ccRCC. Podtoze molekularne sposobu dziatania tych
lekow oraz wytyczne stosowania terapii celowanej] u pacjentow z rakiem

jasnokomorkowym nerki jest przedstawione w rozdziale 1.4.
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1.2. Rola genu VHL.
VHL to gen supresorowy choroby von Hippel — Lindau, choroby dziedziczonej

autosomalnie dominujgco i powstajacej w wyniku inaktywacji tego genu. Mapowanie
i identyfikacja genu VHL metodg analizy sprzgzen wykorzystana zostala do
zmapowania genu VHL w rodzinach z obcigzeniem genetycznym: w 1988 roku zostat
on zlokalizowany na chromosomie 3p przez Seizinger’a [91]. Po dalszych analizach
zostalo odkryte jego doktadne potozenie w regionie 3p25-26. Gen ten ostatecznie zostat
zidentyfikowany w 1993 roku dzigki migdzynarodowej wspolpracy badaczy z American

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

Ekspresja genu VHL zachodzi zar6wno w komorkach osob dorostych jak
1 plodu, (od 6-go tygodnia po zaptodnieniu) we wszystkich listkach zarodkowych.
Informacyjny RNA (mRNA) wykryto w prawie wszystkich tkankach, szczegélnie
wysoki poziom ekspresji genu VHL zauwazono w o$rodkowym uktadzie nerwowym,
oczach, ptucach, jadrach oraz nerkach [93]. U ptodu opisano wystgpowanie biatka VHL
zarowno w korze jak i rdzeniu nerki, jednak wysokie st¢zenie tego biatka odnotowano
w komorkach kanalikéw proksymalnych (skad wywodzi si¢ rak jasnokomdrkowy nerki)
[94].

Gen VHL jest genem supresorowym (antyonkogenem). Geny supresorowe
petnia funkcje ochronne w stosunku do komorek, miedzy innymi kodujg biatka naprawy
DNA, reguluja cykl komoérkowy, wptywaja hamujaco na proliferacje komorek, koduja
czasteczki adhezji komorkowej. Przykladem genu supresorowego jest gen p53, tzw.
straznik genomu, ktory bierze udzial w naprawie uszkodzonego DNA, inicjuje

apoptozg, jezeli uszkodzenia nie mozna naprawic.

1.2.1. Budowa oraz funkcje genu VHL i bialka VHL.

Gen VHL sktada si¢ z 14 500 par zasad, a region kodujacy liczy 642 nukleotydy. Sktada
si¢ z trzech egzonow (sekwencji kodujacych) o dtugoscei:

e egzonl |::> 340 par zasad
e egzon2 |::> 123 par zasad
e egzon3 ::> 179 par zasad

Promotor zawiera wiele miejsc wigzania czynnikéw transkrypcyjnych, ale do tej pory

nie ustalono sposobu regulowania ekspresji genu VHL.
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Gen VHL koduje biatko VHL i ma dwa kodony start wewnatrz egzonu 1,
dlatego powstaja dwie izoformy biatka. Pierwsza liczaca 213 aminokwasow powstaje,
gdy translacja rozpoczyna si¢ od pierwszego kodonu start. Druga forma biatka sktada
si¢ z 160 aminokwasow i jest tworzona od drugiego kodonu metioniny w pozycji 54.
Obydwa kodony start sg aktywne, jednak drugi kodon poprzedzony jest silniejsza
sekwencja konsensusowa Kozak, co jest kluczowe do inicjacji translacji [95]. Kodony
od 14 do 53 zawierajg osiem powtorzen pigciu aminokwasow o sekwencji (Gly-X-Glu-
Glu-X) w skrocie (GXEEX)8, podobng sekwencj¢ odkryto u wiciowca Trypanosoma

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

W komorce biatko VHL z ang. protein VHL (pVHL) jest odpowiedzialne za
regulacj¢ odpowiedzi komoérkowej na zmieniajace si¢ stezenie tlenu [97]. Biatko VHL
w domenie o posiada miejsce wigzania z elonging C, poprzez ktora taczy si¢ z elonging
B, culling-2 i Rbx tworzac kompleks o aktywnosci ligazy E3 ubikwityny. Kompleks ten
wyznacza biatka do ubikwitynacji i degradacji w proteosomie [98].

Biatko VHL sktada si¢ z dwoch domen: alfa i beta. Domena o jest mniejsza 1
posiada trzy helisy o, taczy si¢ z elonging C. Wieksza domena 3 utworzona jest z
siedmiu harmonijek B i jednej helisy o. Odpowiada za transport jadrowy oraz funkcje
supresorowe biatka VHL [95].

Domena o jest miejscem czestego wystepowania mutacji punktowych zmiany
sensu, tzw. hot spot region. Szczegdlnie wazne miejsce zajmuje arginina w pozycji 167,
miejsce to odpowiedzialne jest za interakcje z elonging C 1 stabilizacje struktury pVHL.
Bialka tworzace powierzchni¢ domeny [ s3 rowniez regionem czestych mutacji
punktowych (Trp88, Asn90, GIn96, Tyr98, Tyr112), region ten uwaza si¢ za miejsce
laczenia z innymi biatkami [99]. Budowe genu VHL i pVHL przedstawiono na

rycinie 4.

Wyrézniamy dwie izoformy biatka VHL: dluzsza (213 aminokwasow) o masie
czasteczkowej okoto 30 kDa, ktorg oznacza si¢ pVHL30 oraz krotsza (160
aminokwasow) o masie 19 kDa (pVHL19). Szereg publikacji potwierdza wystepowanie
pVHL w jadrze komoérkowym, cytoplazmie i mitochondriach [100, 101]. Obydwie
formy pelnig rol¢ w supresji nowotwordéw, jednak dowiedziono czestsze wystepowanie

formy pVHL30 [102]. Analiza mutacji wystepujacych przy koncu 5° zmieniajacych
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jedynie pVHL30 wskazata na dodatkowe funkcje supresorowe dluzszej formy biatka
VHL, niezalezne od HIFa. Przypuszcza si¢, ze fosforylacjia pVHL30 reguluje wigzanie
i sekrecje fibronektyny do macierzy pozakomorkowej [103].

a GenVHL
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Transport jadrowy

Funkcje supresorowe

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

Biatko VHL jest zaangazowane w wiele procesow komorkowych, takich jak
organizacj¢ filamentow aktynowych i mikrotubul, tworzenie macierzy pozakomoérkowe;j
poprzez polaczenie z fibronektyna, kontrole cyklu komorkowego, wptywa na wzrost
i apoptoze komorek. Funkcje te sa niezalezne od czynnika transkrypcyjnego HIFa
[104].

HIFa (ang. hypoxia — inducible factor alpha) czynnik indukowany hipoksja jest
biatkiem regulatorowym, wchodzacym w kompleks biatek inicjujacych transkrypcje

wielu gendw.

Kiedy w komorce jest wystarczajaca ilo§¢ tlenu (normoksja) HIFa ulega
hydroksylacji. Tak zmodyfikowany HIFa taczy si¢ z domena  biatka VHL, co pozwala
na przylagczenie do domeny o biatka VHL biatek tworzacych kompleks ligazy E3.
Kompleks, w ktorego sktad wchodzi biatko VHL, przylacza biatka ubikwityny do HIFa
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1 kieruje czynnik transkrypcyjny do proteosomu. A wiec prawidtowe biatko VHL
przyczynia si¢ do degradacji czynnika transkrypcyjnego gendw indukowanych hipoksja.

W warunkach niewystarczajgcej ilosci tlenu w komorce (hipoksja) HIFa nie jest
hydroksylowany i1 nie moze potaczy¢ si¢ z biatkiem VHL. Nast¢puje akumulacja HIFa,
ktory taczy sie z HIF B, ulega stabilizacji i zostaje przetransportowany do jadra.
W jadrze dimer HIFo i HIFPB laczy si¢ z DNA i inicjuje transkrypcj¢ genow
indukowanych hipoksja, ktorych produktami sg [105]:

e VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor), czynnik wzrostu §rodbtonka
naczyniowego — biatko pobudzajace mitoze komoérek srodblonka naczyniowego,
bierze udziat w tworzeniu nowych naczyn krwiono$nych

e PDGF-B (ang. Platelet-Derived Growth Factor-p), ptytkowy czynnik wzrostu —
biatko wytwarzane przez plytki krwi, jest silnym mitogenem dla komorek
przydanki i miesni gladkich naczyn, przez co stabilizuje powstale naczynia,
odgrywa tez role w inicjacji angiogenezy poprzez stymulacje syntezy DNA
w komorkach $rodbtonka [106]

e EPO erytropoetyna — hormon, ktéry pobudza erytropoeze, co prowadzi do
zwigkszenia produkcji erytrocytow w szpiku kostnym.

e TGF-a (ang. Transforming Growth Factor-a), transformujacy czynnik wzrostu —
bialko produkowane przez makrofagi, wykazuje aktywno$§¢ mitogenng

w stosunku do fibroblastow, komoérek srodbtonka i nabtonka [106]

Role biatkka VHL w regulacji stezenia HIF o, pod wplywem zmieniajacych si¢

warunkow tlenowych komorki przedstawiono na rycinie 5.

Podobna sytuacja jak podczas hipoksji ma miejsce, gdy gen VHL ulega mutacji
lub inaktywacji. Nastepuje akumulacja czynnika transkrypcyjnego HIFa i ekspresja
genow biatek pro-angiogennych co moze mie¢ kluczowe znaczenie w rozwoOju
nowotworow bogato unaczynionych [108]. U ponad potowy pacjentow z ccRCC
wykazano mutacje w dwoch allelach VHL. Badania na myszach pokazaly, ze
wprowadzenie niezmutowanego genu VHL do komorek ccRCC pozyskanych od
pacjentdow hamuje zdolnos$¢ tych komoérek do tworzenia guza [109]. Stad biatko VHL

nalezy do rodziny bialek supresorowych i nazywane jest straznikiem nerki.
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Rycina 5. Interakcja biatka VHL (pVHL) z czynnikiem transkrypcyjnym HIF o, wedlug George
I wsp. [107]. Rysunek zmodyfikowano.

Istotny wplyw na utrate¢ funkcji biatka VHL ma miejsce mutacji genu VHL. I tak
szczegolnie istotne sg sekwencje genu odpowiadajace miejscom wigzania HIF o
w domenie f i elonginy C w domenie a. Poszczegolne mutacje powoduja utrate réznych
funkcji biatka VHL, co moze przeklada¢ si¢ na obraz kliniczny pacjentdw z mutacjami

w genie VHL.

1.3. Mutacje genu VHL.

Utrata funkcji biatkka VHL jest rezultatem wylaczenia allelu, metylacji

promotora lub mutacji w genie VHL [95].

Wyrézniamy dwie grupy mutacji: mutacje germinalne i mutacje somatyczne.
Mutacje germinalne (generatywne) sg obecne we wszystkich komorkach organizmu,
w tym w komorkach rozrodczych (plemnikach lub komorce jajowej). Mutacje te sg
przekazywane na nastgpne pokolenia i odpowiadaja za dziedziczng posta¢ raka
jasnokomorkowego nerki i zespot von Hippel-Lindau. Natomiast mutacje somatyczne
moga pojawi¢ si¢ w jakiejkolwiek komorce, z wyjatkiem komorek rozrodczych, stad
wystepuja w danej tkance, narzadzie. Mutacje somatyczne nie sg dziedziczone,
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odpowiadajg za powstanie duzej liczby sporadycznego konwencjonalnego raka nerki
[110, 111, 112].

W zwiagzku z tym, ze gen VHL jest genem supresorowym wg teorii Knudsona
do wutraty jego funkcji potrzebna jest inaktywacja obu kopi genu [113].
W sporadycznym raku nerki potrzebne sa dwie niezalezne mutacje do inaktywacji
odziedziczonego prawidtowego genu VHL. Defekt genu VHL jest obserwowany w 60-
80% wszystkich sporadycznych rakow jasnokomoérkowych nerki. W rodzinnym raku
nerki odziedziczona jest jedna zmutowana kopia genu VHL, co czyni osob¢ podatng na
kancerogeneze. Wylaczenie jednej kopi genu VHL skutkuje tworzeniem torbieli
w nerkach. Uwaza si¢, ze utrata funkcji biatka VHL jest krokiem inicjujagcym
powstawanie raka jasnokomorkowego nerki, ale do powstania nowotworu potrzebne sg
jeszcze dodatkowe wydarzenia mutacyjne [114]. Etapy powstawania RCC

przedstawiono na rycinie 6.

A ccRCC sporadycznie wystepujacy

Dodatkowe mutacje

VHL*= VHL -
Krok 1 l Krok 2 . Krok 3 ®
VHL*
_— _— _—
Mutacja genu Mutacja genu Mutacje
VHL VHL innych gendw
Pojedynczy
guznerki
B ¢cRCC w chorobie von Hippel - Lindau
VHL - Dodatkowe mutacje
Krok 1 Krok 2
VHL*=
Mutacja genu Mutacje
VHL innych gendw
iedzi i Wi iskowys
sze.(?zmzeme Torbialenerki Wieloognisl owy
mutacji genu VHL guznerki

Rycina 6. Etapy powstawania raka nerki w sporadycznie wystepujacym CCRCC zaleznym do
VHL oraz w chorobie von Hippel — Lindau, wedtug Cohen i wsp. [114]. Rysunek
zmodyfikowano.

1.3.2. Mutacje germinalne genu VHL.

Mutacje germinalne zostaly zidentyfikowane u okoto 1000 rodzin z chorobg von
Hippel-Lindau na catym $wiecie [115]. Analiza tych mutacji daje obraz r6znorodnosci
miejsca 1 typéw mutacji genu VHL. Duze delecje przynajmniej jednego egzonu
wystepowaty w 40% przypadkow, 60% to mutacje wewnatrzgenowe obejmujace:
mutacje z przesuni¢ciem ramki odczytu, nonsensowne, zmiany sensu, mutacje miejsc
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splicingowych oraz mate delecje [95]. Wigkszo$¢ powtarzajacych si¢ mutacji wystepuje
w szczegoOlnie podatniej na mutacje sekwencji DNA nazywanej z angielskiego ‘hot
spots’. Najczesciej wystepuja delPhe76, Asn78Ser/His/Thr, Pro86Leu, Argl6lTer,
Cys162Tyr/Phe/Trp, Argl67GIn/Trp and Leul78Pro [116]. Wsrdod rodzin niemieckich
oraz amerykanskich niemieckiego pochodzenia wykryto mutacje charakterystyczng dla
rodzin zamieszkujacych lasy Szwarcwaldu, nazywang ‘Black Forest’, jest to mutacja
punktowa substytucja T na C, ktorej rezultatem jest zamiana aminokwasu: Tyr98His
[117].

Mutacje germinalne genu VHL skutkujg rozwojem:

e Zespolu von Hippel-Lindau, ktéra predysponuje do rozwoju naczyniakow,
torbieli i nowotworoéw ztosliwych, w tym pheochromocytoma i RCC.
e Rodzinnie wystepujacego guza chromochlonnego, bez rozwoju innych

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

1.3.2.a. Zespol von Hippel — Lindau.

Zesp6t von Hippel — Lindau jest chorobg genetyczng, dziedziczong autosomalnie
dominujaco, spowodowang przez mutacje w genie VHL. Wystepuje z czestoscig 1 na
36 tysigcy urodzen [119]. W Polsce zyje okoto 1000 osob z zespotem von Hippel —
Lindau [120]. W 1904 roku niemiecki okulista Eugen von Hippel opisat dwa przypadki
zmian w siatkowce, ktore uznat za objaw nieopisanej dotad choroby, nazwanej przez
niego naczyniakowato$cig siatkowki (angiomatosis retinae). W 1926 roku szwedzki
patolog Arvid Lindau opisatl takie same zmiany na siatkdwce skojarzone z guzami

moézdzku i innych narzadow, w tym nerki [95].

Zespot von Hippel — Lindau charakteryzuje si¢ zwigkszong genetyczng
predyspozycja do powstawania guzoéw tagodnych 1 ztosliwych w réznych narzadach.
Nowotwory powstaja czgsto wieloogniskowo lub obustronnie i w mtodszym wieku w
porownaniu z osobami bez mutacji w genie VHL. Okoto 67% pacjentéw z zespotem
VHL rozwija co najmniej jedng charakterystyczng zmian¢ narzadowa przed 30 rokiem
zycia, a az 99% pacjentow w wieku 65 lat. Choroba moze ujawniac si¢ wystgpowaniem
nowotworow w jednym Iub kilku narzadach [120]. Dwie trzecie pacjentow
z zespolem VHL rozwinie zmiany w nerkach, najczesciej sa to torbiele nerek (zmiany

fagodne). U czeSci pacjentdow rozwija si¢ rak jasnokomoérkowy nerki, ktory jest
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najczestszg przyczyna $mierci chorych na VHL [121]. Na podstawie wieloletnich
obserwacji rodzin z zespolem VHL, badacze doszli do wniosku, Ze rodziny te rdznig si¢
pod wzgledem manifestacji narzagdowej choroby i utworzyli podziat kliniczny zespotu
VHL. Do typu 1-go naleza rodziny, w ktorych wystepuja naczyniaki zarodkowe OUN 1
siatkowki oraz ccRCC, a nie wystepuje pheochromocytoma. Typ 2-gi choroby VHL
charakteryzuje si¢ wystgpowaniem guza chromochtonnego nadnerczy 1 =zostal
dodatkowo podzielony na trzy podtypy w zaleznosci od czgsto$ci wystepowania raka
jasnokomorkowego nerki. Typ 2A oznacza niewielkie ryzyko rozwoju ccRCC, typ 2B
to duze ryzyko ccRCC. Rodzinnie wystepujacy guz nadnerczy, bez innych guzow
charakterystycznych dla zespotu VHL okreslono jako typ 2C [122].

Udowodniono wystepowanie korelacji pomigdzy genotypem a fenotypem
u pacjentow z chorobg von Hippel - Lindau. Stwierdzenie u pacjenta charakterystycznej
mutacji, mozna wykorzysta¢ w praktyce klinicznej celem wdrozenia diagnostyki
nowotworu i odpowiednio wczesnego leczenia [123]. | tak delecje, mutacje
z przesunigciem ramki odczytu lub nonsensowne wystepuja w typie 1 choroby VHL,
natomiast mutacje zmiany sensu sg typowe dla typu 2 choroby VHL. Mutacja zmiany
sensu w 167 kodonie jest zwigzana z typem 2B choroby VHL 1 wysokim
prawdopodobienstwem rozwoju pheochromocytoma. Dwie specyficzne mutacje zmiany
sensu: Tyr98His (mutacje ‘Black Forest’) i Tyr112His sa charakterystyczne dla typu 2A
choroby VHL [124]. U pacjentow z typem 2C choroby VHL (z rodzinnym guzem
chromochtonnym) réwniez wykryto specyficzne mutacje, sa nimi mutacje zmiany
sensu: Leul88Val, Val84Leu, Ser80Leu [125]. Dane dotyczace podziatu zespotu VHL

zebrano w tabeli 4.

Klasyfikacja Rodzaj mutacji Manifestacja narzagdowa

Calkowita lub
Typ1l cze$ciowa utrata VHL
(np. duze delecje)

Naczyniaki zarodkowe OUN i siatkowki
ccRCC

Mutacje punktowe Naczyniaki zarodkowe OUN 1 siatkowki

Typ 2A (zmiany sensu) Pheochromocytoma
Niskie ryzyko ccRCC
Mutacje punktowe Naczyniaki zarodkowe OUN i siatkowki
Typ 2B (zmiany sensu) Pheochromocytoma
Wysokie ryzyko ccRCC
Typ 2C Mutacje punktowe Pheochromocytoma

(zmiany sensu)

Tabela 4. Charakterystyka typow zespotu von Hippel — Lindau.
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1.3.3. Mutacje somatyczne w sporadycznym raku nerki.

W sporadycznym raku jasnokomorkowym nerki zaleznym od VHL obserwuje
si¢ delecje, wewnatrz genowe mutacje lub metylacje promotora dzikiego allelu genu
VHL, co skutkuje utrata funkcji biatka VHL lub brakiem ekspresji genu w tkance guza.
Obserwacje te sg typowe dla genu supresorowego. Dobrze udokumentowanym jest fakt,
ze w tkance guza ccRCC powszechnie wystepuje delecja genu VHL, co manifestuje si¢
utratg heterozygotycznosci (z ang. loss of heterozygosity LOH) polimorficznych
markeré6w na chromosomie 3p25-p26. Wedlug Young’a i wspotautoréw LOH
znaleziono w 89,2% tkanek pozyskanych od pacjentéw ze sporadycznym rakiem
jasnokomorkowy nerki [126]. Hypermetylacje wykazano w 33% guzdw, u ktérych nie

wystepowala utrata heterozygotycznosci [127].

Mutacje somatyczne, tak samo jak mutacje germinalne, sg zlokalizowane wzdtuz
genu od kodonu 54 (drugiej metioniny). Podobnie s3 to mutacje réznych typdw:
mutacje zmiany sensu, nonsensowne, z przesuni¢ciem ramki odczytu lub mutacje
miejsc splicingowych. Rozktad mutacji somatycznych przedstawiono na rycinie 7.
W populacji niemieckiej wykryto charakterystyczng mutacj¢: delecje tancucha poli-T
(nukleotyddéw 653—657) jest to mutacja z przesunigciem ramki odczytu od kodonu 148.
Mutacja ta nie wystepuje u pacjentdéw z innych panstw, co moze $wiadczy¢ o wptywie
specyficznego kancerogenu [128]. Mutacje genu VHL w sporadycznym raku
jasnokomoérkowym nerki wystepuja od 42 do 75% zaleznie od autora publikacji [128,
129, 130, 131, 126]. Cze¢stos¢ mutacji zalezy od danej populacji. Trzeba zaznaczy¢, ze
bardzo wazna jest doktadna weryfikacja histopatologiczna raka nerki, poniewaz mutacje
genu VHL sa charakterystyczne tylko dla czystego raka jasnokomoérkowego. Wedtug
Young’a wysoki poziom mutacji (75%) w poroOwnaniu z wczesniejszymi publikacjami
innych autorow wynika z udoskonalenia technik wykrywania mutacji. Nalezy
podkresli¢, ze autorzy publikacji sg zgodni co do wptywu mutacji genu VHL na rozwoj
raka nerki. Biorac pod uwage fakt, Ze od rodzaju mutacji zalezy typ zespotu VHL i
manifestacja narzagdowa choroby, na $wiecie prowadzone sg badania nad istnieniem
korelacji pomigdzy rodzajem mutacji somatycznych a biologig sporadycznego raka
jasnokomorkowego nerki. Sugeruje si¢, ze obecno$¢ lub brak mutacji wptywa na
rokowanie. Wedlug Yao istnieje wspolzalezno$§¢ pomiedzy wystgpowaniem mutacji
genu VHL a lepszym rokowaniem u pacjentOw w stopniu zaawansowania klinicznego I

- Il poddanych nefrektomii [132].
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Nowo wykryte mutacje genu VHL sg wprowadzane do baz danych, dostepnych
przez Internet:

e Uniwersal Mutation Database (www.umd.be/VHL)
e Sanger Database (http://www.sanger.ac.uk/)

e SNPper Database (snpper.chip.org)
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Rycina 7. Rozktad 1244 mutacji somatycznych genu VHL na podstawie literatury wedtug
Young i wsp. [126].

Powszechnie uwaza si¢, ze inaktywacja genu supresorowego VHL wystepuje na
wczesnym etapie powstawania raka jasnokomorkowego nerki. Jednak u okolo 30%
sporadycznie wystepujacych ccRCC nie wystepuja zmiany w genie VHL. Ze wzgledu
na skapa ilo$¢ badan zajmujacych sie ta tematyka, oraz ze wzgledu na fakt, iz badania te
sg prowadzone na malej grupie pacjentow, do tej pory nie ustalono patogenezy
powstawania sporadycznego ccRCC niezaleznego od genu VHL [133]. Podobnie jak
pacjenci z choroba VHL postuzyli za model badan, ktorych celem bylo odkrycie
znaczenia zmian w genie VHL na kancerogeneze, tak obecnie prowadzone sg badania
nad rodzinnym ccRCC niezaleznym od genu VHL. Wystepowanie konstytucyjnej
translokacji chromosomu 3-go jest zwigzane z patogenezg raka jasnokomorkowego
nerki [134]. Analiza najczeSciej wystepujacych translokacji chromosomu 3-go

doprowadzita do identyfikacji szeregu gendw, ktore sa pokrzyzowane w miejscu
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przerwania. Do genow tych zaliczmy: FHIT, TRC8, DIRC, LSAMP i NOREL, jednakze
rola tych genow w patogenezie ccRCC wymaga potwierdzenia [134]. W 2012 roku
utworzono baze danych (Renal Cancer Gene Database) zawierajgcg informacje na temat
gendw, ktore mogg mie¢ wpltyw na powstawanie roznych typow raka nerki. Baza ta
zawiera 240 genow, ktore zostaly opisane w artykutach badawczych dotyczacych raka
nerki w bazie PubMed [135].

1.4. Terapia celowana przerzutowego raka jasnokomorkowego nerki.
Zasada terapii celowanej w onkologii polega na zastosowaniu lekow, ktore
swoiscie blokuja biologiczne szlaki zaangazowane w kancerogeneze. Dzigki
osiggnigciom biologii molekularnej poznano niektére mechanizmy przyczyniajace si¢
do powstawania raka jasnokomodrkowego nerki. W komoérce ccRCC w wyniku
wylaczenia funkcji genu VHL i jego produktu pVHL nastepuje akumulacja HIFa, ktory
po potaczeniu z HIFPB i przeniknigciu do jadra komorkowego aktywuje transkrypcje
szeregu genow zaleznych od hipoksji. Geny te sa zaangazowane w rdzne procesy
potaczone z rozwojem raka 1 jego wzrostem. Wsrdd nich VEGF, PDGF, TGFa - biatka,
ktore sg bezposrednio zwigzane z angiogenezg i wzrostem guza. [136]. VEGF i PDGF
taczg si¢ z receptorami: VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) oraz
PDGFR (Platelet Derived Growth Factor Receptor) obecnymi w komorkach
srodblonka. Receptory te s3a biatkami transbtonowymi o aktywno$ci kinazy
tyrozynowej. Ich domena zewnatrzkomorkowa wigze si¢ ze swoistym ligandem,
a domena wewnatrzkomorkowa ma aktywno$¢ katalityczng [137]. Dodatkowo HIFa
aktywuje receptor CXCR4, odpowiedzialny za zmniejszenie ste¢zenia E-kadheryn, oraz
bierze udziat w procesach przejscia komorek z nablonka do mezenchymy, procesow

niezbednych do tworzenia przerzutow [112].

Aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego HIFa jest regulowana nie tylko na
drodze pVHL zaleznej. Poznano szlak zalezny od mTOR (mammalian target of
rapamycin) wplywajacy na ilo§¢ HIFa poprzez aktywacje translacji mRNA HIFa do
biatka HIFa. Aktywacja mTOR — kinazy petiacej funkcje regulatorowa w komorce,
powstaje za posrednictwem ztozonych interakcji w przekazywaniu sygnalow, w ktorych

biorg udzial czynniki wzrostu, kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) oraz kinaza
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biatkowa (AKT) [138]. Aktywna forma mTOR zwigksza produkcje HIFa oraz biatek
regulujacych cykl komorkowy, w tym cykling D1 [139].

Dotychczas wprowadzono leki hamujace angiogenezg, ktérych dziatanie
nacelowane jest na blokowanie mTOR lub szlaku VHL/ HIFa poprzez wigzanie si¢
z receptorami VEGFR i PDGFR lub ich ligandem VEGF. To leczenie prowadzi do
masywnego uszkodzenia unaczynienia guza z wspoétistniejacg martwicg, jest skuteczne
w leczeniu raka jasnokomodrkowego nerki z przerzutami. Molekularne cele
wspotczesnie stosowanych lekow antyangiogennych przedstawiono na rycinie 8.
Obecnie zarejestrowanych w Unii Europejskiej jest sze$¢ lekow hamujacych

angiogeneze:

e Sunitinib  (Sutent) — inhibitor kinaz tyrozynowych, laczy si¢
z wewnatrzcytoplazmatyczng domeng VEGFR oraz PDGFR, hamuje kinazy
c-KIT i FLT3 oraz blokuje przekazywanie sygnatow do komorki [140]. Sutent
jest lekiem doustnym podawanym raz na dobe przez cztery tygodnie
z nastgpujaca przerwg dwutygodniowa. Wskaznik obiektywnych odpowiedzi
wynosi 47%, czas wolny od progresji to 11 miesigcy, a mediana catkowitego

czasu przezycia wynosi 26,4 miesiecy [139].

e Sorafenib (Nexavar) — inhibitor kinaz tyrozynowych VEGFR oraz PDGFR
0o podobnym mechanizmie dziatania do Sunitinibu. Dodatkowo hamuje
aktywnos$¢ kinaz Raf-1 [140]. Nexavar stosowany jest doustnie dwa razy na
dobe. Jest lekiem drugiego rzutu, po niepowodzeniu leczenia cytokinami.
Zaobserwowano 10% obiektywnych odpowiedzi, 5,5 miesigca wolnego od

progresji i 17,8 miesi¢cy calkowitego przezycia [139].

e Pazopanib (Votrient) - lek drugiej generacji inhibitorow kinaz tyrozynowych,
mniej toksyczny, podawany doustnie. Zarejestrowany jest jako lek I-go i I1-go
rzutu po leczeniu cytokinami, wskaznik obiektywnych odpowiedzi wynosi 30%,
a czas wolny od progresji 9,2 miesigca. Obecnie trwaja badania kliniczne
porownujace Pazopanib z Sunitinibem, oczekuje si¢ rowniez na okreslenie

catkowitego czasu przezycia [139].

e Bevacizumab (Avastin) — rekombinowane ludzkie przeciwciatlo monoklonalne

wiazace si¢ specyficznie z krazacym VEGF. Podaje si¢ tacznie z Interferonem o
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we wlewach dozylnych jako leczenie I-go rzutu. Uzyskano 31% odpowiedzi,
z 10,2 miesigcami wolnymi od progresji i catkowitym czasem przezycia

wynoszacym 23,3 miesigce [139].

e Temsirolimus (Torisel) — tworzy kompleks z biatkiem FK-506, ktory zapobiega
aktywacji mTOR. Stosowany we wlewie dozylnym raz na tydzien u oséb Zle
rokujgcych, jako lek I-go rzutu. Odnotowano tylko 8,6% odpowiedzi, czas
wolny od progresji wynosi 3,8 miesiaca, a calkowite przezycie 10,9 miesigca

[139].

e Everolimus (Afinitor) — tworzy kompleks biatkowy blokujagcy mTOR. Jest
lekiem doustnym, przyjmowanym raz na dobg. Afinitor stosuje si¢ po progresji
choroby podczas leczenia inhibitorami kinaz tyrozynowych. Lek zostat
zarejestrowany pomimo niskiego wskaznika odpowiedzi (1,5) i niespelna 5

miesigcy wolnych od progresji. Calkowity czas przezycia oblicza si¢ na 14,8

miesiecy [139].

Czynniki wzrostu

KOMORKA
GUZA

Bevacizumab

Sunitinib
Sorafenib
Pazopanib

TRANSLACJA mRNA : ,
TRANSKRYPCJA ~ KOMORKA
\ VEGF, SRODBLONKA

Cyklina D1 @ PDGF

c-Myc

Rycina 8. Molekularne cele wspotczesnej terapii przerzutowego ccRCC. Na podstawie Audenet
i wsp. rysunek zmodyfikowano [139].
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W tabeli 5 zostaly przedstawione rekomendacje Europejskiego Towarzystwa

Urologicznego (EAU) do stosowania lekow hamujacych angiogenezg [49].

Leczenie Gru’pa.l ryzyka Iup Zalecany lek
wczesniejsza terapia
Sunitinib
. Niskie lub $rednie ryzyko Bevacizumab + IFN-a
Plerwszego rzutu -
Pazopanib
Wysokie ryzyko Temsirolimus
Weczesniej cytokiny Sorafenlp
. Pazopanib
Drugiego rzutu —
Weczesniej inhibitory Everolimus
VEGFR

Tabela 5. Wytyczne EAU do terapii pierwszego i drugiego rzutu u pacjentéw z przerzutowym
rakiem jasnokomorkowym nerki [49].

Przypisanie pacjentow do grupy niskiego, $redniego lub wysokiego ryzyka
odbywa si¢ na podstawie kryteriow Motzer’a. Motzer zaproponowat pie¢ czynnikéw
prognostycznych:

1) stan og6lny oceniany skalg Karnofsky’ego < 80
2) czas od diagnozy do leczenia systemowego < 12 miesigcy
3) stezenie LDH w surowicy >1,5 x wigksze niz gorna granica normy laboratorium
4) stezenie hemoglobiny ponizej normy
5) skorygowane st¢zenie wapnia* w surowicy > 10 mg/dl
*skorygowane stezenie wapnia [mg/dl] = stezenie wapnia catkowitego [mg/dl] — 0,707
x (stezenie albumin [g/dl] — 3,4)

Podziat pacjentow do grup ryzyka przedstawiono w tabeli 6.

Grupa ryzyka Liczba czynnikow prognostycznych
Korzystna (niskie ryzyko) 0
Posrednia ($rednie ryzyko) 1-2
Niekorzystna (wysokie ryzyko) 3-5

Tabela 6. Podziat pacjentow do grup ryzyka wedtug Motzer’a [141].

Terapia lekami hamujacymi angiogeneze nie jest wolna od dziatan ubocznych.
Do najczesciej wystepujacych zalicza si¢ biegunke, wysypke, zespot reka — stopa,
nadci$nienie tetnicze, ostabienie, biatkomocz, limfopeni¢ [139]. Zostatlo udowodnione,
ze leki terapii celowanej hamujg proliferacj¢ komoérek $rodblonka oraz tworzenie
nowych naczyn, jednak nie niszczg bezposrednio komoérek ccRCC [142]. Guz moze

wzrasta¢ wzdluz duzych, dojrzalych naczyn, co obserwowane jest jako progresja
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choroby. Wskazniki odpowiedzi na leczenie oraz czas wolny od progresji nie jest
satysfakcjonujacy. Caty czas prowadzone sg badania nad nowymi lekami, ktore beda
mialy dodatkowa aktywno$¢ hamujaca inne szlaki zaangazowane w rozwoj guza, lub
wiekszg specyficznos¢ w stosunku do substratu. Axitinib, Tivozanib, Regorafenib,
Cediranib i Dovitinib stosowane s3 w badaniach klinicznych. Aby podnies¢ skuteczno$é
terapii celowanej wazne jest zastosowanie jej u specyficznej grupy pacjentow, takiej,
ktora posiada zmiany w kluczowych szlakach molekularnych majacych istotny wptyw
na powstawanie guza. Leki hamujace szlak pVHL/HIF/VEGF nie pomagaja wszystkim
pacjentom. Dlatego tak wazne jest okreslenie biomarkeréw pomagajacych
zoptymalizowa¢ leczenie. Zmiany w genie VHL moga by¢ potencjalnym biomarkerem,
poniewaz wigkszos$¢ pacjentdéw z ccRCC ma inaktywowany gen VHL (mutacja, LOH,
metylacja promotora). Wedlug Gossage 1 wsp., ktoérzy dokonali przegladu
piSmiennictwa, istnieje wystarczajaco duzo wstepnych dowodoéw uzasadniajacych
prowadzenie badan majacych na celu okreslenie czy mutacje w genie VHL moga by¢

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

W erze terapii celowanej przerzutowego raka jasnokomorkowego nerki,
powstatej w oparciu o mechanizmy molekularne zwigzane z biatkiem VHL, czynnikiem
transkrypcyjnym genow HIFa oraz procesami angiogenezy, powstaje pytanie czy
inaktywacja oraz/lub mutacja genu VHL moze by¢ biomarkerem skutecznosci tych
terapii. W ostatnich latach wiele osrodkow medycznych na §wiecie prowadzi badania
nad obecno$cig mutacji i zmian epigenetycznych genu VHL oraz ocenia istnienie
zalezno$ci pomigdzy stanem molekularnym genu VHL a rokowaniem pacjentdw z

ccRCC.

Wedhug dostepnych danych, w Polsce nie wykonano badan mutacji genu VHL u
pacjentow ze sporadycznie wystepujacym rakiem jasnokomorkowym nerki. Byly
jedynie prowadzone badania genetyczne pacjentow z chorobg von Hippel — Lindau. Do
tej pory nie ukazata si¢ publikacja na temat wptywu mutacji w genie VHL na czynniki

prognostyczne w raku jasnokomorkowym nerki w populacji polskie;.

Biorgc po uwage powyzsze stwierdzenia, w oparciu o badania genetyczne DNA
wyizolowanego z krwi obwodowej oraz tkanki guza uzyskanych od pacjentow
poddanych leczeniu zabiegowemu z powodu raka nerki, postanowiono dokona¢ analizy
obecnos$ci mutacji w genie VHL.

Celem przedstawionych badan byto:

1. Okreslenie czestosci, rodzaju i lokalizacji mutacji w cze$ci kodujacej genu
VHL.

2. Ocena wystepowania zaleznosci pomi¢dzy mutacjami genu VHL a cechami

klinicznymi pacjentéow z ccRCC.

3. Analiza zaleznosci pomigdzy mutacjami genu VHL a parametrami

patologicznymi raka jasnokomoérkowego nerki.

4. Kolejnym celem badan jest okreslenie korelacji pomiedzy cechami klinicznymi

a parametrami patologicznymi pacjentéw z ccRCC.
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3. Material i metody
3.1. Pacjenci

Badania zamieszczone w mojej rozprawie doktorskiej stanowig czes¢ projektu
badawczego pt: ,,Wielofunkcyjnos$¢ biatek STAT w rozwoju 1 progresji raka migzszu
nerki”. Projekt, ktérego kierownikiem jest profesor Joanna Wesoty, powstat
w Zakladzie Genetyki Molekularnej Cztowieka Instytutu Biologii Molekularnej
i Biotechnologii UAM w Poznaniu dzigki srodkom z programu FOCUS Fundacji na
rzecz Nauki Polskiej. Zadaniem projektu jest wykonanie badan molekularnych
dotyczacych mutacji 1 ekspresji genu VHL, ekspresji HIFla oraz biatek STAT3
I STATS.

Do badan kwalifikowano pacjentéw 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. Wielko$¢ guza, wiek pacjenta oraz wystgpowanie chordb
wspotistniejagcych nie stanowily kryterium kwalifikacji lub wykluczenia z badan.
Wykluczano pacjentow z powiekszonymi weztami chtonnymi, oraz z przerzutami do

narzadoéw innych niz ptuca.

Tak wybrana grupe¢ chorych badano podmiotowo i przedmiotowo, wykonano
badania laboratoryjne, tj.: morfologia krwi z rozmazem, grupa krwi, INR, APTT,
oznaczano w surowicy krwi stezenie glukozy, elektrolitow (Na®, K) i kreatyniny.
Obowigzkowo pacjenci mieli wykonane USG jamy brzusznej oraz RTG Klatki
piersiowej. Na podstawie powyzszych badah oraz po konsultacji z lekarzem
anestezjologiem 123 pacjentow zakwalifikowano do leczenia operacyjnego: nefrektomii
radykalnej lub operacji organooszczgdnej. Do badan wiaczono takze 9 pacjentow
z nieoperacyjnym guzem nerki poddanych embolizacji, ktorzy wylaczeni zostali
z rozprawy doktorskiej, natomiast zostali wiaczeni do calego projektu. Tak
wyselekcjonowang grupe 132 chorych poproszono o wzigcie udzialu w projekcie
badawczym. Wszyscy pacjenci przed przystgpieniem do badan byli poinformowani
o przebiegu 1 zasadnosci projektu oraz wyrazili $wiadomag zgode na udziat w pracy

naukowej. Wzor informacji dla pacjenta oraz zgody pacjenta zamieszczono
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w zalgczniku 1. Po uzyskaniu pisemnej zgody, przeprowadzono wywiady wedlug

wzoru ankiety zamieszczonej w zalgczniku 2.

Przed zabiegiem operacyjnym od kazdego pacjenta pobrano krew do probowek
zawierajagcych EDTA. Na sali operacyjnej, tuz po wycieciu guza lub nerki z guzem
pobrano tkanke nowotworowa wykorzystang w projekcie naukowym. Od 9 pacjentow

poddanych embolizacji pobrano tylko krew.

Operowanych bylo 123 pacjentow, z czego wykonano 77 nefrektomii
radykalnych, 42 NSS, 3 guzy okazaly si¢ nieoperacyjne. U jednego pacjenta
z obustronnym guzem wykonano najpierw nefrektomi¢ radykalng nerki prawe;j,
a nastepnie wyciecie guza nerki lewej. Procentowy 1 liczbowy rozklad poszczegolnych

zabiegdéw przedstawiono na rycinie 9.

2,4%

0,8%

m Nefrektomia radykalr n =77
ENSS n=42
Nefrektomia radykalna + NSS n=1

E| aparotomia n=23

Rycina 9. Rodzaj leczenia operacyjnego.

Wszystkie preparaty uzyskane podczas nefrektomii radykalnej lub NSS byly
poddane ocenie histopatologicznej w Wielospecjalistycznym Szpitalu Miejskim im.
Jozefa Strusia w Poznaniu, w Pracowni Anatomii Patologicznej, ktorej kierownikiem
jest doktor Stanistaw Lazowski. Do badan wybrano pacjentow z rozpoznaniem ccRCC,
a odrzucono z rozpoznaniem innych nowotworéw nerki. Jednego pacjenta z rakiem
jasnokomorkowym nerki wykluczono z badan, poniewaz zdiagnozowano u niego
przerzuty do kosci w wykonanej po zabiegu scyntygrafii kosci. Dane dotyczace

rozpoznan histopatologicznych zebrano w tabeli 7.

Na schemacie przedstawiono proces kwalifikacji pacjentow do badan

przedstawionych w mojej pracy (rycina 10).
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Typ histologiczny Ho$¢ %

Rak jasnokomoérkowy 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 nowotworow nerki 120 operowanych pacjentow.

Pacjenci z rakiem nerki

powigkszone wezty chlonne

przerzuty do watroby, kosci
nadnercza

Pacjenci z rakiem ograniczonym do
nerki lub z przerzutami do pluc

guz nieoperacyjny
(embolizacja)

Pacjenci zakwalifikowani do
leczenia operacyjnego

guz nicoperacyjny
(laparotomia)

Pacjenci u ktorych wykonano
nefrektomi¢ lub NSS

rozpoznanie histopatologiczne
inne niz ccRCC

Pacjenci z rakiem jasnokomorkowym
nerki zakwalifikowani do badan

n= 100

Rycina 10. Proces kwalifikacji pacjentow. Na zielono zaznaczono kryteria kwalifikacji, a na
czerwono kryteria wykluczenia z badania.
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Badaniem objg¢to grupe 132 pacjentéw z guzem nerki. Ostatecznie z tej grupy do
niniejszej pracy zakwalifikowano 100 pacjentow z rakiem jasnokomorkowym nerki
poddanych leczeniu operacyjnemu. 23 pacjentdow zostato wykluczonych z pracy
badawczej. 9 pacjentow, u ktorych wykonano embolizacje tetnicy nerkowej zostato
zakwalifikowanych do projektu, ktérego czgscia jest niniejsza praca.

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu na
posiedzeniu 8-go pazdziernika 2009 roku wyrazita zgode na caty projekt (Uchwata
nr 876/09).

3.2. Metody
3.2.1. Pobieranie probek.

W dniu operacji, przed zabiegiem od pacjentow pobrano 4 x 9 ml krwi
obwodowej zylnej do probowek zawierajagcych EDTA (nr kat. KO131). Do izolacji
DNA wykorzystano 2 probowki x 9 ml krwi. Pozostale 2 probki x 9 ml, uzyto do
izolacji RNA 1 bialtka. Podczas operacji, zaraz po wycieciu nerki lub guza nerki, na
stoliku przykrytym jalowymi serwetami, przy pomocy sterylnej pesety i skalpela
pobrano dwa wycinki z makroskopowo zmienionej nowotworowo tkanki. Pierwszy
wycinek pochodzil z centralnej czgsci guza, a drugi z brzegu guza. Pobrane wycinki
zostaty zawieszone w 6 ml RNAlater (RNAlater® Sigma, R0901). Probowki z krwig
oraz z wycinkami zostaly przekazane w dniu operacji do Zakladu Genetyki
Molekularnej Czlowieka Instytutu Biologii Molekularnej i1 Biotechnologii UAM
w Poznaniu. Probki z wycinkami przechowywano przez co najmniej 1 dzien w temp.
+4°C. Nastepnie RNAlater usunig¢to. Probki z wycinkami zamrozono i przechowywano
w temp. -80°C. Krew przeznaczong do izolacji DNA zamrozono i przechowywano

w temp. -20°C.

3.2.2. Wykaz stosowanej aparatury, odczynnikow oraz roztworow.

Wykorzystane podczas badan odczynniki zebrano w tabeli 8, pogrupowano

wedtug producenta i ponumerowano.

Dane dotyczace stosowanej aparatury wraz z podaniem firmy produkujace;j

urzadzenie przedstawiono w tabeli 9.
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0.1 Zestaw GeneMATRIX PCR / DNA

0.2 Marker wielkosci Perfect 100 bp Eurx
0.3 Kwas borowy

0.4 Diwodorofosforam potasu CHEMPUR
0.5 Chlorek potasu

0.6 Diwodorofosforan sodu dwuwodny PoCH
0.7 Alkohol etylowy 96%

0.8 Wodoroweglan potasu

0.9 RNAIlater

0.10 EDTA Sigma
0.11 Cyjanoksylen

0.12 Glicerol

0.13 Blekit bromofenolowy

0.14 Polimeraza HiFiTaq Novazym
0.15 dNTP 5mM MIX

0.16 Polimeraza Pfu

0.17 Clone JET PCR rermentas
0.18 Trizol MRC
0.19 Startery GENOMED
0.20 SDS

0.21 Chlorek amonu

0.22 TRIS BioShop
0.23 Agaroza

0.24 Bromek etydyny

0.25 Proteinaza K

0.26 Chlorek sodu STANLAB
0.27 Ampicylina PolfaTarchomin
0.28 Pepton

0.29 Ekstrakt drozdzowy Liofilchem
0.30 Agar

Tabela 8. Wykaz stosowanych odczynnikow, podano numer odczynnika, gdzie
O oznacza odczynnik.
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Sekwenator kapilarny 3730xI 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

Wiréwka Rotina 420R

Wiréwka Mikro 200R

Hettich Zentrifugen

Wiréwka MiniSpin

Worteks Labnet
Termocykler Multi Gene 11

Zamrazarka -80 SANYO
Zamrazarka - 20 ARDO

Tabela 9. Wykaz stosowanych urzadzen, pogrupowanych wedtug producenta.

W badaniach uzyto nastepujacych roztwordw:

R1. Bufor do lizy erytrocytéw10 x (1000 ml)

NH4CI 82,99 g
KHCO3 10,00 g
EDTA, pH 7,4 379

R2. Roztwor roboczy bufor do lizy erytrocytow (1000 ml)

10 x Bufor do lizy ~ 100 mi
ddH20 900 ml

R3. Bufor do izolacji (1000 ml)

NaCl 589
EDTA 374
Tris, pH 8,0 309
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R4. 10 x PBS (500 ml)

NaCl 40 ¢
NaH2PO4 x2 H20 7,2¢g
KH2PO4 104
KCI 109
pH 7,2

R5. Roztwor roboczy 1 x PBS (1000 ml)
10 x PBS 100 ml
ddH20 900 ml

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

Proteinaza K 25mg
ddH20 5,5ml
R7.10 x TBE

Tris 54,09
Kwas borowy 2759

0,5MEDTA,pH8 20 ml

R.8 Roztwor roboczy 1 x TBE (1000 ml)
10 x TBE 100 ml
ddH20 900 ml

R9.10 x TE (500 ml)
Tris, pH 8,0 6,059
EDTA, pH 8,0 0,186 g

R10. Roztwor roboczy 1 x TE (500 ml)
10xTE 50 ml
Woda 450 ml
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R11. 6 x bufor obciazajacy (50 ml)

0,25% biekit bromofenolowy
0,25% cyjanoksylen
30% glicerol

R12. SDS 20% (1000 ml)
SDS 20 g

R13. 6M NaCl (500 ml)
NaCl 1755 ¢

R14. Roztwoér LB

Pepton 19
Ekstrakt drozdzowy 0,59
NaCl 1g
Uzupehi¢ woda do 100 ml

R15. Roztwér LB z agarem

Pepton 19
Ekstrakt drozdzowy 0,59
NaCl 1g
Agar 1,49

Rozwoér ampicyliny 100 ul
Uzupehi¢ woda do 100 ml

R16. Roztwér ampicyliny (100 pg/ml)

Ampicylina 1mg
ddH20 10 ml

3.2.3. lzolacja DNA z wykorzystaniem metody wysalania.

Izolacic DNA =z krwi pacjenta przeprowadzono za pomoca wysalania.
W pierwszym etapie wykonano lize¢ erytrocytow. Objetos¢ okoto 9 ml krwi pacjenta

przelewano do probowek typu Falcon 50 ml. Nastepnie dodano roztworu do lizy
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erytrocytow (R2) do objetosci 50 ml. Inkubowano 20 min. w temperaturze pokojowe;.
Probki wirowano przez 10 min. przy 2100 rpm. Supernatant starannie odrzucono, osad
przemyto 3 razy 10 ml PBS (R5). Osad komorek zawieszono w 2 ml roztworu do
izolacji (R3). Lizat DNA przechowywano w temperaturze -20°C. Aby wyizolowaé

DNA z tkanki nowotworowej nalezato rozdrobni¢ tkanke przy uzyciu skalpela.

2 ml lizatu DNA (z krwi) oraz tkanke poddang homogenizacji (DNA z guza)
umieszczono w 15 ml probéwkach typu Falcon, do ktorych dodano 300 pl 10% SDS
lub 150 pl 20% SDS (0.20) i 100 ul protK (R6). Objetos¢ uzupetniona zostata
roztworem do lizy (R2) do 3 ml. Po doktadnym wymieszaniu probowki pozostawiono
na noc w tazni wodnej w temperaturze 56°C. Po zakonczeniu nocnej inkubacji dodano
1 ml 6 M NaCl (R13) do 3 ml strawionego lizatu DNA, dok}adnie zmieszano. Po
wytraceniu biatek zawiesina DNA zostala zwirowana 10 minut w temperaturze 4°C
przy 13 000 rpm w celu ich usunigcia. Supernatant zostat przeniesiony do probowki 15
ml typu Falcon. W celu wytracenia DNA, supernatant zostal dodany do 10 ml
schtodzonego 96% EtOH. Wytracone DNA przeptukano w 70% EtOH. DNA
przeniesiono do probowki z 200 ul buforu TE (R10). Stezenie DNA mierzono za
pomocg NanoDrop (ND-1000 Thermo Scientific). DNA przechowywano

w temperaturze -20°C.

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

Egzony genu VHL zostaly amplifikowane metoda PCR. Dla kazdego egzonu

uzyto starterow firmy GENOMED, ktore przedstawiono w tabeli 10.

Dhugosé
Starter forward Starter reverse produktu
()
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 wzgledu na swojg dlugos¢ (533 par zasad) zostal
amplifikowany osobno przy uzyciu polimerazy proofreading (O.16) posiadajacej
réwniez aktywnos$¢ egzonukleazowg 3°—5°. W tabeli 11 przedstawiono sktadniki
wykorzystanie podczas PCR pierwszego egzonu, catkowita objetos¢ mieszaniny

wynosita 25 pl na reakcje.

Sktad mieszaniny reakcyjnej Objetosc (ul)

Starter F (50 nM) 1,25
Starter R (50 nM) 1,25
10 x Bufor 2,5
dNTP (5 mM) 4

H20 13,1
Polimeraza Pfu (2,5 U/ul) 0,4
DNA (25 ng) 2,5

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

Dla egzonu 1 uzyto programu reakcji sktadajacego si¢ z cykli obejmujacych
denaturacje, przylaczanie startera 1 wydluzanie, dokladny 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 o0

Tabela 12. Warunki reakcji PCR dla egzonu 1.

Do amplifikacji drugiego 1 trzeciego egzonu genu VHL, ze wzgledu na
problemy optymalizacji reakcji zostata uzyta polimeraza HiFiTaq (O.14) bedaca
mieszaning specjalnie dobranych enzymow Pfu i Taq polimerazy. Polimeraza HiFiTaq
jest alternatywa prolimerazy proofreading. Wszystkie sktadniki mieszaniny PCR, ktorej

obj¢tos¢ wynosita 20 ul na reakcje¢ zebrano w tabeli 13.
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Skfad mieszaniny reakcyjnej Objetosc¢ (ul)

Starter F (50 nM) 1
Starter R (50 nM) 1

10 x Bufor 2
dNTP (5 mM) 3

H20 12,25
Polimeraza HiFiTaq (5 U/ul) 0,25
DNA (25 ng) 1,5

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

Warunki reakcji PCR dla egzonu 2 i 3, ktore przedstawiono w tabeli 14 zostaty
tak zoptymalizowane, aby byly jednakowe dla par starterow obu egzondw.
Kazdorazowo, podczas reakcji PCR dla wszystkich egzonéw stosowano kontrole
pozytywna, czyli DNA o znanej jakos$ci oraz kontrole negatywna, gdzie zamiast DNA

dodawano analogiczng objeto$¢ wody destylowane;.

Temperatura Czas trwania Liczba cykli
95°C 9 1
95°C | 35
55°C 45” 35
72°C 45” 35
72°C 7 1
4°C 00

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

3.2.5. Kontrolne PCR.

Kontrolne reakcje PCR przeprowadzono na losowo wybranych probkach
z grupy pacjentow, aby potwierdzi¢ prawidtowos¢ oznakowania probek oraz wykluczy¢
mozliwos¢ kontaminacji innym materialem biologicznym. W celu weryfikacji probek
sprawdzono kontrolnie gen amelogeniny, w celu okre$lenia plci pacjenta.
Gen amelogeniny znajduje si¢ na chromosomie X oraz Y i stuzy do identyfikacji ptci.

Do reakcji PCR uzyto starterow przedstawionych w tabeli 15. Wszystkie sktadniki

stosowane podczas reakcji zebrano w tabeli 16.

Starter Sekwencja 3’ Dlugos¢
produktu (pz)
| Amel X CTGATGGTTGGCCTCAAGCCTGTG 790 |

| Amel Y TAAAGAGATTCATTAACTTGACTG 977 |

Tabela 15. Startery przeznaczone do amplifikacji genu amelogeniny
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Sktad mieszaniny reakcyjnej Objetosc (ul)
Starter F (50 nM) 1
Starter R (50 nM) 1

10 x Bufor 2
dNTP (5 mM) 2
H20 12,75
Polimeraza Taq 0,25
DNA (25 ng) 1

Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej do amplifikacji dla genu amelogeniny.

Catkowita objetos¢ mieszaniny PCR to 20 pl na reakcj¢. Schemat reakcji PCR
przedstawiono w tabeli 17. Kazdorazowo, podczas reakcji PCR stosowano kontrolg
pozytywna, czyli DNA o znanej jakos$ci oraz kontrole negatywna, gdzie zamiast DNA

dodawano analogiczng objeto$¢ wody destylowane;.

Temperatura Czas trwania Liczba cykli
95°(C 5 1
95°C 307 30
60°C 307 30
72°C 45” 30
72°C 7 1

4°C 00

Tabela 17. Warunki reakcji PCR dla genu amelogeniny.

3.2.6. Zastosowanie elektroforezy zelowej w celu rozdzielania
produktow PCR.

Produkty PCR analizowano na 1% zelu agarozowym. Do zelu dodano 5 pl
bromku etydyny (0.24). Do kieszonki zelu agarozowego dodawano 3 pl produktu PCR.
Elektroforeza Zelowa zostata przeprowadzona w polu elektrycznym o napigciu 100 V
przez 40 minut. Rozdzial elektroforetyczny zastal udokumentowany przy uzyciu
transiluminatora UXT-30M-15E (BIO View).
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3.2.7. Oczyszczanie produktow PCR.

W celu oczyszczenia produktow PCR uzyto zestawu do o0czyszczania
GeneMATRIX PCR / DNA Clean-Up Purification Kit (nr kat. E3520).

Do kazdej probowki zawierajacej produkt PCR dodano 400 ul buforu Orange
DX i zawieszono krotko za pomoca pipety. Mieszanina DNA zostata przeniesiona na
mini-kolumny, ktore wczesniej aktywowano poprzez dodanie 40 pul buforu
aktywujacego (Bufor DX) na membrane. Mini-kolumny wirowano przez 1 min
z predkoscig 12 000 rpm w temperaturze pokojowej, po odwirowaniu usuni¢to przesacz.
Aby usung¢ zanieczyszczenia do kazdej mini-kolumny dodano 500 upl buforu
pluczacego (Wash DX1), mini-kolumny wirowano przez 1 min z predkoscig 12 000
rpm, po odwirowaniu przesacz usuni¢to. Nastepnie do kazdej mini-kolumny dodano
650 ul buforu ptuczacego (Wash DX2) i wirowano przez 1 min z predkoscig 12 000
rpm. Przesacz usuni¢to i mini-kolumny wirowano ponownie przez 2 min z predkos$cia

12 000 rpm, aby usuna¢ pozostatosci buforu do ptukania.

Mini-kolumny zostaty umieszczone w nowych probowkach 2 ml typu
Eppendorf. W celu zwigkszenia wydajnosci odzysku DNA do mini-kolumny dodano
24 ul buforu do elucji (Elution Buffer) i inkubowano przez 5 min w temperaturze
pokojowej, a nastepnie wirowano przez 1 min z predkoscig 12 000 rpm. Oczyszczone

produkty PCR przechowywano w temperaturze -20°C.

3.2.8. Sekwencjonowanie.

Po oczyszczaniu probki wystano do sekwencjonowania do laboratorium
Genomed w Warszawie. Probki sekwencjonowano przy uzyciu Sekwenatora
kapilarnego 3730 x | DNA Analyzer (Applied Biosystems). Wszystkie probki wystane

do sekwencjonowania przygotowano dodajac odpowiednio:

e 45 ul wody MiliQ,
e 1 ul startera (5SuM)

e 0,5 pl oczyszczonej matrycy
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3.2.9. Analiza sekwenciji.

Wyniki sekwencjonowania otrzymano w formacie FinchTV. Wynik
odczytywano w narzedziu chromatogram viewer - programie FinchTV (Geospiza).
Doktadng analize sekwencji wykonano przy uzyciu programu CLS Sequence Viewer
(CLC Bio). W CLC Sequence Viewer zsekwencjonowany fragment DNA poréwnano
z sekwencjg referencyjng (NC_000003 - NCBI source).

Wszystkie zmiany scharakteryzowane na poziomie DNA zostaly
skorelowane ze zmiang w sekwencji aminokwasowej. Wykryte mutacje zostaly rowniez
sprawdzone pod wzgledem wplywu na zmiany fenotypu za pomoca 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 proby, ktore po analizie wynikow
sekwencjonowania mialy zmiany sekwencji w jednym z dwoch alleli genu VHL

wynoszgce ponad 10 par zasad. Zmianami sekwencji byty delecje oraz insercje.

Oczyszczone produkty PCR zostaly wprowadzone do plazmidowego DNA
(wektor pJET 1.2/bunt) przy uzyciu CloneJET PCR Cloning Kit firmy Fermentas (nr

K1231) zgodnie z zalecanym przez firmg¢ protokotem przedstawianym ponizej:

1. Przygotuj mieszaning reakcyjna do ligacji przedstawiong w tabeli 18.

Sktad mieszaniny reakcyjnej Objetosc¢ (ul)
2 x Bufor 10
Oczyszczony produkt PCR 1
H20 5
Enzym tworzacy tepe konce DNA 1

Tabela 18. Przygotowanie produktu PCR do klonowania.

2. Zworteksuj i zwiruj mieszaning przez 3-5 sek.
3. Inkubuj mieszaning w 70°C przez 5 min. Schtodz na lodzie.
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4. Umie$¢ mieszaning reakcyjng na lodzie. Dodaj przedstawiong w tabeli 19
mieszaning reakcyjna:

Sktad mieszaniny reakcyjnej Objetosc¢ (ul)
pJET 1.2/blunt wektor (50 ng/ul) 1
T4 DNA ligaza 1

Tabela 19. Mieszanina reakcyjna zawierajaca wektor i ligaze DNA.

5. Zworteksuj i zwiruj mieszaning przez 3-5 sek. Catkowita objetos¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosi 20 pl.

6. Inkubuj mieszaning ligacyjng w temperaturze 22°C przez 5 min.

7. Uzyj mieszaning reakcyjna bezposrednio do transformacji.

Na rycinie 11 przedstawiono map¢ wektora pJET 1.2/bunt.

Faql 103 Adel 120
Bpil 58 Bvel 219
Pdml 2590 Pstl 5 Alol 284
Begl 2511

Csp6l, Rsal 2474
Tatl, Scal 2473

Pvul 2362 Hindlll 624
BbvCl, Bpu10l 717
Nshl 2215 Mva12691 722
NmeAlll 2118 Esp3l 739
Ball 2109
Cfr101 2075 Mssl 761
Gsul 2080
Eco311 2062
Bfil 2040 Munl 892

11051
Eam1105! 1990 Smul 951

BsaXl 955
Lgul 979

Aasl 1204

rop (pVBY)
BceAl 1588

Cail 1513 PspFl 1406

Rycina 11. Mapa wektora pJET1.2/bunt.
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Nastgpnie dokonano transformacji bakterii kompetentnych E. coli (szczep
DH5a) plazmidowym DNA. Wektor pJET1.2/blunt zawierajacy produkt PCR zostat

wprowadzony do bakterii zgodnie z protokotem przedstawianym ponizej:

1. Rozmrozi¢ i przygotowac¢ 50 ul bakterii kompetentnych. Pozostawi¢ na lodzie.

2. Dodac¢ 20 pl plazmidowego DNA. Pozostawi¢ 20 min. na lodzie.

w

Umiesci¢ zawiesing komorek kompetentnych oraz plazmidowego DNA w 42°C
przez 90 sek.

Pozostawi¢ zawiesing na lodzie przez 5 min.

Doda¢ 500 pl medium LB (R14)

Inkubowa¢ komorki w temperaturze 37°C przez 20 min.

N oo a &~

Natozy¢ zawiesing komorek na ptytki LB z agarem (R15 z ampicyling) przy
uzyciu sterylnej glaszczki.

8. Inkubowac¢ ptytke z natozong zawiesing komorek przez noc w temp. 37°C.

Po transformacji bakterii E. coli plazmidowym DNA uzyskano
wyselekcjonowane kolonie zawierajace sklonowane produkty PCR egzonow 1, 2 1 3
genu VHL, poniewaz wektor pJET1.2/bunt mial gen odpornosci na ampicyling.
Zawiesina komorek E. coli byla nalozona na plytki zawierajace ampicyling

1 inkubowana wg protokotu.

Nastepnie pobierano tipsem po 8 kolonii bakteryjnych i przenoszono je do
probowki. Kolonie bakteryjne shuzyty jako matryca do reakcji PCR. Mieszanina
reakcyjna uzyta do reakcji PCR byla taka sama jak wykorzystana do standardowe;j
reakcji PCR dla egzonu 1, 2 i 3 genu VHL (tabela 11 i tabela 13). Warunki

przeprowadzonej reakcji byty rowniez takie same (tabela 12 i tabela 14).

3.3. Analiza statystyczna.

Analizowane dane pochodzily z trzech skal pomiarowych: interwatowe;,
porzadkowej i nominalnej. Zgodno$¢ danych ze skali interwalowej sprawdzano za
pomocy testu Shapiro -Wilka. Poniewaz dane interwatowe wykazaly brak zgodnosci z
rozktadem normalnym obliczenia wykonano przy pomocy testow nieparametrycznych,
podobnie analizowano dane pochodzace ze skali porzadkowej. Do poréwnania dwoch

grup stosowano test Manna - Whitney’a. Porownujac wigcej niz dwie grupy
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jednoczesnie zastosowano test Kruskala -Wallisa. Gdy test Kruskala - Wallisa
wskazywal na wystepowanie istotnych r6znic miedzy badanymi grupami zastosowano

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

Dane ze skali nominalnej analizowano testem niezaleznosci chi - kwadrat, a w
przypadku wystepowania licznosci zerowych w tabelach zastosowano doktadny test
Fishera lub test Fishera — Freemana - Haltona. Dla istotnych predyktoréw wystgpienia
mutacji, objawdw lub przynaleznosci do grup G1+G2 vs G3 wyznaczano dodatkowo

iloraz szans wraz z 95% przedziatem ufnosci.

Wszystkie testy byly analizowane na poziomie istotnosci o = 0,05. Obliczenia
wykonano przy pomocy pakietu statystycznego Statistica 10 firmy StatSoft oraz pakietu
GraphPad 3.06 (GraphPad Software).
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4.  Whyniki
4.1. Parametry kliniczne.

Do badan zakwalifikowano 100 chorych, w tym 58 mezczyzn i 48 kobiet
w wieku od 26 do 87 lat (§rednia wieku wynosita 63,6 lat, mediana 64 lata, odchylenie
standardowe 10,48).

4.1.1. Czynniki ryzyka raka nerki w grupie badanej.

W badanej grupie analizowano wystgpowanie rdéznych czynnikdw ryzyka

rozwoju raka nerki, w tym: otylosci, palenia tytoniu oraz nadci$nienia tetniczego.

Wage ciatla oceniano na podstawie BMI, ktéry wyliczono ze wzoru: waga
[kg]/{wzrost [m]}°. Pacjentéw podzielono na 3 grupy: pierwsza grupa to pacjenci
z prawidlowa waga (BMI od 18,5 do 24,99), druga grupa to pacjenci z nadwaga (BMI
od 25,0 do 29,99) oraz trzecia grupa to pacjenci otyli (BMI od 30). Najliczniejsza grupe
stanowili pacjenci z nadwaga 52,5% a najmniej liczng pacjenci z prawidtowym BMI
20,2%.

Palenie tytoniu w grupie badanych pacjentéw dotyczylo 43 palaczy, natomiast
56 nigdy nie palito papierosow. Mediana czasu palenia papierosOw wynosi 34 lata,

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

Nadci$nienie tetnicze stwierdzono u 67 pacjentow, z czego 63 przyjmowato leki

obnizajace ci$nienie. 32 pacjentow mialo prawidlowe ci$nienie tetnicze krwi.

Dane charakteryzujagce wystgpowanie czynnikow ryzyka raka nerki u 99

pacjentow zebrano w tabeli 20.

Czynniki ryzyka raka nerki Liczba pacjentow % pacjentow
BMI - norma 20 20,2
BMI - nadwaga 52 52,5
BMI - otylos¢ 27 27,3
Palacy papierosy 43 43,4
Nadcisnienie t¢tnicze 67 67,7

Tabela 20. Charakterystyka grupy badanej pod wzgledem wystepowania czynnikéw ryzyka
RCC.
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4.1.2. Objawy wystepujace przed rozpoznaniem raka nerki.

Rak nerki byt wykryty przypadkowo u 70 pacjentow (70%), natomiast
wystepowanie objawow przed rozpoznaniem raka jasnokomoérkowego nerki zglaszato
30 pacjentow (30%). Najczestszym objawem byt bol okolicy ledzwiowej, wystepujacy
u 17 pacjentow. Drugi co do czgstosci wystgpowania krwiomocz zglaszato 10 osob. U
dwodch pacjentow wystgpowat bol 1 krwiomocz. Szesciu pacjentow zglaszalo spadek
masy ciata, a u 8 chorych wystepowaly, inne rzadsze objawy, miedzy innymi:
ostabienie, stany podgoraczkowe, pocenie nocne. Wyczuwalny guz jamy brzusznej,
nalezacy do triady objawow raka nerki, nie wystepowal u zadnego z pacjentow.
Rozktad procentowy i liczbowy objawoéw wystepujacych u 30 pacjentéw przedstawiono

na rycinie 12. Sposrod 30 pacjentow 19 (63,3%) zgtaszato wigcej niz jeden objaw.

B BSl w okolicy ledZzwiowej n=17
B Krwiomocz n=10
Spadek masy ciata n=6

B Inne n=8

Rycina 12. Objawy wystepujace u 30 pacjentéw przed rozpoznaniem raka jasnokomérkowego
nerki. 19 pacjentow zglaszalo wigcej niz jeden objaw.

4.1.3. Choroby wspolistniejace z rakiem jasnokomorkowym nerki.

U 60 pacjentow (60,6%) stwierdzono nastepujacy, przedstawiony w tabeli 21
rozktad chorob wspétistniejagcych z rakiem jasnokomodrkowym nerki, 39 pacjentow
(39,4%) nie zglaszalo chordéb innych niz ccRCC. Jak wynika z tabeli najczesciej
u pacjentow wystepowaly choroby serca i ukladu krazenia (wlaczajac chorobeg
niedokrwienng serca a wytaczajac nadcis$nienie tetnicze, ktére omdéwiono powyzej) oraz

cukrzyca.
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Choroby wspolistniejace Liczba pacjentéw % pacjentow
Cukrzyca 21 21,2
Choroba niedokrwienna serca 20 20,2
Choroby serca i uktadu krgzenia 27 27,3
Choroby uktadu oddechowego 7 7,1
Choroby tarczycy 10 10,1
Lagodny przerost prostaty 8 8,1
Zwyrodnienie stawow kregostupa 7 7,1
Depresja 3 3
Luszczyca 2 2
Inne 11 11,1

Tabela 21. Rozktad chorob wspdtistniejacych z ¢ccRCC u 99 pacjentow. Podano wartosci
liczbowe i procentowe.

4.1.4. Choroby nowotworowe wystepujace u pacjentow z ccRCC oraz u
czlonkow ich rodzin.

Informacje dotyczace wystepowania chorob nowotworowych u pacjentow przed
rozpoznaniem ccRCC uzyskano na podstawie przeprowadzonych wywiadow. W tej
grupie 20 pacjentow (20,2%) przed rozpoznaniem raka jasnokomorkowego nerki byto
leczonych z powodu choroby nowotworowej, u 11 pacjentow byly to zmiany
niezto§liwe, a u 9 nowotwor ztosliwy. Wérdd rozpoznan nowotwordéw nieztosliwych
najczesdciej rozpoznano mastopatie lub widkniak sutka (u 3 pacjentdw), pozostate
rozpoznania to: polip jelita grubego, migsniaki macicy, torbiel jajnika, za$niad
groniasty, oponiak rynienki we¢chowej, gruczolak nadnerczy oraz guz rdzenia
kregowego. Z powodu nowotworu zlosliwego bylto leczonych 9 pacjentéw (rozktad
liczbowy 1 procentowy nowotworow ztosliwych przedstawiono na rycinie 13),
W momencie rozpoznania ccRCC wszystkie te osoby byly bez cech nawrotu

poprzedniej choroby nowotworowe;j.
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100%
80% n=5 n=2 n=1 n=1
(o]
60% 56%
(o]
40% -
22%
20% -
’ 11% 11%
O% T T 1
rak jelita grubego rak sutka rak rak pecherza
podstawnokomoérkowy moczowego
skory

Rycina 13. Typy nowotworow ztosliwych u 9 pacjentéw przed rozpoznaniem u nich ccRCC.

59 pacjentow miato krewnych I-go lub Il-go stopnia, u ktérych rozpoznano
nowotwor ztosliwy (rozktad liczbowy i1 procentowy typéw nowotwordw zlosliwych
pokazano w tabeli 22). Najczgsciej wystepowat rak sutka i ptuca, odpowiednio 14,3%
1 13,1%. Na uwagg zashuguje fakt czgstego wystepowania raka trzustki (10,7%). Wsrod
nowotworow tagodnych wystepujacych u krewnych pacjentow z ccRCC najczestsze to
guz sutka, migsniaki macicy, polipy jelita grubego, pozostate to: guz trzustki, guz

moézdzku, torbiel jajnika, guz tarczycy.

Typ nowotworu zlosliwego Liczba %
Rak sutka 12 14,3
Rak ptuca 11 13,1
Rak zotadka 10 11,9
Rak trzustki 9 10,7
Rak narzadu rodnego 9 10,7
Rak watroby 5 59
Rak krtani 5 5,9
Rak nerki 4 4,8
Rak przetyku 4 4,8
Rak jelita grubego 3 3,4
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Typ nowotworu zlosliwego Liczba %
Rak prostaty 2 2,4
Nowotwor ztosliwy mézgu 2 2,4
Rak dwunastnicy 1 1,2
Rak pecherza moczowego 1 1,2
Proces nowotworowy 6 7,1

Tabela 22. Rozktad liczbowy i procentowy typow nowotworow ztosliwych u krewnych
pacjentow zakwalifikowanych do niniejszej pracy. U 6 o0so6b byl to rozsiany proces
nowotworowy o nieznanym punkcie wyjscia.

4.1.5. Choroby nerek u czlonkéw rodzin pacjentow objetych badaniem.

Dane dotyczace chorob nerek u krewnych I-go i Il-go stopnia pacjentow
z cCcRCC przedstawiono na rycinie 14. Dane te uzyskano z analizy ankiet
przeprowadzonych u pacjentow zakwalifikowanych do moich badan. Potwierdzito
wystepowanie chorob nerek u czlonkow rodziny 30 pacjentéw (30,3%), 69 pacjentow
(69,7%) zaprzeczyto. Najczesciej wystgpowata kamica nerkowa (u 19 osob), u jednego
pacjenta kamica nerkowa wystepowata u dwoch cztonkéw rodziny. Znacznie rzadziej
wystepowat rak nerki (u 4 osob), torbiele nerek (u 4 osob), choroby zapalne nerek

(u 3 0s6b), jedna osoba miata hipoplastyczna nerke.

25
20 19
15
10
4 4
5
3
O i T T T T 1
Rak nerki Kamica Choroby zapalne Torbiele Hipoplazja
nerek

Rycina 14. Choroby nerek wystepujace u krewnych I-go i ll-go stopnia pacjentéw z ccRCC.
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4.1.6. Stopien zaawansowania i zréznicowania ccRCC u pacjentow.

Ocenie poddano wielko$¢ guza nerki na podstawie wymiaréw w opisach
wynikow TK jamy brzusznej, brano pod uwage 2 wymiary (najwigkszy i najmniejszy
w przekrojach czotowych). Srednia arytmetyczna wymiardéw najmniejszych to
46,02mm, a wymiaréw najwickszych to 57,05mm. Wielko§¢ guza miescita si¢
w granicach od 18mm do 150mm. Pacjent z najwigkszym guzem o wymiarach
150x80mm miat przerzuty do ptuc, ale takze przerzuty do ptuc miat pacjent z guzem

0 wymiarach 33x32mm.

Wedhug klasyfikacji TNM z 2009 roku dokonano oceny guza - T, wezléw
chlonnych - N oraz przerzutow - M. Analizg kliniczng przeprowadzono na podstawie
wynikow TK jamy brzusznej i RTG klatki piersiowej. Przy podejrzeniu przerzutéw do
pluc u pacjentow wykonywano TK klatki piersiowej. U 11 pacjentow (11%)

zaobserwowano przerzuty do phuc.

Z pracy wykluczano pacjentow z przerzutami do weztow chionnych, wyjatek
stanowili pacjenci z przerzutami do ptuc. Dlatego pacjenci z podejrzeniem przerzutu do
wezlow chlonnych (powigkszone wezty chtonne w TK jamy brzusznej) byli wykluczeni
z badan. Jednak u wszystkich pacjentow poddanych leczeniu operacyjnemu
obligatoryjnie usuwano wezly chlonne. U 3 pacjentow w wezlach chlonnych
pochodzacych z okolicy wnegki nerki patomorfolog stwierdzit komorki raka

jasnokomorkowego, byli to pacjenci z przerzutami do ptluc.

W tabeli 23 przedstawiono ilosciowy rozktad 100 pacjentow wg klasyfikacji
TNM, biorac pod uwage kliniczng ocene guza (T) oraz patologiczng ocen¢ guza (pT) na
podstawie wynikow histopatologicznych uzyskanych z preparatow operacyjnych. Na
podstawie oceny klinicznej najliczniejszg grupe (n = 37) stanowili pacjenci z matym
guzem (T1b), bardzo liczng grupe (n = 33) stanowili pacjenci z najmniejszymi guzami
(T1a). Stosunkowo mato (n = 7) bylo pacjentéw, z opisywanym w TK, guzem
z naciekiem na tkanke tluszczowa (T3a). Po analizie wynikow histopatologicznych
stwierdzono, ze najliczniejsza grupe (n = 38) stanowili pacjenci z guzem naciekajagcym
tkanke tluszczowa (pT3a). W grupie badanej nie bylo pacjentow z czopem

nowotworowym w zyle gtdéwnej powyzej przepony (T3c¢).
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Klasyfikacja TNM Ocena kliniczna (T) Ocena patologiczna (pT)
Tla/pTla 33 34
T1b/ pTlb 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 pacjentow wg
klasyfikacji TNM z 2009 roku.

Na podstawie klasyfikacji TNM zaawansowania nowotworu wszystkich
pacjentdw podzielono na trzy grupy. Do grupy 1 przydzielono pacjentow z ccRCC
ograniczonym do nerki (pT1l + pT2), do grupy 2 wiaczono pacjentdw z rakiem
naciekajacym tluszcz okotonerkowy (pT3a), a pacjenci z przerzutami do ptuc znalezli
si¢ w grupie 3 (pacjent z rozpoznaniem pT3b mial przerzuty do pluc). Liczebno$¢ w
poszczegolnych grupach przedstawiono na rycinie 15. Podziatu tego dokonano dla
celow statystycznych przy analizie zalezno$ci pomiedzy stopniem zawansowania

nowotworu a obecno$cig mutacji w genie VHL.
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Rycina 15. Podziat pacjentéw na trzy grupy w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby
nowotworowej. Grupa 1 — pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki, Grupa 2 — pacjenci z
rakiem naciekajagcym tkanke thuszczowa, Grupa 3 — pacjenci z przerzutami do ptuc.
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Stopien zto§liwo$ci nowotworu oceniono zgodnie =z czterostopniowg
klasyfikacja Furhman’a. Na rycinie 16 pokazano ilosciowy udziat 100 pacjentow w
poszczegolnych grupach od G1 do G4, gdzie G1 to guzy dobrze zrdznicowane, najmnie;j

ztosliwe, a G4 to guzy niezréznicowane, najbardziej ztosliwe.

mGl mG2

mG3 mG4

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

4.1.7. Badania laboratoryjne wykonane u pacjentow.

Wszyscy pacjenci mieli wykonang morfologie krwi, oznaczone stezenia
kreatyniny, glukozy, -elektrolitow: sodu i potasu. Analizie poddano poziom
hemoglobiny. Wedlug wartosci referencyjnych normy dla kobiet (12,0 - 16,0g/dl) i dla
mezezyzn (14,0 — 18,0g/dl) podzielono pacjentdw na trzy grupy: norma, ponizej normy
1 powyzej normy. Prawidlowe wartosci hemoglobiny mialo 68 pacjentdw, ponizej
normy 30 pacjentow, a powyzej normy 2 pacjentow. Rowniez stezenie kreatyniny
poddano ocenie. Pogrupowano pacjentow na tych, ktorzy mieli prawidlowe wartosci
kreatyniny (62 -106umol/L) oraz na tych z podwyzszonym st¢zeniem kreatyniny w
surowicy krwi. Wigkszo$¢ stanowili pacjenci z prawidlowym stezeniem kreatyniny

(87), 13 pacjentow miato stgzenie kreatyniny powyzej normy.
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4.2. Mutacje genu VHL w grupie badanych pacjentéw

Pacjentow zakwalifikowanych do badan genotypowano na obecno$¢ mutacji w
genie VHL. U 100 pacjentow sekwencjonowano DNA wyizolowane z krwi obwodowe;j
na obecno$¢ mutacji germinalnych. Analize sekwencji genu VHL na obecno$¢ mutacji
somatycznych z DNA wyizolowanego z tkanki guza przeprowadzono u 96 pacjentow.
Czterech pacjentow wykluczono z oceny obecno$ci mutacji somatycznych, poniewaz

tkanka guza byla pobrana niezgodnie z protokotem badan.

4.2.1. Analiza sekwencji genu VHL.

Wyniki sekwencjonowania genu VHL odczytywano w programie FinchTV.
Doktadng analize sekwencji wykonano przy uzyciu programu CLS Sequence Viewer.
Na rycinie 17 pokazano reprezentatywny chromatogram prawidtowej sekwencji genu
VHL. Przykladowy chromatogram genu VHL zawierajagcy mutacj¢ punktowag
przedstawiono na rycinie 18. Chromatogram czg¢s$ci sekwencji egzonu 1 zawierajagcego

mutacje z przesunigciem ramki odczytu pokazano na rycinie 19.

TGCCCCGG AGGGLCGGAGAACTGGGACGAGGCCGAGGTAGGCGCGG AGGAGGCAGG
100 1 120

o

Rycina 17. Reprezentatywny chromatogram prawidtowej sekwencji genu VHL.

TTTGCCAATATCACACTGCCAGGTACTGACGTTTTACTTTTT AAAMAAGAT AAGGT
20 130 140 1 160 170

nmuﬂumnhmhmlmmnulmmudm,h

Rycina 18. Chromatogram przedstawiajacy mutacje punktowg w genie VHL. Cze$¢ sekwencji
egzonul. Strzatka wskazano substytucje adeniny na tyming w pozycji 144 (pacjent 01-105).
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CAGGTCATCTTCTGCAATCGCAGTCCGCGCGTCCTGCTGCCCGTATGGCTCAACTTC
250 300 30 320 330 340

Rycma 19 Chromatograrnprzedstaw1a]qcy mutacj¢ z przesuni¢ciem ramk1 odczytu W genie
VHL. Cz¢é¢ sekwencji egzonu 1. Strzatka wskazano delecj¢ adeniny w pozycji 451 (pacjent 01-
102).

4.2.2. Obecnos¢ mutacji w genie VHL u pacjentéw z ccRCC.

Po analizie sekwencji genu VHL stwierdzono obecnos$¢ mutacji u 53 pacjentow,
z czego 51 pacjentdéw mialo mutacje somatyczne (guz), a 2 pacjentow miato mutacje
germinalne (PBMCs). Dwoch pacjentow, u ktérych rozpoznano zesp6t von Hippel-
Lindau rak jasnokomoérkowy nerki byt jedyng manifestacja zespotu. Czestos¢ mutacji
genu VHL w DNA komoérek raka jasnokomorkowego przeanalizowanych u 96
pacjentow przedstawiono na rycinie 20. U 55% pacjentow stwierdzono mutacje,

prawidtowa sekwencj¢ genu VHL miato 45% pacjentow.

B tak n=53

B nie n=43

Rycina 20. Czestos¢ mutacji w genie VHL. Na niebiesko zaznaczono pacjentéw, u ktorych
stwierdzono mutacje w genie VHL. Na czerwono zaznaczono pacjentow, u ktorych wykazano
brak mutacji w genie VHL.
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4.2.3. Lokalizacja i rodzaje mutacji w genie VHL.

Pacjenci, u ktorych stwierdzono mutacje w egzonie pierwszym stanowili 53%,
(n=28). W egzonie drugim mutacje wykryto u 13 pacjentéow (25%), najmniejsza grupe
liczaca 12 0sob (23%) stanowili pacjenci z mutacjami w egzonie trzecim. Na rycinie 21
przedstawiono procentowy i liczbowy rozktad pacjentow, z uwzglednieniem

wystepowania mutacji w poszczegolnych egzonach.

60%

n=28

50% -

40% -

30% - n=13 n=12
0, -
20% 23%
10% - ——
0% T T T 1
egzon 1l egzon 2 egzon 3

-10%

Rycina 21. Procentowy i liczbowy rozktad pacjentow, u ktorych stwierdzono mutacje
odpowiednio w pierwszym, drugim i trzecim egzonie.

Rozktad mutacji pokazuje wysoka czgstos¢ wystepowania mutacji w przedziale
pozycji nukleotydow czesci kodujacej DNA od 230 do 290 (egzon 1) oraz od 400 do
490 (koncowy fragment egzonu 2 i poczatkowy fragment egzonu 3). Tylko jedna
mutacja (pacjent 01-073) byta wsérod pierwszych 162 nukleotydow (w pozycji
nukleotydu 74). Rozmieszczenie mutacji przetozono na budowe biatka VHL
1 stwierdzono, ze wystepuja one w DNA kodujagcym domene B (miejsce faczenia si¢
z HIFa oraz sterujagcym transport jadrowy) i domene o (miejsce taczenia si¢ z elonging
C).

Wsrod 53 pacjentow, u ktorych stwierdzono mutacje genu VHL w tkance guza,
35 osobowa grupe stanowili pacjenci z mutacjami z przesuni¢ciem ramki odczytu
(66%) (z ang. frameshift mutation). Mutacje punktowe (z ang. point mutation) wykryto
u 16 pacjentow (30%). Dwoch pacjentow mialo zaréwno mutacj¢ punktowag jak
1 mutacj¢ z przesuni¢gciem ramki odczytu (4%). Graficznie podzial pacjentow

w zaleznoS$ci od typu mutacji przedstawiono na rycinie 22.
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Ep n=16

mf n=35

H p+f n=2

Rycina 22. Procentowy i liczbowy rozktad pacjentéw w zaleznosci od typu mutacji
stwierdzonej w genie VHL. Litera p oznaczono pacjentow, u ktérych wystepuje mutacja
punktowa. Litera f pacjentéw, u ktorych stwierdzono mutacje z przesunigciem ramki odczytu,
natomiast pacjentéw, u ktorych wykryto oba typy mutacji oznaczono p + f.

W 4 tkankach guza (nr 01-037, 01-043, 01-066, 01-132) wykryto 2 mutacje:
e 01-037c.268_272 AACTT >TTTTA; c. 273 del C
e 01-043c. 288 ins A; c. 289_305 del CCCTACCCAACGCTGCC
e 01-066c.192C>A;c.193del T
e 01-132¢c.273delC;c. 274 G>A
Jeden pacjent (nr 01-110) miat 3 mutacje:
e 01-110c.160A>G;c. 185 T >C;c. 310 del G
U tych pacjentdw mutacje byly zlokalizowane w pierwszym egzonie. Z tego wynika, ze

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

Przeprowadzono analiz¢ mutacji punktowych 1 podzielono pacjentow w
zaleznosci od typu mutacji punktowej (n = 18). 16 pacjentéw miato mutacje zmiany
sensu, co oznacza zamian¢ aminokwasu na inny w tancuchu peptydowym. Grupa ta
stanowi 89% wszystkich pacjentow, u ktorych stwierdzono substytucj¢ w genie VHL.
Mutacje nonsensowne skutkujace pojawieniem si¢ przedwczesnie kodonu STOP w
sekwencji nukleotydowej wykryto u 2 pacjentow, co stanowi 11%. Nie odnaleziono

mutacji niemych w grupie badane;j.
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Wsrod mutacji z przesunigciem ramki odczytu wyrdzniamy: delecje (ubytek
nukleotydu lub nukleotydéw) oraz insercje¢ (wstawienie nukleotydu lub nukleotydow).
Sposréd 37 pacjentéw posiadajacych mutacje z przesunigciem ramki odczytu 73%
stanowili pacjenci z delecja (n = 27 pacjentow), 24% to pacjenci z insercjg (n = 9
pacjentow). U jednego pacjenta (nr 01-043) wystepowaly jednocze$nie dwa typy

mutacji: delecja i insercja.

Dwoch pacjentdw z zespotem VHL miato mutacje punktowe. Pacjent 01-064
mial mutacj¢ w egzonie 3 substytucj¢ cytozyny na tyming (Arg/Trp). U pacjenta 01-073
stwierdzono mutacj¢ w egzonie 1 substytucje cytozyny na tyming (Pro/Leu).

4.2.4. Wplyw mutacji na bialko VHL.

Przy pomocy programu PolyPhen-2 badano wptyw mutacji na funkcje biatka
VHL. Do programu wpisuje si¢ numer referencyjny biatka (dla biatka VHL:
NP _000542.1) i okre$long mutacje, nastepnie sprawdza si¢ prawdopodobienstwo
wplywu mutacji na funkcjonalnos¢ biatka. Na rycinie 23 przedstawiono przyktad
analizy pacjenta nr 01-028. Wida¢, ze mutacja c. 239 G > A ma wplyw uszkadzajacy na
budowg biatka VHL z prawdopodobienstwem 0,927.

PolyPhen-2 report for P40337 S80N (rs5030805)
Query
ProteinAcc Position AA A&, Description

P40337 80§ N Canonical RecName: Full=Von Hippel-Lindau disease tumor suppressor; AltName: Full=Protein G7: AtName: FullzpVHL; Length: 213

Results
[-] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.927 (sensitivify: 0.81; speciicity: 0.94)
Y N W om L
HumVar
Details
Multiple sequence alignment UGSC MultiZ46Way GRCh3T/hg19 (08-Oct-2009)
3D Visualization PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Structures)

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

Po analizie otrzymanych wynikow sugeruje sie, ze u 49 pacjentdow mutacje
z duzym prawdopodobienstwem prowadzity do uszkodzenia pVHL, co moze skutkowac

utratg jego funkcji supresorowej w komorce.
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U 4 pacjentéw mutacje mialy ,tagodny” wpltyw na budowe biatka i mozna
przypuszczaé, ze funkcja pVHL byla zachowana. U tych pacjentdow wystepowaly
mutacje punktowe zmiany sensu. U dwoch pacjentdw byly to mutacje somatyczne,

a dwoch miato mutacje germinalne.

Cho¢ na podstawie wynikow z programu PolyPhen-2 mozna przypuszczad
o wplywie mutacji na budowe i funkcje biatek, to dla potrzeb mojej pracy badanych
pacjentdow podzielono na dwie grupy. Pierwsza grupe liczaca 49 stanowili pacjenci
z potencjalnie uszkodzonym biatkiem VHL. Do grupy drugiej wiaczono 47 pacjentow
z zachowang funkcjg biatka VHL (43 pacjentow, u ktorych nie wykryto mutacji w genie
VHL oraz 4 pacjentdow z mutacjami, ktére nie zaburzaty funkcji pVHL). Procentowy
i liczbowy rozktad pacjentow z funkcjonalnym biatkiem VHL oraz pacjentow

z uszkodzonym pVHL przedstawiono na rycinie 24.

52%

n=49 n=47
51%

50%

49%
49%
48%
47%
46%
45%
uszkodzone pVHL funkcjonalne pVHL

Rycina 24. Podzial pacjentow ze wzgledu na przewidywang funkcjonalno$¢ biatka 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

nastepujace dane: kod pacjenta nadany podczas kwalifikacji pacjentéw do badan, typ

mutacji (somatyczna czy germinalna), lokalizacje mutacji, sekwencje¢ mutacji, zmiang

na poziomie sekwencji aminokwasowej, ktorg dana mutacja wywotuje. W ostatniej

kolumnie tabeli umieszczono informacje¢ czy dana mutacja byla zamieszczona

w dostepnych bazach danych mutacji genu VHL, jezeli nie, to przyjeto, ze jest to nowa

mutacja.
Kod
pacjenta |Typ mutacji| Egzon Mutacja Zmiana aa status mutacji
01-001 |somatyczna 1 c.248 del T frameshift nowa
01-003 |somatyczna 1 c.287 A=C Gln/Pro obecna w bazie
01-004 |somatyczna 2 c.448 del A frameshift obecna w bazie
01-005 |somatyczna 1 c.257 C=T Pro/Leu obecna w bazie
01-007 |somatyczna 2 |408 insT 409 frameshift obecna w bazie
01-009 |somatyczna 2 £.395 del A frameshift obecna w bazie
01-011 |somatyczna 1 c.240 T=A Ser/Arg obecna w bazie
01-015 |somatyczna 1 €.290_297 del CCTACCCA frameshift nowa
01-018 |somatyczna 2 c.369 del G frameshift obecna w bazie
01-019 |somatyczna 1 c.327 del C frameshift obecna w bazie
01-021 |somatyczna 3 c.473_480 del TGAAAGAG frameshift nowa
01-025 |somatyczna 2 c.454 del A frameshift obecna w bazie
01-028 |somatyczna 1 c.239 G=A SerfAsn obecna w bazie
01-030 |somatyczna 3 c.489_494 del CCAGGT frameshift nowa
01-034 |somatyczna 1 c.183 del C frameshift obecna w bazie
01-035 somatyczna 1 c.178 179 CG=TA Arg/Stop nowa
c.268 272 AACTT=>TTTTA;
01-037 |somatyczna 1 c.273 del C frameshift nowa
€.288 ins A; c.289_305 del
01-043 |somatyczna 1 CCCTACCCAACGCTGCC frameshift nowa
c.174_193 del
01-044  |somatyczna 1 GCCGCGGCCCGTGCTGCGCT  |frameshift nowa
01-056 |somatyczna 2 c.446 C=A Ala/Asp obecna w bazie
01-058 |somatyczna 3 c.533 534 del TG frameshift obecna w bazie
c.236_ 237 ins
GCGAGCCCTCCCAGGTCATCT
01-059 |somatyczna 1 |TCTGCAATCG frameshift nowa
01-060 |somatyczna 2 c.350 G=A Trp/Stop obecna w bazie
01-064 |germinalna 3 €.628 C=T Arg/Trp obecna w bazie
01-065 |somatyczna 3 c.497 T>A Val/Asp obecna w bazie
Arg/Arg;
01-066 |somatyczna 1 c.192C=>A; ¢.193 del T frameshift nowa
01-067 |somatyczna 1 €.208 209 ins CG frameshift nowa

Tabela 24. Zebrane dane dotyczace mutacji w grupie badane;j.
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Kod

pacjenta |Typ mutacji| Egzon Mutacja Zmiana aa status mutacji
01-068 |somatyczna 3 c.d72 C>G Leu/Val obecna w bazie

c.467_468 ins

CGGTGAACTCGCGCGAGCCCT

CCCAGGTCATCTTCTGCAATC
01-070 |somatyczna 1 GCAGTCCGCGCGTCGTGCT  |frameshift nowa
01-073 |germinalna 1 .74 C=T Pro/fLeu obecna w bazie
01-074 |somatyczna 1 c.243 T=A Asn/Lys nowa
01-075 |somatyczna 2 c.381 del G frameshift obecna w bazie
01-081 |somatyczna 3 c.465 del G frameshift nowa
01-083 |somatyczna 3 c.467 468 ins A frameshift obecna w bazie
01-085 |somatyczna 1 c.287 A=C Gln/Pro obecna w bazie
01-087 |somatyczna 1 c.194 C>G Ser/Trp obecna w bazie
01-091 |somatyczna 3 c.483 484 ins A frameshift obecna w bazie
01-094 |somatyczna 3 c.565 566 ins G frameshift nowa
01-099 |somatyczna 2 €.375_376 ins A frameshift nowa
01-101 |somatyczna 1 c.163 164 insT frameshift nowa
01-102 |somatyczna 1 c.238 del A frameshift nowa
01-105 |somatyczna 1 c.233 A>T Asn/lle obecna w bazie
01-106 |somatyczna 1 c.192 del C frameshift obecna w bazie

c.160 A>G; c.185 T>C; c.310 |Met/Val; Val/Ala;
01-110 |somatyczna 1 del G frameshift nowa/obecna w bazie
01-111 somatyczna 3 c.500 G=T Arg/leu nowa
01-117 |somatyczna 2 c.463 del G frameshift nowa
01-118 |somatyczna 1 c.278 del G frameshift obecna w bazie
01-120 |somatyczna 1 c.218 del A frameshift obecna w bazie
01-124 |somatyczna 2 c415del T frameshift nowa
01-126 |somatyczna 3 c.565_566 del GA frameshift nowa

c.388_411 del

GTTAACCAAACTGAATTATTTG
01-129 |somatyczna 2 TG frameshift nowa
01-131 |somatyczna 2 c.405 del A frameshift obecna w bazie
01-132 |somatyczna 1 c.273 del C; c.274 G>A frameshift nowa

cd. Tabela 24. Zebrane dane dotyczace mutacji w grupie badane;.
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4.3. Analiza statystyczna otrzymanych wynikow.

Otrzymane wyniki badan, ktore zostaly przedstawione powyzej zostaty poddane
analizie statystycznej. Analizowane dane pochodzily z trzech skal pomiarowych:
interwatowej, porzadkowej i nominalnej. Porownywano badane grupy wzgledem danej
cechy tak, aby wykaza¢ czy istniejg istotne zaleznosci lub réznice. Dla istotnych

predyktorow wyznaczano dodatkowo iloraz szans wraz z 95% przedzialem ufnosci.

4.3.1. Ocena wielkoS$ci guza nerki w odniesieniu do parametrow
klinicznych pacjentow.
Oceniajac wielko$¢ guza wzgledem parametrow klinicznych brano pod uwage

najmniejszy i najwiekszy wymiar obliczony na podstawie TK jamy brzuszne;.

Wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy wielkoscia guza a stopniem
zaawansowania klinicznego nowotworu. Analizujac stopien zaawansowania klinicznego
wykorzystano podzial pacjentow na trzy grupy przedstawiony w rozdziale 1V.1.6 na str.
61. W grupie 1 (pacjentow z rakiem ograniczonym do nerki) $rednia maksymalna
wielko$¢ guza wynosita 46,03 +/- 17,1 Imm, $rednia minimalna wielko$¢ guza wynosita
38,33 +/- 13,78mm, w grupie 2 (pacjentdéw z rakiem zaawansowanym miejSCOWO)
odpowiednio 63,35 +/- 24,47 dla wielkosci maksymalnej i 52,87 +/- 20,26mm dla
wielkosci minimalnej, a w grupie 3 (pacjentéw z przerzutami do phuc) 97,36 +/-
39,07mm dla wielko$ci maksymalnej 1 67,27 +/- 28,61mm dla wielko$ci minimalne;.
Porownujac grupy pacjentow stwierdzono istotng statystycznie roznicg wielkosci
maksymalnej guza (p < 0,0001) oraz wielkosci minimalnej guza (p = 0,0001), dane
przedstawiono na rycinie 25 oraz rycinie 26.
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Rycina 25. Maksymalna wielko$¢ guza w grupach pacjentow. Test Kruskala - Wallisa: roznica
istotna statystycznie (p < 0,0001). Grl pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki n = 58, Gr2
pacjenci z rakiem naciekajacym na tkanke thuszczowa okotonerkowa n = 31, Gr3 pacjenci z
przerzutami do ptuc n = 11; tumsizel — wielko$¢ maksymalna guza [mm].
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Rycina 26. Minimalna wielko$¢ guza w grupach pacjentow. Test Kruskala - Wallisa: réznica
istotna statystycznie (p = 0,0001). Grl pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki n = 58, Gr2
pacjenci z rakiem naciekajacym na tkanke¢ ttuszczowa okolonerkowa n = 31, Gr3 pacjenci z
przerzutami do pluc n = 11; tumsize3 — wielko$¢ minimalna guza [mm].

Poddano analizie wielko$¢ guza wzgledem stopnia ztosliwosci nowotworu. Dla
celow statystycznych potaczono pacjentéw z ccRCC ze stopniem GI 1 G2 (raki
o niskim stopniu ztosliwosci n = 51) oraz pacjentéw z G3 1 G4 (raki o wysokim stopniu
ztosliwosci n = 49). Porownujac pacjentow G1 i1 G2 z pacjentami G3 1 G4 stwierdzono
istotng statystycznie rdéznic¢ wielkosci maksymalnej guza (p < 0,0001) migdzy grupami.
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W grupie pacjentow z rakiem o niskim stopniu ztosliwosci $rednia wielko$¢ guza
wynosita 45,21 +/- 19,23mm, a w grupie pacjentow z rakiem o wysokim stopniu
ztosliwosci 69,37 +/- 29,93mm. Podobnie wykazano istotng réznice wielkoSci
minimalnej guza w tych grupach pacjentéw (p < 0,0001). W grupie pacjentow G1 i G2
srednia warto$¢ wielkosci guza to 37,12 +/- 14,24mm vs grupa pacjentow G3 1 G4
55,28 +/- 21,79mm. Dane dla wielkos$ci maksymalnej guza zobrazowano na rycinie 27,

a dla wielko$ci minimalnej guza na rycinie 28.

80

75 1

70 t m]

65 ¢

55t

-
45 O

10} L

35

tumsizel

g .
1+2 3+ O g?ggﬂiiimad std

stopien ztosliwosci T Srednia+0.95 Przedz. ufn.
Rycina 27. Maksymalna wielko$¢ guza w grupie pacjentéw z RCC o niskim stopniu ztosliwosci
1 +2 (n = 51) oraz w grupie z RCC o wysokim stopniu ztosliwosci 3 + 4 (n = 49). Test
U Manna — Whitneya: rdéznica istotna statystycznie (p < 0,0001). Tumsizel - najwickszy
wymiar guza [mm].
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Rycina 28. Minimalna wielko$¢ guza w grupie pacjentoéw z RCC o niskim stopniu ztosliwosci
1+ 2 (n=51) oraz w grupie z RCC o wysokim stopniu ztosliwosci 3 + 4 (n = 49). Test
U Manna — Whitneya: rdéznica istotna statystycznie (p < 0,0001). Tumsize3 - najmniejszy
wymiar guza [mm].

Analizujac grupy pacjentow wzgledem wystepowania krwiomoczu stwierdzono
istotng roznice wielkosci guza. W grupie pacjentow z krwiomoczem wielkos$¢
maksymalna guza byla istotnie wigksza niz w grupie pacjentow bez krwiomoczu
(p = 0,0339). Wielkos$¢ guza w grupie pacjentow z krwiomoczem (n = 10) wynosila
$rednio 78,10 +/- 36,92mm, natomiast w grupie bez krwiomoczu (n = 90) srednio 54,71
+/- 25,72mm. Podobnie minimalna wielko$¢ guza byla istotnie wigksza w grupie
pacjentow z krwiomoczem, s$rednio 64,20 +/- 31,4lmm, w poroéwnaniu do grupy
pacjentow bez krwiomoczu, $rednio 44,00 +/- 17,94mm (p = 0,0257). Roznice w
wielko$ci maksymalnej guza przedstawiono na rycinie 29, a wielkosci minimalnej na

rycinie 30.

74



Wyniki

110

100 ¢

90

80 1

tumsizel

70 ¢
60

. =
40 s : O Srednia

nie tak [ SredniatBtad std
krwiomocz T Srednia+0.95 Przedz. ufn.

Rycina 29. Maksymalna wielko$¢ guza w grupie pacjentdéw bez krwiomoczu (n = 90) oraz
w grupie pacjentéw z krwiomoczem (n = 10). Test U Manna — Whitneya: réznica istotna
statystycznie (p = 0,0339). Tumsizel — wielko$¢ maksymalna guza [mm].
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Rycina 30. Minimalna wielko$¢ guza w grupie pacjentdéw bez krwiomoczu (n = 90) oraz
w grupie pacjentow z krwiomoczem (n = 10). Test U Manna — Whitneya: roznica istotna
statystycznie (p = 0,0257). Tumsize3 - wielko$¢ minimalna guza [mm].

Wykazano istotng roznice¢ wymiarOw guza pomiedzy grupa pacjentow
zglaszajacych bol w okolicy lgdZwiowej (n = 17) w poroéwnaniu z grupa pacjentow bez
dolegliwosci bolowych w tej okolicy (n = 83). Dla wielkosci maksymalnej guza
w grupie z bolem $rednia wynosita 70,18 +/- 32,10mm, a w grupie bez bolu srednia

54,36 +/- 26,14mm (p = 0,0495) patrz rycina 31. Podobnie minimalna wielko$¢ guza
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byla wieksza w grupie z bélem $rednia wynosita 58,59 +/- 28,09mm, niz w grupie bez

bolu $rednia 43,44 +/- 17,57mm (p = 0,0338) patrz rycina 32.
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Rycina 31. Maksymalna wielko$¢ guza w grupie pacjentow bez bolu w okolicy ledzwiowej
(n = 83) oraz w grupie pacjentéw z bdlem w okolicy ledzwiowej (n = 17). Test U Manna —
Whitneya: rdznica istotna statystycznie (p = 0,0495). Tumsizel — wielko$¢ maksymalna guza

[mm].
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Rycina 32. Minimalna wielko$¢ guza w grupie pacjentdw bez bdlu w okolicy ledzwiowej
(n = 83) oraz w grupie pacjentéw z bolem w okolicy ledzwiowej (n = 17). Test U Manna —
Whitneya: réznica istotna statystycznie (p = 0,0338). Tumsize3 - wielko$¢ minimalna guza

[mm].
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Oceniajgc wymiary guza w grupie pacjentow ze spadkiem masy ciata (n = 6) w
porownaniu z grupa pacjentdow bez spadku masy ciata (n = 94) stwierdzono istotng
roznice wielkosci maksymalnej (p = 0,0003). Srednia wielkosci maksymalnej guza
w grupie ze spadkiem masy ciata wynosi 104,17 +/- 16,86mm, a w grupie bez spadku
masy ciala $rednia 54,04 +/- 25,50. Wykazano réwniez istotng réznice wielkosci
minimalnej w obydwu grupach (p = 0,0006). W grupie ze spadkiem masy ciata srednio
76, 67 +/- 14,93 vs 44,06 +/- 19,14 w drugiej grupie. Roznice wymiarOw guza

w obydwu grupach przedstawiono na rycinach 33 oraz 34.
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Rycina 33. Maksymalna wielko$¢ guza w grupie pacjentdéw bez spadku masy ciata (n = 94)
oraz w grupie pacjentow ze spadkiem masy ciata (n = 6). Test U Manna — Whitneya: r6znica
istotna statystycznie (p = 0,0003). Tumsizel — wielko$¢ maksymalna guza [mm)].
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Rycina 34. Minimalna wielko$¢ guza w grupie pacjentow bez spadku masy ciata (n = 94) oraz
w grupie pacjentow ze spadkiem masy ciala (n = 6). Test U Manna — Whitneya: rdznica istotna
statystycznie (p = 0,0006). Tumsize3 - wielko$¢ minimalna guza [mm].

Analizujac grupy pacjentow pod wzgledem dodatniego wywiadu rodzinnego
w kierunku raka nerki wykazano istotng roéznice wielko$ci guza. W grupie pacjentow,
ktérych cztonek rodziny chorowal na RCC (n = 5) $rednio najwigkszy wymiar guza
wynosit 100,20 +/- 34,50mm i byl istotnie wigkszy w porownaniu z drugg grupa
pacjentow (n = 94), gdzie $rednio 54,83 +/- 25,7Imm; przy istotnosci statystycznej
p = 0,0051. Dane dotyczace analizy najwickszego wymiaru guza pokazano na rycinie
35. Podobnie najmniejszy wymiar guza roznit si¢ istotnie w obu grupach (p = 0,0308).
W grupie pacjentow z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku RCC ($rednio 71,20
+/- 28,86mm), a w drugiej grupie (Srednio 44,74 +/- 19,26mm), rycina 36.
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Rycina 35. Maksymalna wielko$¢ guza w grupie pacjentow z ujemnym wywiadem rodzinnym
w kierunku RCC (n = 94) oraz w grupie pacjentéw z dodatnim wywiadem rodzinnym
w kierunku RCC (n =5). Test U Manna — Whitneya: réznica istotna statystycznie (p = 0,0051).
Tumsizel — wielko$¢ maksymalna guza [mm].
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Rycina 36. Minimalna wielko$¢ guza w grupie pacjentow z ujemnym wywiadem rodzinnym w
kierunku RCC (n = 94) oraz w grupie pacjentéw z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku
RCC (n =5). Test U Manna — Whitneya: roznica istotna statystycznie (p = 0,0308). Tumsize3 -
wielko$¢ minimalna guza [mm].

Nie stwierdzono istotnych réznic wielkosci guza w grupach pacjentow
poddanych analizie pod wzgledem nastepujacych cech klinicznych: nadci$nienie
tetnicze, przyjmowanie lekow obnizajacych ci$nienie tetnicze krwi, cukrzyca, palenie

tytoniu, choroba niedokrwienna serca, choroby uktadu oddechowego i krazenia, dodatni
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wywiad rodzinny w kierunku nowotworu ztosliwego, choroby nerek w rodzinie,

stezenie hemoglobiny oraz kreatyniny w surowicy krwi.

4.3.2. Analiza stopnia zaawansowania klinicznego w zaleznosci do cech
klinicznych pacjentéw.

Oceniajac stopien zaawansowania klinicznego uwzgledniono podzial pacjentow
na trzy grupy opisane powyzej i przedstawione na rycinie 15. Podziat ten byt
wykorzystany do analizy statystycznej zalezno$ci pomigdzy grupami pacjentow (Grl,
Gr2 lub Gr3) a nastgpujacymi cechami: wiek, pte¢, stopien ztosliwosci nowotworu,
obecno$¢ objawow, wystepowaniem krwiomoczu, bolu w okolicy ledzwiowe;,
spadkiem masy ciata, choroby nerek oraz RCC w rodzinie, dodatni wywiad rodzinny
w kierunku nowotwordéw zlosliwych, wystepowanie czynnikéw ryzyka (nadci$nienie
tetnicze, cukrzyca, palenie papierosow), BMI, choroby niedokrwiennej serca, stezenie

hemoglobiny, poziom hematokrytu, leukocytow oraz stezenie kreatyniny we krwi.

Wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy stopniem zaawansowania klinicznego
a stopniem zlosliwosci (p = 0,0006). Z ryciny 37 mozna wyciagnaé wniosek,
ze w grupie 1 pacjentéw z rakiem ograniczonym do nerki (n = 58) czeSciej wystepowat
rak jasnokomorkowy o nizszym stopniu ztosliwosci G1 lub G2 wg Fuhrmana niz rak
0 wyzszym stopniu ztosliwosci G3 lub G4. Odwrotnie byto w grupie 2 pacjentow
z rakiem naciekajagcym na tluszcz okotonerkowy (n = 31) oraz w grupie 3 pacjentow
z przerzutami do ptuc (n = 11). W tych grupach czesciej wystepowat rak bardziej
zto$liwy (G3 lub G4) niz rak o mniejszym stopniu ztosliwosci (G1 lub G2).

Dokonano réwniez analizy szczegdélowej w podgrupach. Pomigdzy grupa
1 a grupa 2 stwierdzono istotng statystycznie réznic¢ w stosunku do stopnia ztosliwosci
(p = 0,0002). W grupie 1 istotnie czgsciej niz w grupie 2 RCC byly o nizszym stopniu
ztosliwosci (G1 lub G2). Pomiedzy grupg 1 a grupa 3 oraz pomiedzy grupa 2 a grupg 3

roéznice w odniesieniu do stopnia ztosliwos$ci nie byly istotne statystycznie.
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Rycina 37. Test niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomigdzy stopniem zaawansowania
klinicznego a stopniem zto$liwosci nowotworu (p = 0,0006). Grupa 1 to pacjenci z rakiem
ograniczonym do nerki (n = 58), Grupa 2 to pacjenci z infiltracja torebki thuszczowej nerki
(n = 31), Grupa 3 to pacjenci z przerzutami do ptuc (n = 11). Stopien ztosliwosci nowotworu
1 + 2 to pacjenci z rakiem dobrze zréznicowanym G1 lub G2, stopien ztosliwosci 3 + 4 to
pacjenci z rakiem stabo zréznicowanym G3 lub G4.

Ponizej na rycinie 38 przedstawiono istotne statystycznie zalezno$ci
stwierdzone pomigdzy grupami pacjentow a wystgpowaniem lub brakiem objawdw
przed rozpoznaniem raka nerki. U pacjentéow w zaawansowanej chorobie
nowotworowej, z przerzutami do ptuc (grupa 3) istotnie czesciej wystgpowatly objawy
zanim doszto do rozpoznania raka nerki w poréwnaniu do pacjentow z choroba
nowotworowg ograniczong do nerki lub zaawansowang miejscowo (grupa 1 lub grupa
2) p = 0,0125. W grupie 1 1 grupie 2 wigkszos¢ guzéw nerek byla wykrywana
przypadkowo, natomiast w grupie 3 wiekszos¢ stanowili pacjenci z objawowym rakiem

nerki.

Dokonujac szczegdlowej analizy w odniesieniu do poszczegdlnych grup
wykazano istotng statystycznie rdznice wystgpowania objawdw przed rozpoznaniem
RCC pomiedzy grupg 1 a grupg 3 (p = 0,0035). Obliczono iloraz szans z ang. odds ratio
(OR), ktory okresla wielko$¢ zaleznosci. Do wtasciwej oceny zaleznos$ci konieczne jest
uwzglednienie przedziatu ufnoséci z ang. confidence interval (CI). Dla badanych cech
OR = 6,708; 95% CI (1.682 - 26.755). Na tej podstawie stwierdzono, ze objawy

w grupie 3 wystepowaly prawie 7 razy czeSciej niz w grupie 1. Rodznice
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w wystepowaniu lub braku objawoéw pomiedzy grupa 2 a grupa 3 nie byly istotne

statystycznie.
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Rycina 38. Test niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomigdzy stopniem zaawansowania
klinicznego nowotworu a wystgpowaniem objawow (p = 0,0125). Grupa 1 to pacjenci z rakiem
ograniczonym do nerki (n = 58), Grupa 2 to pacjenci z infiltracja torebki tluszczowej nerki
(n = 31), Grupa 3 to pacjenci z przerzutami do ptuc (n=11).

Na kolejnej rycinie 39 przedstawiono istotne statystycznie zalezno$ci pomigdzy
stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu (z uwzglednieniem podziatu
pacjentow na 3 grupy) a spadkiem masy ciata (p = 0,0002). Spadek masy ciata
wystepowat istotnie czgsciej w grupie pacjentow z przerzutami do ptuc. W grupie

pacjentdw z rakiem ograniczonym do nerki spadek masy ciata nie wystgpowat.

Po wykonaniu szczegotowej analizy w podgrupach stwierdzono istotne
statystycznie réznice w wystepowaniu spadku masy ciata pomiedzy grupa 1 a grupa 3
(p = 0,0004) oraz pomiedzy grupa 2 a grupa 3 (p = 0,0321). Roéznice w wystepowaniu
spadku masy ciata pomigdzy grupa 1 a grupa 2 byly nieistotne statystycznie. Na
podstawie obliczonego ilorazu szans, mozna wnioskowaé, ze spadek masy ciala
wystepowat prawie 25 razy czescie] w grupie pacjentow z przerzutami do pluc
w porownaniu do grupy pacjentow bez przerzutéw (grupa 1 + grupa 2). OR = 24,857,
95% CI (3.853 — 160.37).
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Rycina 39. Test Fishera — Freemana - Haltona: istotna zalezno$¢ pomigdzy stopniem
zaawansowania klinicznego a wystgpowaniem spadku masy ciala (p = 0,0002). Grupa 1 to
pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki (n = 58), Grupa 2 to pacjenci z infiltracja torebki
thuszczowej nerki (n = 31), Grupa 3 to pacjenci z przerzutami do ptuc (n = 11).

Pozostate badane zaleznosci pomigdzy cechami (wymienionymi powyzej, str.27)
byly nieistotne statystycznie. Porownujac trzy grupy pacjentéw (Grl, Gr2 i Gr3) nie
stwierdzono istotnej roznicy wieku w tych grupach. Srednia wieku dla grupy 1 wynosita
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 dotyczace tej analizy, mozna zauwazy¢, ze
w grupie 1 sg mlodsi pacjenci (95% pacjentow z rakiem ograniczonym do nerki jest

w wieku ponizej 66 lat).

83



Wyniki

72

70 t —‘7
68 | T

66 | g o

64 t

62- D J;

ol T

58

wiek
_|
|_

' . : O Srednia
Grl Gr2 Gr3 [ Srednia+Btad std
grupy pacjentow T Srednia+0.95 Przedz. ufn.

Rycina 40. Wiek w poszczegdlnych grupach pacjentéw. Test Kruskala — Wallisa (p = NS). Grl
pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki n = 58, Gr2 pacjenci z rakiem naciekajacym na tkanke
thuszczowg okotonerkowg n = 31, Gr3 pacjenci z przerzutami do ptuc n = 11; wiek [lata].

Nie wykazano istotnej statystycznie roznicy w stezeniu hemoglobiny we krwi w
poszczegolnych grupach. Z ryciny 41, gdzie przedstawiono dane analizy mozna
wywnioskowaé, ze $Srednio najnizsze warto$ci hemoglobiny byly w grupie pacjentow
z przerzutami do ptuc (13,23 +/- 1,53 g/dl). Srednie wartosci hemoglobiny w grupie
1 wynosity 14,01 +/- 1,78 g/dl; a w grupie 2 odpowiednio 13,75 +/- 2,29 g/dl.

Podobnie nie wykazano istotnej réznicy w stezeniu kreatyniny poréwnujac trzy
grupy pacjentéw. Srednie wartosci w Grl wynosily 82,22 +/- 24,11 pmol/L, w Gr2
odpowiednio 83,23 +/- 20,96 umol/L, a w Gr3 87,01 +/- 26,25 umol/L (rycina 42).
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Rycina 41. St¢zenie hemoglobiny w surowicy krwi w poszczegdlnych grupach pacjentow. Test
Kruskala — Wallisa (p = NS). Grl pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki n = 58, Gr2
pacjenci z rakiem naciekajagcym na tkanke tluszczowa okotonerkowa n = 31, Gr3 pacjenci
z przerzutami do pluc n = 11; HGB — stezenie hemoglobiny [g/dl].
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Rycina 42. Stezenie kreatyniny w surowicy krwi w poszczegolnych grupach pacjentow. Test
Kruskala — Wallisa (p = NS). Grl pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki n = 58, Gr2
pacjenci z rakiem naciekajagcym na tkanke tluszczowa okotonerkowg n = 31, Gr3 pacjenci
z przerzutami do ptuc n = 11; Cre — ste¢zenie kreatyniny [pmol/L].
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4.3.3. Ocena stopnia zlosliwo$ci nowotworu w odniesieniu do cech
klinicznych pacjentow.

Szczegdtowej analizie poddano réwniez stopien zto§liwosci nowotworu wedtug
skali Fuhrmana w zalezno$ci od parametrow klinicznych. Do analizy statystycznej
podzielono pacjentow na dwie grupy (grupa pierwsza to pacjenci ze stopniem
ztosliwosci G1 lub G2, grupa druga to pacjenci ze stopniem ztosliwosci G3 lub G4).
W analizie oceniano nast¢pujace parametry kliniczne: wiek, pte¢, BMI, wystepowanie
czynnikdw ryzyka (nadci$nienie te¢tnicze krwi, stosowanie lekéw obnizajacych
ci$nienie, cukrzyca, palenie papierosow), wystepowanie objawdw przed rozpoznaniem
guza nerki (krwiomocz, bol w okolicy ledzwiowej, spadek masy ciata), obecno$¢
przerzutow do pluc, wystepowanie choroby nowotworowej przed rozpoznaniem raka
nerki, choréb towarzyszacych rakowi nerki, tj. choroba niedokrwienna serca oraz
chorob uktadu krazenia i uktadu oddechowego, dodatni wywiad rodzinny w kierunku
chorob nerek, RCC oraz innych nowotwordéw ztosliwych, wynikdéw laboratoryjnych

(stgzenia hemoglobiny 1 kreatyniny).

Wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ pomiedzy paleniem papieroséw
a stopniem ztosliwosci nowotworu (p = 0,0366). W wyniku analizy stwierdzono, ze
palenie tytoniu zwigksza ryzyko raka jasnokomorkowego nerki o wigkszym stopniu
ztosliwosci. Dla badanych cech OR = 2.364; 95% CI (1.048 - 5.331). Na tej podstawie
stwierdzono, ze wysoki stopien ztosliwosci nowotworu (G3 lub G4) wystgpowat ponad
dwukrotnie czeSciej u pacjentdow palagcych niz niepalacych. Otrzymane wyniki

przedstawiono na rycinie 43.
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Rycina 43. Test niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomigdzy stopniem ztosliwosci nowotworu
a paleniem tytoniu (p = 0,0366). Przedstawiono procentowy rozkltad pacjentéw
w poszczegolnych grupach: palacy (n = 43), niepalacy (n = 56).

Stwierdzono istotng zalezno$¢ pomigdzy stopniem ztosliwosci raka
jasnokomorkowego nerki a wystegpowaniem objawdw przed rozpoznaniem guza nerki.
Istotnie czesciej objawy zglaszali pacjenci z rakiem bardziej ztosliwym (G3 i G4)
w porOwnaniu z pacjentami z rakiem o nizszym stopniu ztosliwosci (Gl 1 G2); p =

0,0003. OR =5.5604; 95% CI (2,097 - 14,743). Dane przedstawiono na rycinie 44.

Ponizej, na rycinie 45 przedstawiono dane dotyczace wystgpowania zaleznos$ci
pomiedzy stopniem zto§liwosci a obecnoscig lub brakiem krwiomoczu (p = 0,0490). Na
podstawie obliczonego ilorazu szans (OR = 4,780) mozna przypuszczac, ze w grupie
pacjentow z rakiem nisko zroznicowanym (G3 1 G4) krwiomocz wystgpuje prawie
5 - krotnie cze$ciej niz w grupie pacjentow z rakiem dobrze zréznicowanym (G1 i G2).
Jednakze przedziat ufno$ci obejmuje warto$¢ neutralng (95% CI: 0.9609 - 23.784) i nie

jest istotny statystycznie.
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Rycina 44. Test niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomigdzy stopniem zlosliwosci a
wystepowaniem objawow (p = 0,0003).
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Rycina 45. Test niezaleznos$ci y2: zalezno$¢ pomiedzy stopniem ztosliwosci a wystepowaniem
krwiomoczu (p = 0,0490); 95% CI: 0.9609 - 23.784) nie jest istotna statystycznie.

Na Kkolejnej rycinie 46 ukazano istotng zalezno$¢ pomigdzy stopniem
ztodliwosci a zglaszaniem bolu w okolicy ledzwiowej przez pacjentow przed
rozpoznaniem u nich guza nerki (p = 0,0165). Pacjenci z nowotworem o wyzszym
stopniu ztosliwosci (G3 1 G4) odczuwali bol w okolicy ledzwiowej 4 — krotnie czesciej
niz pacjenci z nowotworem mniej ztosliwym (G1 1 G2), OR = 4.243; 95% CI (1.275 -
14.117).

88



Wyniki

100,00%

80,00% -

73,47%

60,00% -

M Brak bolu

40,00% - B B4l wystepuje

20,00% -

0,00%

Stopien ztosliwosci 1+2 Stopien ztosliwosci 3+4

Rycina 46. Test niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomigdzy stopniem zlosliwosci a
zglaszaniem bolu w okolicy ledzwiowej przez pacjentow (p = 0,0165).
Nie wykazano istotnej zalezno$ci pomiedzy stopniem ztosliwosci nowotworu

a pozostatymi cechami uwzglednionymi w analizie statystyczne;j.

4.3.4. Analiza parametrow klinicznych w zaleznosci od obecnosci

mutacji genu VHL.
Analizie poddano wystepowanie zaleznos$ci pomigdzy obecnos$cig lub brakiem

mutacji w genie VHL a parametrami klinicznym.

Poréwnujac pacjentéw wzgledem wystgpowania lub braku mutacji w genie VHL
stwierdzono istotng réznice wieku (p = 0,0330). W grupie pacjentow z mutacja (n = 53)
srednia wieku (65,66 +/- 8,58 lat) byla istotnie wyzsza niz w grupie pacjentow bez
mutacji w genie VHL (n = 43), gdzie $rednia wynosita 60,58 +/- 12,05 lat. Dane

przedstawiono na rycinie 47.
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Rycina 47. Wiek w grupie pacjentdéw z mutacja genu VHL (n = 53) oraz w grupie bez mutacji
genu VHL (n = 43). Test U Manna — Whitneya: réznica istotna statystycznie (p = 0,0330). Wiek
[lata].

Postanowiono dokona¢ oceny zaleznos$ci obecnos$ci mutacji w genie VHL w
odniesieniu do czynnikéw ryzyka raka nerki: nadci$nienia tetniczego krwi, BMI,
palenia papieroséw. Wykazano istotng zalezno$¢ pomigdzy obecnosciag mutacji genu
VHL a wystgpowaniem nadcis$nienia tetniczego krwi (p = 0,0196). U pacjentow
z mutacjg istotnie cze$ciej stwierdzano nadci$nienie tetnicze krwi niz u pacjentoéw bez

mutacji genu VHL. Dane z analizy zebrano w tabeli 25. W odniesieniu do BMI oraz

palenia tytoniu nie wykazano istotnych zaleznosci.

Obecno$¢ mutacji Nadci$nienie tetnicze Cisnienie tetnicze
w genie VHL zdiagnozowane W normie
tak n =41 (77,36%) n =12 (22,64%)
nie n =23 (54,76%) n =19 (45,24%)

Tabela 25. Test niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomiedzy obecnoscia mutacji w genie VHL
a wystepowaniem nadci$nienia tetniczego krwi (p = 0,0196). Podano liczbg i1 procent pacjentéw
w danych grupach.

Analizie poddano zaleznosci pomiedzy obecno$cia mutacji genu VHL
a wystepowaniem objawOw przed rozpoznaniem raka nerki, krwiomoczu, bolu w
okolicy ledzwiowej, spadku masy ciala. Nie wykazano istotnych zalezno$ci w
odniesieniu do wystepowania objawoéw zwigzanych z rakiem nerki rozpatrywanych

ogdétem. Chociaz zaobserwowano istotne statystycznie zaleznosci pomigdzy obecnoscia
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mutacji genu VHL a wystepowaniem bolu w okolicy ledzwiowej (p = 0,0184) to nie
mozna wykluczy¢ wyniku falszywie dodatniego ze wzgledu na malg liczbe osob

zglaszajacych bol (n = 17).

Wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy obecno$cia mutacji genu VHL
a stopniem zrdznicowania nowotworu (p = 0,0266). W grupie os6b z mutacja (n = 53)
istotnie rzadziej rozpoznano ccRCC o wysokim stopniu ztosliwosci (G3 lub G4 wg

Fuhrmana) w poréwnaniu z grupa pacjentow bez mutacji (n = 43). W tabeli 26 i na

rycinie 48 ukazano otrzymane wyniki.

Obecnos¢ mutacji Stopien zlosliwosci Stopien zlosliwoSci
w genie VHL Gl+G2 G3+ G4
tak n = 33 (62,26%) n =20 (37,74%)
nie n =17 (39,53%) n =26 (60,47%)

Tabela 26. Test niezalezno$ci x2: istotna zalezno$¢ pomigdzy obecno$cia mutacji w genie VHL
a stopniem zlosliwosci nowotworu (p = 0,0266). Podano liczbg i procent pacjentdéw w danych
grupach.
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Rycina 48. Test niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomiedzy obecnoscig mutacji w genie VHL
a stopniem ztosliwosci nowotworu wg klasyfikacji Fuhrmana (p = 0,0266).

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono brak istotnych statystycznie
zalezno$ci pomiedzy obecnoscig mutacji w genie VHL a nastepujgcymi parametrami

Klinicznymi: pte¢, cukrzyca, choroba niedokrwienna serca, choroby uktadu krazenia
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i oddechowego, choroba nowotworowa przed rozpoznaniem RCC, dodatni wywiad
rodzinny w kierunku choréb nerek, nowotworow ziosliwych, RCC, raka trzustki,

wynikéw laboratoryjnych: morfologii i stezenia kreatyniny we krwi.

Podobnie nie wykazano istotnych zalezno$ci pomig¢dzy obecno$cia mutacji
a stopniem zaawansowania klinicznego. W analizie uwzgledniono podziat na trzy grupy
pacjentow przedstawiony powyzej. W tabeli 27 zestawiono dane, z ktorych wynika, ze
rozktad pacjentow w Grl (pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki), Gr2 (pacjenci z
rakiem naciekajacym thuszcz okotonerkowy) oraz Gr3 (pacjenci z przerzutami do ptuc)

jest podobny u pacjentow z mutacja jak i u pacjentéw z brakiem mutacji.

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 niezaleznosci x2: brak istotnych zalezno$ci pomi¢dzy obecnoscig mutacji w
genie VHL a stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu. Podano liczbe i procent
pacjentdow w danych grupach. Grl pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki, Gr2 pacjenci z
rakiem naciekajacym na tkanke thuszczowa okotonerkowa, Gr3 pacjenci z przerzutami do ptuc.

Ocenie poddano wielkos¢ guza wzgledem obecno$ci mutacji w genie VHL. W
grupie pacjentoéw z mutacja (n = 53) maksymalny wymiar guza wynosit $rednio 56,79
+/- 25,86mm, a minimalny wymiar guza $rednio 45,07 +/- 18,90mm. W grupie
pacjentow bez mutacji (n = 43) odpowiednio 56,46 +/- 29,06mm dla wymiarow
maksymalnych i 47,28 +/- 22,63mm dla wymiar6w minimalnych. R6znice te nie byly
istotne statystycznie. Dane z analizy ukazano na rycinie 49 dla wymiaréw

maksymalnych guza, a na rycinie 50 dla wymiar6w minimalnych.
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Rycina 49. Wielkos¢ maksymalna guza w grupie pacjentow bez mutacji w genie VHL (n = 43)
oraz w grupie pacjentow z mutacja w genie VHL (n = 53). Test U Manna — Whitneya: p = NS.
Tumsizel - najwigkszy wymiar guza [mm].
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Rycina 50. Wielko$¢ minimalna guza w grupie pacjentdéw bez mutacji w genie VHL (n = 43)
oraz w grupie pacjentow z mutacjag w genie VHL (n = 53). Test U Manna — Whitneya: p = NS.
Tumsize3 - wielko$¢ minimalna guza [mm].
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4.3.5. Analiza parametrow klinicznych w zaleznosci od funkcjonalnos$ci

bialka VHL.

Przy pomocy programu PolyPhen-2 analizowano wptyw mutacji na funkcje
biatka VHL (pVHL), co zostalo opisane w rozdziale IV.2.5. W analizie statystycznej
uwzgledniono przedstawiony powyzej podziat pacjentéw na dwie grupy w zaleznosSci

od funkcjonalnosci biatka VHL.

Poddano ocenie funkcjonalno$¢ biatka VHL pod wzglegdem nastgpujacych
parametrow klinicznych: wiek, pte¢, wystgpowanie czynnikéw ryzyka raka nerki, tj.
nadci$nienia tetniczego krwi, palenia papierosow, BMI, wystepowania objawdw,
krwiomoczu, bélu w okolicy ledzwiowej, spadku masy ciata, stopieh zaawansowania
klinicznego nowotworu, stopien ztosliwosci nowotworu, obecnos$ci przerzutow do ptuc,
wystepowanie chorob wspolistniejacych: cukrzyca, choroba niedokrwienna serca,
choroba nowotworowa przed rozpoznaniem raka nerki, dodatni wywiad rodzinny
w kierunku chordb nerek, nowotworu ztosliwego, RCC, raka trzustki oraz badania

laboratoryjne, tj. poziom hemoglobiny i st¢zenie kreatyniny we krwi.

Analizujac grupy pacjentow wzgledem przewidywanej funkcjonalnosci biatka
VHL stwierdzono istotng réznice wieku (p = 0,0115). W grupie pacjentoéw z zaburzong
funkcja pVHL (n = 49) $rednia wieku wynosita 66,12 +/- 8,70 lat, a w grupie pacjentow
z zachowang funkcjg pVHL (n = 47) 60,53 +/- 11,57 lat. Dane z analizy przedstawiono

na rycinie 51.
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Rycina 51. Wiek w grupie pacjentéw z przewidywang zaburzong funkcja biatka VHL (n = 49)
oraz w grupie pacjentow z prawidtowa funkcja biatka VHL (n = 47). Test U Manna — Whitneya:
roznica istotna statystycznie (p = 0,0115). Wiek [lata].

Wykazano istotng zaleznos¢ pomigdzy przewidywang funkcjonalno$cig biatka
VHL a wystepowaniem nadci$nienia tetniczego krwi (p = 0,0300). W grupie pacjentow
z zaburzong funkcjg pVHL (n = 49) istotnie czgsciej wystepowalo nadci$nienie tetnicze

w poroéwnaniu do grupy pacjentow z zachowang funkcja pVHL (n = 46). Dane

przedstawiono w tabeli 28.

. . Nadci$nienie tetnicze Cisnienie tetnicze
Funkcja bialka VHL zdiagnozowane W normie
zaburzona n = 38 (77,55%) n =11 (22,45%)
prawidlowa n =26 (56,52%) n =20 (43,48%)

Tabela 28. Test niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomig¢dzy przewidywang funkcjonalno$cia
biatkka VHL a wystgpowaniem nadci$nienia tetniczego krwi (p = 0,0300). Podano liczbe
i procent pacjentow w danych grupach.

Pozostate parametry kliniczne poddane analizie nie wykazywaty istotnych
zalezno$ci wzgledem funkcjonalnosci biatka VHL. W tabeli 29 zestawiono dane z
analizy zalezno$ci w odniesieniu do stopnia zlo§liwosci. W grupie pacjentow z
zaburzong funkcja pVHL czesciej rozpoznano raka o niskim stopniu ztosliwosci (G1
lub G2) w porownaniu z grupa pacjentdéw z zachowang funkcja pVHL, jednak

zalezno$ci te nie sg istotne statystycznie (p = 0,0517).

95




Wyniki

m L Stopien zlosliwoSci Stopien ztosliwosci
Funkcja biatka VHL Gl + G2 G3+ G4
zaburzona n =30 (61,22%) n =19 (38,78%)
prawidlowa n = 20 (42,55%) n =27 (57,45%)

Tabela 29. Test niezalezno$ci x2: brak istotnej zalezno$ci pomiedzy przewidywana
funkcjonalno$cia pVHL a stopniem ztosliwosci nowotworu, p = NS. Podano liczb¢ i procent
pacjentéow w danych grupach.

4.3.6. Analiza parametrow klinicznych w zaleznosci od rodzaju

mutacji (somatycznej czy germinalnej).

Poddano analizie wystgpowanie zaleznosci pomigdzy obecno$cia mutacji
somatycznych lub germinalnych a cechami klinicznymi badanych pacjentow, tj. ptec,
BMI, wystepowanie czynnikow ryzyka (palenie papieroséw, nadci$nienie tgtnicze,
cukrzyca), wystgpowanie objawow przed rozpoznaniem ccRCC (krwiomocz, bol w
okolicy ledzwiowej, spadek masy ciata), wystepowanie chorob nowotworowych przed
rozpoznaniem ccRCC, wystepowanie chorob towarzyszacych ccRCC, dodatni wywiad
rodzinny w kierunku chorob nerek oraz chorob nowotworowych, stopien
zaawansowania klinicznego choroby nowotworowej, stopien ztosliwosci nowotworu,

badania laboratoryjne.

Wykazano zalezno$¢ pomiedzy rodzajem mutacji (Somatycznej lub germinalnej)
a stezeniem kreatyniny w surowicy krwi, dane przedstawiono w tabeli 30. U pacjentow
z mutacja germinalng czgdciej stwierdzono stgzenie kreatyniny powyzej normy
(p = 0,0261) ale ze wzgledu na matg grupe tych pacjentdw (n = 2) nie mozna uznac jej

za statystycznie reprezentatywnag.

Pozostale cechy nie wykazywaty zaleznosci z wystgpowaniem mutacji

somatycznej lub germinalnej.

e . Stezenie kreatyniny Stezenie kreatyniny
Obecnos¢ mutacji W normie powyzej normy
somatyczna n = 44 (86,27%) n=7(13,73%)
germinalna n =0 (0,00%) n =2 (100,00%)

Tabela 30. Test niezaleznosci x2: zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem typu mutacji
(somatyczna lub germinalna) a st¢zeniem kreatyniny (p = 0,0261). Ze wzgledu na bardzo mate
grupy pacjentow nalezy by¢ ostroznym w wycigganiu wnioskow. Podano liczbg i procent
pacjentéw w danych grupach.
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4.3.7. Analiza parametrow klinicznych w zaleznosci od lokalizacji

mutacji w poszczegolnych egzonach.

Postanowiono dokona¢ oceny zalezno$ci lokalizacji mutacji w poszczegdlnych
egzonach genu VHL w odniesieniu do cech klinicznych. W analizie uwzglgdniono
nastepujace cech kliniczne: wiek, BMI, wystepowanie czynnikdw ryzyka raka nerki:
nadci$nienie tetnicze, palenie papieroséw, wystepowanie objawow, krwiomoczu, bolu
w okolicy ledzwiowej, spadku masy ciala, wystepowanie choréb towarzyszacych,
cukrzyca, choroba niedokrwienna serca, choroby uktadu krazenia i ukladu
oddechowego, stopien zaawansowania klinicznego, wielko$¢ guza, stopien zlosliwosci
nowotworu, dodatni wywiad rodzinny w kierunku choréb nerek oraz choréb
nowotworowych, RCC, raka trzustki, badania laboratoryjne: morfologia, stezenie

kreatyniny i elektrolitow we krwi.

Wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy lokalizacja mutacji w genie VHL a BMI
(p = 0,0220). Podczas analizy uwzglgdniono podziat BMI przedstawiony w rozdziale
IV.1.1 (norma, nadwaga, otylo$¢). Stwierdzono, ze w grupie pacjentdéw z mutacjg
w egzonie 1 (n = 28) czegsciej stwierdzono nadwagg lub otylo§¢ w poréwnaniu do
pacjentdw z mutacja w egzonie 2 (n = 13) lub egzonie 3 (n = 12). Dane dotyczace

analizy zebrano w tabeli 31.

Pozostate cechy kliniczne nie wykazywaty istotnej zalezno$ci w odniesieniu do

lokalizacji mutacji w genie VHL.

BMI Egzon 1 Egzon 2 Egzon 3
norma n=1(357%) n =4 (30,77%) n=>5(41,67%)
nadwaga n =19 (67,86%) n =7 (53,85%) n = 3 (25,00%)
otylos¢é n=8 (28,57%) n =2 (15,38%) n =4 (33,33%)

Tabela 31. Test niezaleznosci x2: zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem nadwagi i otylosci
a lokalizacja mutacji w poszczeg6lnych egzonach genu VHL (p = 0,0220). BMI [kg/m’] norma
(BMI od 18,5 do 24,99), nadwaga (BMI od 25,0 do 29,99), otytos¢ (BMI > 30). Podano liczbe
i procent pacjentow w danych grupach.
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4.3.8. Analiza parametrow klinicznych w zaleznosci od typu mutacji

(punktowa czy z przesuni¢ciem ramki odczytu).

Poddano analizie wystgpowanie zalezno$ci pomigdzy obecno$cig mutacji
punktowych lub z przesunigciem ramki odczytu a cechami klinicznymi badanych
pacjentow, tj. wiek, BMI, wystepowanie czynnikéw ryzyka raka nerki: nadcisnienie
tetnicze, palenie papierosdOw, wystgpowanie objawdw, krwiomoczu, bolu w okolicy
ledzwiowej, spadku masy ciata, wystgpowanie chordb towarzyszacych, cukrzyca,
choroba niedokrwienna serca, choroby uktadu krazenia i uktadu oddechowego, stopien
zaawansowania klinicznego, wielko$¢ guza, stopien zlosliwosci nowotworu, dodatni
wywiad rodzinny w kierunku chordéb nerek oraz choréb nowotworowych, RCC, raka

trzustki, badania laboratoryjne: morfologia, stezenie kreatyniny i elektrolitow we krwi.

Analizujac BMI uwzgledniono podzial przedstawiony w rozdziale 1V.1.1
(norma, nadwaga, otyto$¢). Wykazano istotng zalezno$¢ pomigdzy typem mutacji
(punktowa czy z przesuni¢ciem ramki odczytu) a BMI (p = 0,0265). Stwierdzono,
ze W grupie pacjentow z mutacjag punktowa (n = 16) istotnie czg¢Sciej wystepuje
nadwaga lub otylo§¢ w poroéwnaniu z grupg pacjentdw z mutacjg z przesunigciem ramki
odczytu (n = 37). Dla celow statystycznych jednego pacjenta, u ktorego wystepowaty
jednoczesnie dwie mutacje (punktowa i z przesunigciem ramki odczytu) wiaczono do
grupy pacjentow z mutacjg z przesunieciem ramki odczytu. Dane przedstawiono
w tabeli 32.

Dokonujac szczegotowej analizy pacjentow z prawidlowa masg ciala
1 z otylo$cig wykazano istotno$¢ statystyczng (p = 0, 0187). Stwierdzono, ze w grupie
pacjentoOw z mutacja punktowa 12 razy czesciej wystepuje otytos¢ niz prawidiowe BMI,
OR =12; 95% CI (1.177 - 122.34). Podobnie stwierdzono istotng r6znice porownujac
pacjentow z nadwaga i z otyloscia (p = 0,0333). W grupie pacjentéw z mutacja
punktowa ponad 4 — krotnie cz¢éciej stwierdzono otyto$¢ niz nadwage, OR = 4,190;

95% CI (1.077 — 16.298).
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Typ mutacji BMI w normie Nadwaga Otylosé
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 niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomigdzy typem mutacji genu VHL
(mutacja punktowa/ frameshift) a BMI (p = 0,0220). Frameshift — mutacja z przesunigciem
ramki odczytu. BMI [kg/m?] norma (BMI od 18,5 do 24,99), nadwaga (BMI od 25,0 do 29,99),
otytos¢ (BMI > 30). Podano liczbg i procent pacjentdow w danych grupach.

Na podstawie przeprowadzonej analizy wykazano istotng zalezno$¢ pomigdzy
typem mutacji (punktowa czy z przesunigciem ramki odczytu) a wystepowaniem
objawow przed rozpoznaniem raka nerki (p = 0,0104). Objawy wystepowaty 5 — krotnie
czedciej] w grupie pacjentOw z mutacja punktowa (n = 16) w poroOwnaniu z grupa

pacjentow z mutacja z przesuni¢ciem ramki odczytu (n = 37). OR = 5,167; 95% ClI

(1.389 — 19.216). Dane dotyczace analizy zebrano w tabeli 33.

Typ mutacji Objawy wystepuja Brak objawow
punktowa n = 8 (50,00%) n = 8 (50,00%)
frameshift n =6 (16,22%) n =31 (83,78%)

Tabela 33. Test niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomigdzy typem mutacji genu VHL
(mutacja punktowa/ frameshift) a wystegpowaniem objawow (p = 0,0104). Frameshift — mutacja
z przesunigciem ramki odczytu. Podano liczbe i procent pacjentow w danych grupach.

Ponizej, w tabeli 34 zebrano dane dotyczgce analizy zalezno$ci pomi¢dzy typem
mutacji (punktowa czy z przesunigciem ramki odczytu) a wystepowaniem bolu
w okolicy ledzwiowej. Wykazano istotno$¢ statystyczng zalezno$ci na poziomie
p = 0,0250. Po obliczeniu ilorazu szans stwierdzono, ze w grupie pacjentdw z mutacjg
punktowa (n = 16) bol w okolicy ledzwiowej wystepowal 12 razy czesciej niz w grupie
pacjentdw z mutacja z przesuni¢ciem ramki odczytu (n = 37). OR = 12; 95% CI (1.219
—118.17).
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Typ mutagji B6l wystepuje Brak bélu |
punktowa n =4 (25,00%) n =12 (75,00%)
frameshift n=1(2,70%) n =36 (97.30%)

Tabela 34. Test niezaleznosci y2: istotna zalezno$¢ pomigdzy typem mutacji genu VHL
(mutacja punktowa/ frameshift) a wystepowaniem bolu w okolicy ledzwiowej (p = 0,0250).
Frameshift — mutacja z przesunigciem ramki odczytu. Podano liczbe i procent pacjentow w
danych grupach.

Wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy typem mutacji (punktowa czy
z przesuni¢ciem ramki odczytu) a dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku choréb
nerek (p = 0,0104). W grupie pacjentdw z mutacja punktowa (n = 16) 5 razy czesciej
krewni I-go i ll-go stopnia byli leczeni z powodu chorob nerek w poréwnaniu z grupg

pacjentow z mutacja z przesuni¢ciem ramki odczytu (n = 37). OR = 5,167; 95% CI

(1.389 — 19.216). Dane dotyczace analizy zebrano w tabeli 35.

Tvp mutacii Choroby nerek u krewnych Brak chorob nerek u krewnych
yp ] pacjentow z cCRCC pacjentow z ccRCC
punktowa n =8 (50,00%) n = 8 (50,00%)
frameshift n =16 (16,22%) n =31 (83,78%)

Tabela 35. Test niezalezno$ci y2: istotna zalezno$¢ pomiedzy typem mutacji genu VHL
(mutacja punktowa/ frameshift) a dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku choréb nerek (p
= 0,0104). Frameshift — mutacja z przesuni¢ciem ramki odczytu. Podano liczbe i procent
pacjentow w danych grupach

Pozostale  badane  zaleznosci  pomiedzy  parametrami  klinicznymi
(wymienionymi powyzej, str.45) w odniesieniu do typu mutacji punktowych lub

z przesunieciem ramki odczytu byly nieistotne statystycznie.
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5. Omowienie.

Rak nerki stanowi od 2 do 3 procent wszystkich nowotworow ztosliwych.
Megzczyzni choruja czgéciej niz kobiety. U mezczyzn wspotczynnik zapadalno$ci
wynosi 11,8 a wspdtczynnik $miertelnosci 4,1 na 100 000 mieszkancoéw, u kobiet
odpowiednio 5,8 i 1,7. Dane dotycza krajoéw wysokorozwinigtych [144].

Dostepne publikacje dotyczace czynnikow predysponujacych do powstania raka
nerki mowig o paleniu papierosow, otyto$ci i nadci$nieniu tetniczym [9, 11, 145].
Ryzyko wystapienia raka nerki zwigksza posiadanie krewnego I — go stopnia, u ktérego
rozpoznano RCC [146]. Rak nerki stanowi niejednorodng histologicznie grupe
nabtonkowych nowotworéw ztosliwych, z czego najczgsciej (70-80%) rozpoznawany
jest rak jasnokomoérkowy [23]. Ze wzgledu na jego czgstos¢ wystgpowania oraz ze
wzgledu na fakt, ze charakteryzuje si¢ gorszym rokowaniem w pordéwnaniu z innymi
typami RCC, rak jasnokomoérkowy nerki byl przedmiotem wielu badan naukowych.
Analiza genetyczna rodzin z zespotem von Hippel — Lindau przyniosta odkrycie genu
VHL. Gen ten pelni funkcje supresorowe w komodrce. W wyniku kontrolowania ilosci
czynnika transkrypcyjnego HIFa w zalezno$ci od utlenowania komorki, biatko VHL
reguluje ekspresje genow proangiogennych. Biatko VHL poprzez kontrole cyklu
komorkowego wptywa na wzrost i1 apoptoz¢ komorek, bierze udziat w organizacji
filamentéw aktynowych i mikrotubul oraz w tworzeniu macierzy pozakomorkowej
[104]. W $wietle dostgpnych badan uwaza si¢, ze mutacja genu VHL predysponuje do
powstania raka jasnokomorkowego nerki, zarOwno wystgpujacego rodzinnie w zespole

von Hippel — Lindau, jak i wystepujacego sporadycznie [111, 112, 126, 147, 148, 149].

W  kontek$cie badan prowadzonych w Stanach Zjednoczonych Ameryki
Potnocnej oraz w Europie Zachodniej dotyczacych mutacji genu VHL w sporadycznie
wystepujacym ccRCC nasuwa si¢ pytanie jak wyglada sytuacja w Polsce. Zgodnie
z ogoélnie dostgpnymi danymi w Zakladzie Genetyki i Patomorfologii PUM
w Szczecinie prowadzone s3 badania nad mutacjami germinalnymi pacjentow
z zespotem von Hippel — Lindau [150, 151]. W ostatnich latach pojawity si¢ publikacje
dotyczace mutacji genu VHL w guzach osrodkowego uktadu nerwowego oraz w guzach
chromochtonnych nadnercza [152, 153, 154]. Do tej pory nie ukazala si¢ zadna
publikacja dotyczaca mutacji genu VHL w sporadycznie wystepujacym ccRCC polskiej

populacji. Ten fakt sktonit mnie do podj¢cia niniejszych badan.
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W dostepnym pismiennictwie czestos¢ mutacji genu VHL w sporadycznym raku
jasnokomoérkowym nerki ocenia si¢ na 42 - 82%, zaleznie od autora publikacji [126,
128, 129, 130, 131, 149]. Brauch i wsp. badali 227 pacjentéw z guzami nerki z trzech
osrodkow medycznych w Niemczech. Badania genetyczne (mutacje w genie VHL,
metylacje promotora oraz utrate heterozygotycznosci) badano we wszystkich typach
histologicznych guzow nerek, ccRCC stanowito 151 guzéw. Najwicksza czestosé
mutacji somatycznej genu VHL stwierdzono w raku jasnokomoérkowym nerki na
poziomie 42%, roéznica byla istotna statystycznie w pordwnaniu z innymi typami
histologicznymi. Na podobnym poziomie (46%) cz¢stos¢ mutacji genu VHL w guzach
jasnokomoérkowym nerki wykazali badacze z Uniwersytetu w Cambridge [129]. Foster
1 wsp. wlaczyli do badan 99 pacjentow z RCC, roznigcych si¢ histologicznie, z czego 65
pacjentow miato ccRCC. Nieco wyzszy odsetek mutacji w genie VHL stwierdzili
badacze z Japonii. Shuin 1 wsp. zakwalifikowali do badan 47 pacjentéw, po ocenie
histopatologicznej, u 39 rozpoznano rak jasnokomorkowy, u 8 inne typy raka nerki.
Sposrod 39 pacjentéw z ccRCC, mutacje genu VHL stwierdzono u 22 pacjentow (56%).
Holenderscy badacze (van Houwelingen i wsp.) wykorzystujac bloczki parafinowe 235
guzéw nerek, stwierdzili mutacje genu VHL u 61% rakéw jasnokomoérkowych nerki
(mutacje obecne w 114 guzach z 187 guzéw ccRCC). W powyzej opisanych badaniach
do wykrywania mutacji stosowano metod¢ SSCP (z ang. single strand conformation
polimorphism). Jest to metoda badania polimorfizmu konformacyjnego jednoniciowego
DNA. Foster i Shuin wykorzystywali dodatkowo analiz¢ heterodupleksow — HET
(z ang. heteroduplex analysis). DNA pacjentéw, u ktérych wykryto polimorfizm, byto

poddane sekwencjonowaniu.

W moich badaniach mutacje genu VHL stwierdzono u 53 pacjentow z 96
badanych. U wszystkich pacjentéw zakwalifikowanych do badan rozpoznano
jasnokomorkowy rak nerki. Materiat pozyskiwano z guza bezposrednio po operacji. Do
wykrywania mutacji stosowano metod¢ sekwencjonowania. Czestos¢ mutacji (55%)
bytla na nieco wyzszym poziomie w poroéwnaniu do wynikow uzyskanych przez

autorow omowionych powyzej.

Roéznice w obserwowanych proporcjach mutacji genu VHL mozna przypisywac
technice wykrywania mutacji (SSCP w przeciwienstwie do bezposredniego
sekwencjonowania). Pod uwage nalezy wzig¢ sposob pozyskiwania materialu do badan

(bloczki parafinowe guzéw czy tkanka z guza pobierana po operacji na potrzeby
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badania). Duzg wage¢ przywigzuje si¢ do doktadnej weryfikacji histopatologicznej guza

I eliminacji z badan innych typéw RCC niz rak jasnokomoérkowy.

Nie mniej istotny wydaje si¢ fakt ,,zanieczyszczenia” materiatu poprzez komorki
wchodzace w sklad guza, nie bedace komorkami ccRCC. Na co zwrdcili szczegdlng
uwage w badaniach Young i wsp. [126]. Badacze z Wielkiej Brytanii oszacowali ilo$¢
komoérek c¢cRCC w prébkach guza przeznaczonych do izolacji DNA uzywajac
PicoGreen® dsDNA assay. Probki zawierajace ponizej 50% komorek raka byty
odrzucane z analizy. Zwracano uwagg na doktadnag kwalifikacj¢ histologiczng jedynie
raka jasnokomoérkowego. Zachowujac powyzsze kryteria kwalifikacji 1 po zastosowaniu
bezposredniego sekwencjonowania Young podaje wyzsza czestoS¢ mutacji od
poprzednikdéw (na poziomie 74,6%). Nalezy podkresli¢, ze Young wymienil wszystkie
mutacje genu VHL, réwniez wystgpujace w intronach, w poblizu miejsc splicingowych.

Po odjeciu tychze mutacji, czgstos¢ mutacji w sekwencji kodujacej wyniosto 66%.

Z kolei Nickerson i wsp. szczeg6lng uwage zwracaja na metode zastosowang do
wykrywania mutacje [149]. Badacze zastosowali nowoczesng metode skanowania DNA
przy uzyciu endonukleaz oraz sekwencjonowanie fluorescencyjne Sangera. Wykazali
wyzszo$¢ tych metod nad SSCP oraz DHPLC (z ang. Denaturing High-Performance
Liquid Chromatography, czyli wysokosprawna denaturujaca chromatografia cieczowa)
stwierdzajac mutacje u 82% przypadkow (169/205). Stosujac skanowanie DNA przy
uzyciu endonukleaz analizowali caty gen VHL, rowniez introny. Mutacje w miejscach
splicingowych stwierdzili w 15 przypadkach (sposréd 169 przypadkow z mutacjami
genu VHL). Podobnie jak Young i wsp. przed izolacjg DNA z tkanki guza zastosowali
weryfikacje proporcji komoérek raka jasnokomorkowego do normalnych komorek
w probce badanej. Opierali si¢ na recenzji patologa probki (szkietka H&E)
I kwalifikowali do izolacji DNA fragmenty tkanki guza zawierajace przynajmniej 70%

komorek ccRCC.

Odnoszac si¢ do wyzej opisanych publikacji, gdzie czesto$¢ mutacji byta wyzsza
niz w moich badaniach nalezy podkresli¢, ze zaprojektowane startery mialty za zadanie
amplifikowa¢ jedynie egzony, nie badaliSmy intronéw. Pomimo tych zatozen u 3
pacjentow, niejako przypadkowo stwierdziliSmy mutacje w intronach (w sekwencji
przylegajacej do egzonow). Young oraz Nickerson w badaniach zakladali ocene

sekwencji miejsc splicingowych.
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Sugeruje sie, ze czgstos¢ mutacji jest cecha danej populacji 1 zalezy od
czynnikow $rodowiskowych. W prezentowanej pracy wykryliSmy 25 nowych mutacji
genu VHL. W dostepnym pi$miennictwie praktycznie brak publikacji dotyczacych

populacji polskiej uniemozliwia poréwnanie wynikéw moich badan.

Badania prowadzone nad chorobg von Hippel — Lindau dostarczyly dowodow na
zalezno$¢ pomiedzy genotypem a fenotypem. Specyficzne typy mutacji sg zwigzane
z predyspozycja do tworzenia konkretnych guzéw (rak jasnokomorkowy nerki,
hemangioblastoma, guz chromochlonny nadnerczy) [155, 156, 157]. Ten fakt byt
przyczyng powstania klasyfikacji typéw zespotu VHL (oméwiono rozdziat 1.3.1.a)

w zalezno$ci od rodzaju mutacji germinalnej wystepujacej w rodzinie [158].

W zwiazku z tym kolejnym zagadnieniem, jakie w niniejszej pracy starano si¢
rozwigzaé, byto wyjasnienie, czy istnieje zwigzek pomiedzy obecno$cig mutacji, oraz
typem mutacji a cechami klinicznymi pacjentow z ccRCC. W $wietle dostepnych badan
o0 raku jasnokomoérkowym nerki przyjmuje si¢, ze waznymi i niezaleznymi czynnikami
prognostycznymi s3 wielko§¢ guza, stopien zaawansowania klinicznego, stopien
ztosliwosci nowotworu, stan kliniczny pacjenta [159, 160, 161]. Badajac zaleznosci
pomiedzy obecnoscig mutacji a wyzej wymienionymi parametrami klinicznymi podjeto
probe odpowiedzi, czy stan genu VHL moze by¢ uzytecznym prognostycznym

markerem u pacjentéw z ccRCC.

W dostepnym pismiennictwie wielko§¢ guza opisywana jest jako czynnik
prognostyczny dotyczacy przezycia zwigzanego z nowotworem [162]. Ships i wsp. do
badan wiaczyli 683 pacjentow operowanych na Oddziale Urologicznym Szpitala
Uniwersyteckiego w Austrii. Badacze stwierdzili, Ze 5 — letnie przezycia rdznig si¢
istotnie w zalezno$ci od wielko$ci guza, na korzy$¢ pacjentdéw z guzami < Scm.
Wykazali istotng zalezno$¢ pomiedzy rosngcym wymiarem guza a obecnoscig objawow
przed rozpoznaniem raka nerki. W grupie pacjentow z guzem o Srednicy Scm lub
mniejszym 12,6% (55 z 435) prezentowalo objawy zwigzane z guzem w poréwnaniu do

35% (86 z 243) pacjentow w grupie z guzem wigkszym niz Scm.

W moich badaniach przeprowadzono ocen¢ wielkosci guza w odniesieniu do
parametrow klinicznych pacjentéw i podobnie jak w publikacji z Austrii, stwierdzono
istotng zalezno$¢ pomiedzy wielko$cia guza a wystgpowaniem objawdéw. W grupie

pacjentow z krwiomoczem wielko§¢ maksymalna guza byla istotnie wigksza niz
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w grupie pacjentow bez krwiomoczu; p = 0,0339. Podobnie minimalna wielko$¢ guza
byta istotnie wicksza w grupie pacjentow z krwiomoczem w poroéwnaniu do grupy
pacjentow bez krwiomoczu; p = 0,0257. Wykazano, ze réznice wielko$ci maksymalne;j
1 minimalnej guza w grupie pacjentéw zglaszajacych bol w okolicy ledzwiowej
w pordéwnaniu do grupy bez bolu byly znamienne statystycznie, p = 0,0495 oraz
p = 0,0338 (dla wielko$ci maksymalnej oraz minimalnej). Wymiary guza byly wigksze
w grupie pacjentow zglaszajacych bol w okolicy ledzwiowej. Ponadto wykazano,
iZ wymiary guza (maksymalny 1 minimalny) sa istotnie wigksze w grupie pacjentow
ze spadkiem masy ciata w porownaniu do grupy bez spadku masy; p = 0,0003 oraz
p = 0,0006 (dla wymiaré6w maksymalnych i minimalnych). Dane te sugeruja istotny

zwigzek pomigdzy wielko$cig guza a wystepowaniem objawow.

Wielko$¢ guza nerki w odniesieniu do stopnia zaawansowania klinicznego,
stopnia zrdznicowania nowotworu, przezycia i rokowania byta przedmiotem badan Siier
i wsp. [163]. Badacze z Turcji przeanalizowali 338 pacjentow z zaawansowaniem
nowotworu na poziomie pT1l — pT3aNOMO wg klasyfikacji TMN z 2002 roku.
Wykazali, ze w grupie pacjentow z guzem > 7cm istotnie czgsciej wystepuje wyzszy
stopien zlosliwosci nowotworu oraz naciek raka na thuszcz okotonerkowy (pT3a)
W pordwnaniu z grupg pacjentow z guzem < 7cm. W wyniku przeprowadzonej analizy,
stwierdzili, iz wysoki stopien ztosliwosci (G3 i G4), wielko$¢ guza > 7cm oraz naciek
na ttuszcz okolonerkowy sg istotnymi czynnikami prognostycznymi w ocenie przezycia

specyficznego dla nowotworu.

Obecnie przeprowadzone badania wykazaty istotng zalezno$¢ pomigdzy
wielkoscig guza a stopniem zawansowania patologicznego; p < 0,0001 oraz p = 0,0001
(dla wielko$ci maksymalnej oraz minimalnej). Stwierdzono, ze w grupie pacjentow
z rakiem ograniczonym do narzagdu wymiary guza sg istotnie mniejsze niz w grupie
pacjentow z naciekiem na tkanke tluszczowa 1 w grupie pacjentow z przerzutami do
ptuc. Najwyzsza $rednig wymiardw guza obliczono dla grupy pacjentdw z przerzutami
do ptuc. W wyniku analizy wielkosci guza w odniesieniu do stopnia zrdznicowania
nowotworu stwierdzono istotng statystycznie rdéznice wymiaréw guza; p < 0,0001 oraz
p < 00001 (dla wymiaréw maksymalnych i minimalnych). Srednia wielko$é
maksymalna i minimalna guza byla istotnie mniejsza w grupie pacjentow z dobrze
zréznicowanym rakiem jasnokomoérkowym nerki (Gl 1 G2) niz w grupie pacjentow

z rakiem stabo zréznicowanym (G3 1 G4).
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Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna powiedzie¢, ze wraz z wielko$cia
guza rosnie stopien zaawansowania patologicznego nowotworu (pTNM) oraz stopien
zto§liwosci nowotworu wg Fuhrmana. Ostatnie doniesienia z 2012 roku [164, 165]
potwierdzajg te spostrzezenia. Wedtug Turun 1 wsp. zwigkszenie wymiaru guza o lcm
byl zwigzany z istotnym statystycznie wzrostem ilorazu szans na rozpoznanie ccRCC
o wysokim stopniu zto§liwosci (OR = 1,46; 95% CI: 1,31 — 1,63). Podobne obliczenia
dokonano w odniesieniu do stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu. lloraz
szans dla zalezno$ci pomiedzy wysokim stopniem zaawansowania (pT3 lub pT4)
a wielko$cig guza wynosit 1,67 (95% CI 1,39 — 2,00). Na podstawie danych Turun
I wsp. stwierdzili, iz zwigkszenie wymiaru guza o 1cm powoduje zwigkszenie odsetka
wysokiego stopnia zaawansowania o 67%. Do podobnych wnioskow doszli Tabibi
I wsp. [166]. Iranczycy wihaczyli do badan 212 pacjentow operowanych w Teheranie
z powodu guza nerki. Wykazali, ze stopien zto$liwo$ci nowotworu ro$nie wraz ze
wzrostem wymiarow guza (p = 0,007), rowniez stopien zaawansowania klinicznego
ro$nie wraz z wielko$cig guza (p < 0,001). Autorzy przeanalizowali wielko$¢ guza
w odniesieniu do objawoéw: krwiomocz, bdl w okolicy ledZwiowej oraz wyczuwalny
guz w jamie brzusznej i stwierdzili, iz wielko$¢ guza jest istotnie wigksza w grupie
pacjentow zglaszajacych objawy. W moich badaniach uzyskano podobne wyniki
dotyczace zaleznosci pomiedzy wielkoscig guza a wystepowaniem objawOw oraz

stopniem zaawansowania i stopniem ztosliwosci nowotworu.

Badania prezentowane w niniejsze] rozprawie dostarczaja oryginalnych
spostrzezen odno$nie zaleznosci pomiedzy wielkoscia guza a wystepowaniem
u pacjentow dodatniego wywiadu rodzinnego w kierunku RCC (n = 4). Srednia
wielko$¢ guza byla istotnie wigksza w grupie pacjentdw, ktorych co najmniej jeden
z czlonkdéw rodziny chorowat na RCC; p = 0,0051 oraz p = 0,0308 (dla wielko$ci
maksymalnej oraz minimalnej). Posiadanie krewnych z rakiem nerki sugeruje, ze u tych
pacjentow wystepuje sklonno$¢ do raka nerki i by¢é moze powstanie raka nerki
w mtodszym wieku. Stwierdzono wysoki stopien zaawansowania klinicznego, trzech
pacjentow mialo raka naciekajacego tkanke tluszczowa (75%), z czego dwoch miato
przerzuty do pluc (50%). U jednego pacjenta guz byl obustronny w momencie

rozpoznania (nie stwierdzono u niego mutacji genu VHL).
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Stopien zaawansowania nowotworu wedtug klasyfikacji TNM jest uznawany za
najwazniejszy czynnik prognostyczny u pacjentéw z RCC [167, 168]. Rak nerki zostat
wlaczony do klasyfikacji TNM po raz pierwszy w 1974 roku [169]. Od tego czasu
klasyfikacja TNM byta wielokrotnie modyfikowana, aby udoskonali¢ warto$¢
prognostyczng, a w konsekwencji wartos¢ danych uzytecznych w planowaniu strategii
terapeutycznych. Ostatnie doniesienia potwierdzajg warto$¢ klasyfikacji TNM [170].
W opublikowanej w 2012 roku pracy Ornellas i wsp. wykazali, ze stopien
zaawansowania nowotworu jest istotnie zwigzany z progresja choroby oraz $miercig

zalezna od nowotworu (p < 0,0001).

Siier i wsp. przebadali 338 pacjentéw z rakiem nerki w stopniu zaawansowania
pT1l — pT3aNOMO [163]. Badacze z Turcji stwierdzili istotng statystycznie rdznice
przezycia specyficznego dla nowotworu pomigdzy grupa pacjentdow z rakiem
ograniczonym do nerki (pT1l — pT2) a grupa pacjentdow z rakiem naciekajgcym
na tkanke thuszczowa (pT3). Badania Siier i wsp. potwierdzaja traftno$¢ dokonanego
w mojej rozprawie podziatu pacjentow na trzy grupy w zaleznosci od stopnia
zaawansowania nowotworu (grupa 1 to pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki, grupa
2 to pacjenci z infiltracja torebki thuszczowej nerki, grupa 3 to pacjenci z przerzutami do

ptuc).

W moich badaniach stwierdzono istotng zalezno$§¢ pomigdzy stopniem
zaawansowania patologicznego (uwzgledniajac podziat pacjentdéw na trzy grupy)
a wystepowaniem objawOw przed rozpoznaniem raka jasnokomoérkowego nerki.
W grupie 3-e¢j objawy wystepowaly istotnie cze¢$ciej niz w grupach 1-szej i 2-gj
(p = 0,0125). W grupie pacjentdw z przerzutami do ptuc objawy wystepowaly 7 razy
czedciej niz w grupie pacjentow z rakiem ograniczonym do nerki OR = 6,708; 95% CI

(1.682 - 26.755). Roznice pomiedzy grupg 2 a grupg 3 nie byly istotne statystycznie.

Dokonano rowniez analizy poszczegdlnych objawow w odniesieniu do stopnia
zaawansowania nowotworu, tj.: krwiomoczu, bolu w okolicy ledzwiowej, spadku masy
ciata. Wykazano istotng zalezno$§¢ pomigdzy stopniem zaawansowania nowotworu
a spadkiem masy ciata (p = 0,0002). Spadek masy ciata wystgpowatl prawie 25 razy
czesciej w grupie pacjentoOw z przerzutami do ptuc w poréwnaniu do grupy pacjentow
bez przerzutow OR = 24,857; 95% CI (3.853 — 160.37). Pozostate badane cechy nie

wykazywaty zalezno$ci istotnej statystycznie.
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Uzyskane przeze mnie wyniki wydajg si¢ by¢ zbiezne z wynikami uzyskanymi
przez Ships i wsp. [162]. Badacze z Austrii w publikacji poswigconej badaniu wptywu
objawow na rokowanie pacjentdow z rakiem nerki, analizowali rowniez zalezno$ci
pomiedzy wystepowaniem objawow a cechami klinicznymi pacjentow. Stwierdzili, ze
wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania nowotworu istotnie rosnie procent pacjentow
prezentujacych objawy w momencie rozpoznania raka nerki (p < 0,0001). Ponadto
Ships 1 wsp. wykazali, ze przezycia specyficzne dla nowotworu, 5 — letnie przezycia
1 czas wolny od wznowy w grupie pacjentdw bezobjawowych wynosity odpowiednio
91%, 83% i 80% i byly istotnie wyzsze W porownaniu z 65%, 60% i 55% dla grupy
pacjentdw zgtaszajacych objawy (p <0,0001). W analizie wielu zmiennych stwierdzili,
iz obecno$¢ objawow jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym w ocenie przezycia
specyficznego dla nowotworu (p = 0,013). Badania autoréw z Wioch i Francji
potwierdzaja istotng zalezno$¢ pomiedzy wystgpowaniem objawoéw w momencie

rozpoznania raka nerki a przezyciem specyficznym dla nowotworu [171, 172].

Dostepne publikacje na temat rozpoznania raka nerki glosza, ze pacjenci,
u ktorych rak nerki zostal wykryty przypadkowo charakteryzowali si¢ lepszym
rokowaniem niz pacjenci zglaszajacy si¢ do lekarza z powodu objawdéw zwigzanych
z rakiem nerki [173, 174, 175]. Autorzy tych publikacji wykazali, ze u pacjentow
zglaszajacych objawy stwierdzono wigkszy wymiar guza nerki, wyzszy stopien
zaawansowania 1 zrdznicowania nowotworu w poréwnaniu do pacjentow

bezobjawowych.

Zaleznos¢ pomiedzy wystepowaniem objawdw przed rozpoznaniem raka nerki
a stopniem zrdéznicowania nowotworu stwierdzono roéwniez w moich badaniach
(p = 0,0003). Pacjenci, u ktoérych rozpoznano ccRCC o wyzszym stopniu zlosliwosci
mieli ponad 5 razy czesciej objawy w poroOwnaniu do pacjentdéw z rakiem nerki
0 nizszym stopniu zlosliwosci OR = 5.5604; 95% CI (2,097 - 14,743). Dodatkowo
oceniono wystepowanie zalezno$ci pomig¢dzy stopniem zrdznicowania nowotworu
a konkretnymi objawami: krwiomocz, b6l w okolicy ledzwiowej, spadek masy ciata.
Zauwazono zalezno$¢ stopnia ztosliwosci nowotworu w odniesieniu do objawow
lokalnych zwigzanych z RCC: krwiomoczu (p = 0,0490) oraz bolu (p = 0,0165).
W grupie pacjentow z wyzszym stopniem ztosliwosci krwiomocz i bol wystepowat
czgdciej niz w grupie pacjentow z nowotworem mniej zto§liwym. Dla zaleznoS$ci

pomiedzy stopniem ztosliwosci a krwiomoczem przedziat ufnosci obejmuje wartos¢
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neutralng i1 nie jest istotny statystycznie. Nie wykazano zalezno$ci w odniesieniu do

objawow ogdlnych (spadku masy ciata).

W wieloosrodkowym badaniu pod przewodnictwem Patard’a dokonano oceny
wplywu objawow na rokowanie pacjentow z rakiem nerki [176]. Do badania wtaczono
2242 pacjentow z pieciu osrodkow Europejskich. W zaleznosci od wystepowania
objawéw w momencie diagnozy pacjentow podzielono na trzy grupy: S1 to pacjenci bez
objawow, S2 — pacjenci z objawami lokalnymi (krwiomocz, bol w okolicy ledzwiowe;j,
wyczuwalny guz w jamie brzusznej) oraz S3 — pacjenci z objawami ogo6lnymi.
Wykazano istotg zalezno$¢ pomiedzy wystgpowaniem objawoéw (w analizie
uwzgledniono klasyfikacje S1, S2, S3) a stopniem ztosliwosci howotworu (p < 0,001).
Patard i wsp. zaobserwowali wzrost czesto$ci objawow lokalnych wraz ze wzrostem
stopnia ztosliwosci nowotworu. Podobne zalezno$ci wykazatam w prezentowanych
przeze mnie badaniach. Dodatkowo autorzy opisywanego wieloosrodkowego badania
wykazali istotny wzrost wystgpowania objawow ogélnych u pacjentow wraz ze
wzrostem stopnia zlo§liwosci nowotworu, czego nie zaobserwowano w moich
badaniach. Moze to wynika¢ z faktu, ze w badaniach Patard i wsp. zakwalifikowali do
analizy pacjentow z wszystkimi objawami og6lnymi (utrata apetytu, spadek masy ciata,
ostabienie, goraczka, pocenie nocne, kaszel, objawy paraneoplastyczne), w moich
badaniach dokonano analizy pojedynczych zmiennych, wigc brano pod uwage
pacjentéw tylko ze spadkiem masy ciata. W badaniach Patard i wsp. wykazali ponad to
istotng zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem objawdw (z uwzglednieniem klasyfikacji
S1, S2, S3) a stopniem zaawansowania nowotworu, stanem ogdélnym pacjenta oraz

przezyciem specyficznym dla nowotworu (p < 0,001).

W prezentowanej przeze mnie rozprawie poddano analizie wystepowanie
zaleznosci pomiedzy stopniem zaawansowania nowotworu a stopniem ztosliwosci
nowotworu (dwoch najwazniejszych czynnikow prognostycznych w raku nerki)
i uzyskano istotnos$¢ statystyczng na poziomie (p = 0,0006). W grupie pacjentow
z rakiem ograniczonym do nerki czesciej wystepowat rak jasnokomorkowy o nizszym
stopniu zto§liwosci niz rak o wyzszym stopniu ztosliwosci. Odwrotnie byto w grupie
pacjentdw z rakiem naciekajacym na ttuszcz okotonerkowy oraz w grupie pacjentow
z przerzutami do ptuc. W tych grupach cze¢sciej wystgpowat rak bardziej ztosliwy niz

rak o mniejszym stopniu ztosliwosci.
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Zatozenie, ze wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania nowotworu rosnie
odsetek rozpoznan raka jasnokomorkowego nerki o wysokim stopniu ztosliwosci
wydaje si¢ by¢ shluszne, jednak niewiele jest publikacji wykazujacych istotnosé
statystyczng tych zaleznoS$ci. Jalon Monzon i wsp. potwierdzajg to zatozenie w swoich
badaniach [177]. Badacze z Hiszpanii poddali analizie 316 pacjentdéw operowanych
z powodu raka nerki. Wykazali, iz w grupie pacjentow z wysokim stopniem
zaawansowania nowotworu (T3, T4) istotnie czgséciej rozpoznano rak nerki 0 wysokim
stopniu zlosliwosci G3 — G4 (p < 0,001). Podobnie, Bretheau i wsp. oceniajac 190
pacjentow z RCC opublikowali zalezno$¢ pomiedzy stopniem ztosliwos$ci a stopniem
zawansowania nowotworu, p = 0.0001 [178]. W tej publikacji badacze obliczyli
5 — letnie przezycia dla stopnia zto§liwosci od G1 do G4 odpowiednio na poziomie
76%, 72%, 51%, 35%. Zauwazono istotng réznic¢ w przezyciu pacjentow z rakiem ze
stopniem zlosliwosci G1/G2 w pordwnaniu do pacjentéw z rakiem G3/G4. Badania
Bretheau 1 wsp. dowodza prawidtowego podzialu pacjentéw w zaleznosci od stopnia

zto§liwosci nowotworu uzytego do analizy statystycznej w mojej pracy.

Palenie papieroséw jest ustanowionym czynnikiem ryzyka raka nerki [179, 180,
181]. Hunt 1 wsp. w meta analizie danych z 24 publikacji wiaczyli do obliczen badania
populacyjne (1 447 754 os6b z ktorych 1 326 miato rozpoznany rak nerki) oraz badania
poréwnawcze przypadkow (8 032 pacjentoéw z RCC i 13 800 os6b w grupie kontrolnej).
Hunt i wsp. oszacowali ryzyko wzgledne dla raka nerki na poziomie 1,38 dla palaczy
w poroOwnaniu z osobami, ktore nigdy nie pality papierosow. Stwierdzili istotny wzrost
ryzyka zalezny od ilosci wypalanych papierosow. Korzysci ptynace z rzucenia palenia
byly potwierdzone przez spadek ryzyka wzglednego dopiero po 10 latach od
zaprzestania palenia [182].

W ostatnich latach zasugerowano, iz palenie tytoniu nie tylko jest ryzykiem
powstania raka nerki, ale moze mie¢ wplyw na jego biologi¢. Powstaty prace majace na
celu oceng, czy palenie jest zwigzane z wigkszym stopniem zawansowania nowotworu
I gorszym rokowaniem wsrod pacjentow z RCC [183, 184]. Tsivian i wsp.
zakwalifikowali do badan 845 pacjentow operowanych z powodu raka nerki. Ocenili
wystepowanie zalezno$ci pomi¢dzy paleniem papieroséw a stopniem zawansowania
nowotworu. Bioragc pod uwage stopien zaawansowania, pacjentow podzielili na dwie
grupy. Do grupy pierwsze] wilaczyli pacjentow z RCC ograniczonym do nerki,

natomiast do grupy drugiej pacjentow z zaawansowanym rakiem nerki (rakiem
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zaawansowanym miejscowo (> T3) oraz rakiem dajagcym przerzuty odlegle lub do
weztéw chtonnych). Tsivian i wsp. dowiedli, ze zaawansowany RCC byt rozpoznawany
istotnie cze¢sciej wsrod palaczy papierosow w poréwnaniu do osob niepalagcych (p =
0,012). Podobnie wykazali, ze nowotwdr zaawansowany miejscowo wystepowat
istotnie czegsciej w grupie osob palacych papierosy w porownaniu do oséb niepalacych
(p = 0,006). Uzyskane dane przez badaczy z Uniwersytetu Duke'a ze Standéw
Zjednoczonych sugeruja, iz stopnien zaawansowania nowotworu jest zalezny od palenia
papieroséw, czasu trwania palenia oraz ilosci wypalanych papieroséw. Natogowi
palacze mieli wigksze ryzyko zaawansowanej postaci RCC w momencie rozpoznania
choroby. W analizie wielu zmiennych wykazali, ze palenie bylo niezaleznym
czynnikiem prognostycznym zaawansowanego RCC. W badaniu Tsivian i wsp. nie

uwzglednili danych dotyczacych stopnia zréznicowania nowotworu.

Parker 1 wsp. wilaczyli do badan 2242 pacjentow operowanych z powodu raka
nerki w Mayo Clinic oraz w Rochester w Stanach Zjednoczonych. Badali zalezno$ci
pomiedzy paleniem papierosow a parametrami klinicznymi. Palacze byli istotnie miodsi
w momencie rozpoznania RCC w pordéwnaniu do pacjentow niepalagcych. Wsrod
palacych przewazali mezczyzni. W grupie palacych papierosy istotnie czgsciej
zaobserwowano objawy w momencie rozpoznania RCC, stwierdzono przerzuty do
weztéw chtonnych lub przerzuty odlegte oraz IV stopien zaawansowania klinicznego
nowotworu w porownaniu do grupy pacjentoOw niepalgcych. Nie wykazano zaleznos$ci
pomigdzy paleniem papierosdéw a stopniem zrdznicowania nowotworu. Wyniki
uzyskane przez dwa zespoly badawcze ze Standw Zjednoczonych wydaja si¢
potwierdzaé, iz palenie papierosoOw jest zwigzane z wyzszym stopniem zaawansowania

RCC, nie potwierdzaja natomiast zwigzku ze stopniem ztosliwosci nowotworu.

W moich badaniach wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ pomigdzy
paleniem papierosow a stopniem zlosliwosci nowotworu (p = 0,0366). Obliczono, ze
wysoki stopien zlosliwosci nowotworu wystgpowatl ponad dwukrotnie czesciej
u pacjentow palagcych niz niepalagcych, OR = 2.364; 95% CI (1.048 - 5.331).
W dostgpnym pismiennictwie nie znalaztam potwierdzenia tych zalezno$ci. Natomiast
w moich badaniach nie stwierdzono istotnych zaleznosci pomiedzy paleniem
papierosOw a stopniem zaawansowania nowotworu. Ten fakt mozna wytlumaczy¢ mata
proba badanych pacjentdw z zaawansowanym RCC w poréwnaniu do badan ze Stanow

Zjednoczonych. W moich badaniach oceniano 11 pacjentéw z przerzutami do ptuc
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a w badaniach Parker’a i wsp. 334. Dodatkowo z moich badan wykluczano pacjentow

z przerzutami do weztéw chtonnych.

W najnowszym amerykanskim badaniu z 2012 roku Kroeger i wsp. potwierdzili
wystepowanie zalezno$ci pomiedzy paleniem papierosOw a wyzszym stopniem
zaawansowania nowotworu, czg¢stszym wystepowaniem przerzutow, a w szczegolnosci
przerzutow do ptuc [185]. Badacze z Los Angeles nie zaobserwowali zaleznosci
pomigdzy paleniem a stopniem zlosliwosci nowotworu. Jednak najwazniejszym
wynikiem pracy Kroeger i wsp. byto stwierdzenie, iz zardwno przezycie catkowite jak

1 przezycie zalezne od nowotworu bylo znamiennie gorsze wsrdd palaczy.

Pi$miennictwo bogate jest w epidemiologiczne dowody wspierajace tezg,
ze otylos¢ zwieksza ryzyko raka nerki, w szczegolnosci ccRCC [186, 187, 188, 189].
Jednakze patofizjologia wptywu otytosci na powstawanie ccRCC nie zostata do tej pory
wyjasniona. Powstaje pytanie, czy otytos¢ jest zwigzana z zaburzeniami molekularnymi
ccRCC, a doktadniej inaktywacja genu VHL. Mutacje genu VHL moga by¢ powigzane
z nadwagg i ccRCC poprzez insulinopodobny czynnik wzrostu — 1 (IGF — 1). IGF -1
stymuluje proliferacje komorek, a hamuje apoptoze, udowodniono, ze jego poziom jest
zwigkszony u 0sob otytych [190, 191]. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze w tkance raka
nerki jest zwickszona ekspresja receptora dla IGF -1 [192]. Sugeruje sig¢, iz biatko VHL
moze hamowaé proliferacje komorek zalezng od IGF -1 [193]. A wigc, u osob
z inaktywacja genu VHL zaburzone jest hamowanie IGF -1, ktorego stezenie jest

szczegolnie wysokie u 0sob otytych [194].

Smits 1 wsp. postanowili oceni¢ zwigzek pomigdzy BMI a mutacjami genu VHL
w ¢cRCC w duzym badaniu populacyjnym [195]. Do badania wykorzystali dane
z Holenderskiej Bazy Badan Kohortowych zawierajacej 120 852 osdéb. Sposrod tej
grupy do analizy mutacji genu VHL zakwalifikowano 187 o0s6b z rakiem
jasnokomorkowym nerki. Nie wykazali istotnych réznic w BMI pomiedzy grupa ze
zmutowanym genem VHL a grupg z prawidlowym genem VHL. Wykazali natomiast,
ze osoby z mutacja genu VHL miaty istotnie wyzsze BMI w wieku 20 lat (p = 0,035).
Dodatkowo stwierdzili, ze wysokie BMI w wieku 20 lat byto zwigzane ze zwickszonym
ryzykiem ccRCC u 0s6b z mutacjg w genie VHL. Wedtug Smits’a i wsp. ich wyniki sg
w zgodzie z hipoteza, iz mutacje genu VHL powstaja na wczesnym etapie

kancerogenezy RCC.
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W moich badaniach nie wykazano istotnych zaleznosci pomi¢dzy BMI
a obecnoscig lub brakiem mutacji genu VHL, podobnie jak w badaniach Smits’a i wsp.
Nie mieliSmy danych odno$nie BMI w mtodym wieku badanych przez nas pacjentow.
DokonaliSmy natomiast analizy zalezno$ci pomiedzy BMI a lokalizacja mutacji VHL
w poszczegdlnych egzonach. Uzyskane przez nas wyniki dostarczajg oryginalnych
spostrzezen. Stwierdzono, ze w grupie pacjentdow z mutacja w egzonie | istotnie
czesciej stwierdzono nadwage lub otylos¢ w poréwnaniu do pacjentéw z mutacja
w egzonie 2 lub egzonie 3 (p = 0,0220). W egzonie 1 zakodowana jest sekwencja
podjednostki 3 biatka VHL. Datta i wsp. zauwazyli, ze podjednostka 3 biatka VHL
poprzez bezposrednie oddziatywanie na kinaze Co hamuje receptor IGF -1. Powyzsze
dane sugeruja istotny zwiazek pomigdzy otylo$cia a mutacjami w genie VHL.
Dodatkowo wykazaliSmy, ze w grupie pacjentOw z mutacja punktowq istotnie czesciej
wystepuje nadwaga lub otylo§¢ w pordwnaniu z grupa pacjentéw z mutacja
z przesuni¢ciem ramki odczytu (p = 0,0265). Jednakze mata liczba grupy badanej
ogranicza wycigganie jednoznacznych wnioskow. Badania wymagaja niezaleznego

potwierdzenia.

Rak nerki moze powodowaé nadcisnienie tetnicze [196], z Kolei istnieje szereg
publikacji dowodzacych, ze nadci$nienie predysponuje do powstawania raka nerki [11,
197, 198]. Pojawity si¢ tez badania sugerujace zwiagzek ze stosowaniem diuretykow
1 zwigkszonym ryzykiem raka nerki, jednakze nie mozna wykluczy¢ w tych badaniach
wplywu samego nadcis$nienia tetniczego [199, 200]. Chow i wsp. w badaniu szweckiej
populacji wykazali, ze ryzyko powstania RCC rosnie wraz ze wzrostem cis$nienia
tetniczego, natomiast maleje przy obnizeniu ci$nienia tetniczego krwi [201]. Badanie to
sugeruje wplyw nadcis$nienia tetniczego na powstawanie raka nerki, natomiast
mechanizm dziatania pozostaje niejasny. O hipotezie peroksydacji lipidéw donoszg
Gago — Dominguez i wsp. [202]. U podtoza mechanizmu lezg przewlekle niedotlenienie

komorek kanalikow nerki, peroksydacja lipidow i tworzenie wolnych rodnikow [203].

Schouten i wsp. zbadali czy nadcis$nienie tetnicze oraz przyjmowanie lekoéw
obnizajacych cisnienie jest zwigzane z ryzykiem powstania ccRCC, oraz doktadniej czy
istnieje zalezno$¢ pomigdzy nadci$nieniem tetniczym a mutacjami genu VHL
u pacjentow z ccRCC [204]. Stwierdzili mutacje u 61% pacjentow (187 wszystkich
badanych). Wspotczynnik ryzyka dla diagnozy nadcis$nienia tetniczego byt wyzszy

u pacjentow z mutacjami genu VHL w poréwnaniu do pacjentow z prawidtowym
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genem VHL. Zaobserwowali odwrotng zalezno$¢ jezeli chodzi o stosowanie lekow
obnizajacych cisnienie krwi. Wspodtczynnik ryzyka dla stosowania diuretykow byt
wyzszy dla 0sob z prawidtowym genem VHL.

W przedstawionych badaniach uzyskano zbiezne wyniki do danych
opublikowanych przez Schouten’a i wsp. Zaobserwowalam istotng zalezno$¢ pomig¢dzy
obecno$cig mutacji genu VHL a wyst¢powaniem nadcisnienia tetniczego krwi
(p = 0,0196). U pacjentow z mutacja istotnie czesciej stwierdzano nadcis$nienie tetnicze

krwi niz u pacjentéw z prawidlowym genem VHL.

Przeprowadzona przeze mnie analiza statystyczna pokazuje zalezno$¢ pomiedzy
rodzajem mutacji (somatycznej lub germinalnej) a stezeniem kreatyniny w surowicy
krwi. U pacjentow z mutacjg germinalng czgéciej stwierdzono stgzenie kreatyniny
powyzej normy (p = 0,0261). Dane te wynikaja z faktu, ze ci pacjenci (n = 2) mieli
obustronny guz nerki, stad podwyzszone stezenie kreatyniny. Dostgpne publikacje
moéwig o obustronnym wystepowaniu guzoéw u pacjentdw z mutacjg germinalng genu
VHL. Sugerowang metoda leczenia ccRCC u pacjentow z zespolem VHL s3 zabiegi
oszcz¢dzajace nerke, ze wzgledu na duze prawdopodobienstwo powstania raka

w drugiej nerce [205, 206, 207, 208].

Wyjatkowo interesujace w mojej pracy jest wykazanie zaleznosci pomiedzy
wiekiem a obecnoscig mutacji w genie VHL. Poréwnujac pacjentéw wzgledem
wystepowania lub braku mutacji w genie VHL stwierdzono istotng réznice wieku
(p = 0,0330). W grupie pacjentdw z mutacja, srednia wieku byta istotnie wyzsza niz
w grupie pacjentoéw z prawidlowa sekwencjag genu VHL. Do podobnych wnioskoéw
doszli Kondo i wsp., badajagc 202 pacjentoéw z ccRCC [209]. Naukowcy z Japonii
mutacje genu VHL stwierdzili u 51% pacjentow. Biorac pod uwage wiek podzielili
pacjentow na dwie grupy: mtodsi do 55 roku Zycia oraz starsi od 56 roku zycia. Mutacje
genu VHL istotnie czgdciej wystepowaly w grupie starszych pacjentow (p = 0,0238).
Dane te sugeruja, iz rak jasnokomorkowy nerki powstajacy u mitodych pacjentow

prawdopodobnie ma inne podtoze molekularne.

Badania prezentowane w niniejszej rozprawie dostarczajag oryginalnych
spostrzezen na temat zalezno$ci pomigdzy obecno$cig mutacji genu VHL a stopniem

ztosliwosci nowotworu (p = 0,0266). W grupie os6b z mutacjg istotnie rzadziej
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rozpoznano ccRCC o wysokim stopniu zlo§liwosci w poréwnaniu z grupa pacjentow

bez mutacji.

W dostgpnym piSmiennictwie praktycznie brak publikacji, ktore potwierdzatyby
moje wyniki. Autorzy publikacji, oceniajacy zaleznosci pomiedzy zaburzeniami
genetycznymi genu VHL a parametrami klinicznymi pacjentow, nie wykazali istotnych
statystycznie zaleznos$ci pomiedzy obecnoscig mutacji a stopniem ztosliwosci [126, 131,
210, 211, 212, 213]. Young i wsp. badali zaleznosci pomigdzy obecno$cia mutacji,
metylacji promotora oraz LOH (utrata heterozygotycznos$ci) a nastepujacymi
parametrami klinicznymi: wiek, pte¢, stopien ztosliwosci oraz stopien zaawansowania
nowotworu. Wykazali istotne zalezno$ci pomigdzy obecno$cia mutacji a plcia.
Pozostate cechy poddane analizie w odniesieniu do obecno$ci mutacji byty nieistotne
statystycznie. Zauwazyli wystepowanie istotnych zaleznos$ci pomigdzy LOH a stopniem
zto§liwosci. U pacjentow z LOH istotnie rzadziej stwierdzono wysoki stopien
ztosliwosci (G4). Takie same wyniki uzyskali Banks i wsp. [210]. Wyniki te wydaja si¢
by¢ zbiezne z uzyskanymi w mojej rozprawie. Dane te sugeruja rzadsze wystgpowanie
ccRCC o wysokim stopniu ztosliwosci podczas inaktywacji genu VHL (poprzez
mutacj¢, czy LOH). Nalezy podkresli¢, ze Young i wsp. do analizy statystycznej
podzielili pacjentdw na 4 grupy pod wzgledem stopnia zto§liwos$ci nowotworu. Analiza
statystyczna przy podziale na 4 grupy rowniez w moich badaniach nie wykazata
zaleznos$ci pomiedzy stopniem ztosliwosci a obecno$cig mutacji w genie VHL. Dopiero
uwzglednienie podziatu na 2 grupy: nowotwory o niskim stopniu ztosliwosci (G1 1 G2)
oraz nowotwory o wysokim stopniu ztosliwosci (G3 1 G4) przyniosto interesujace

spostrzezenia.

Naukowcy z Uniwersytetu Harvarda w 2010 roku zaprezentowali nowoczesne
narzgdzie PolyPhen-2 [214]. Udoskonalona wersja programu komputerowego
PolyPhen-1 przez Adzhubei i wsp. stuzy do przewidywania wpltywu mutacji
punktowych zmiany sensu, czyli SNPs (z ang. single nucleotide polymorphisms) na
trwatos$¢ 1 funkcje biatka. Program ten jest stosowany przez naukowcoOw w celu oceny
nowo wykrytych SNPs w rdéznych chorobach, miedzy innymi w chorobie Alzheimera,
chorobie McArdle’a, retinoblastoma, cukrzycy typu MODY 2, hemofilii [215, 216, 217,
218, 219, 220, 221, 222]. W prezentowanej pracy rowniez poStanowiono dokona¢ oceny
wplywu mutacji punktowych zmiany sensu na biatko VHL przy pomocy programu

PolyPhen-2. Sposrod analizowanych 16 pacjentow, u ktorych stwierdzono SNP, 14
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pacjentow miato mutacje prawdopodobnie uszkadzajace biatko VHL. Wedtug programu
u 4 pacjentow stwierdzone mutacje miaty prawdopodobnie tagodny wpltyw na biatko
VHL i nie zaburzaly jego funkcji. Mutacje z przesunigciem ramki odczytu, uznawane sg
jako mutacje zaburzajace funkcje biatka. Na tej podstawie podzielono pacjentéw na
dwie grupy w zaleznos$ci od funkcjonalnosci biatka VHL i przeprowadzono analize
statystyczng w odniesieniu do cech klinicznych 1 parametrow patologicznych.
Wykazano, iz w grupie pacjentéw z zaburzong funkcja pVHL (n = 49) $rednia wieku
byta istotnie wyzsza niz w grupie pacjentow z zachowang funkcja pVHL (n = 47); (p =
0,0115). Stwierdzono rowniez istotng zalezno$¢ pomiedzy przewidywang
funkcjonalnoscig biatkka VHL a wystepowaniem nadcis$nienia tetniczego krwi (p =
0,0300). Nadcisnienie tetnicze istotnie czeSciej wystepowalo w grupie pacjentow
z zaburzong funkcja biatka VHL. Nie wykazano istotnosci statystycznej zalezno$ci
pomiedzy funkcjonalno$cia pVHL a stopniem zto§liwosci nowotworu jak to miato

miejsce w przypadku obecno$ci mutacji genu VHL.

Dokonujac oceny uzyskanych przeze mnie wynikow nalezy pamigtaé, ze
PolyPhen-2 to jedynie program komputerowy wykorzystujacy analizy matematyczne.
Dostepne informacje dotyczace celnosci przewidywania wptywu SNPs na biato przez
roézne programy komputerowe obejmujg zakres od doskonatej trafnosci (91,7%) [223]
do raczej stabych wynikow (doktadnos¢ 66,7%) [224]. Badania te dotyczyly
pojedynczych gendéw. Gray i wsp. postanowili oceni¢ trafno$¢ wynikéw programu
PolyPhen-2 analizujgc 10 913 mutacji punktowych 2372 roéznych biatek dostepnych
w bazie danych UniProt [225]. Wykazali wspotczynnik prawidtowych wynikow
programu PolyPhen-2 na poziomie 79%. Dane te pokazujg, ze wnioski na podstawie

analizy programu PolyPhen-2 nalezy wyciggac ostroznie.

Oceniajac uzyskane w moich badaniach wyniki, odno$nie zaleznosci pomigdzy
obecnoscig mutacji a wiekiem oraz stopniem ztosliwosci nowotworu, nalezy miec
na wzgledzie stosunkowo mala probe badanych pacjentow. Uzyskane prze mnie wyniki
wymagaja kontynuowania badan i potwierdzenia. Jednakze warto podkresli¢, iz dane
przedstawione powyzej sa zgodne z ostatnio podnoszong hipotezg mowigcg o lepszym
rokowaniu pacjentow z ccRCC z mutacjg genu VHL [132, 226]. Patard i wsp. wykazali,
ze mutacje genu VHL s3 zwigzane z niZzszym stopniem zaawansowania nowotworu,
oraz dhluzszym czasem wolnym od progresji nowotworu. W najnowszym badaniu

dotyczacym rokowania pacjentow z ccRCC w odniesieniu do stanu molekularnego genu
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VHL z 2013 roku, Kroeger i wsp. wlagczyli do badan 288 pacjentow [227]. Wykazali, iz
inaktywacja genu VHL wigzata si¢ z lepszym przezyciem u pacjentow z rakiem
jasnokomoérkowym nerki. Z kolei Parker i wsp. badali ekspresje biatka VHL w tkance
ccRCC poprzez badania immunohistochemiczne [228]. W wyniku analizy 273 guzow,
zaobserwowali lepsze przezycia specyficzne dla nowotworu u pacjentow z brakiem
biatka VHL w tkance guza, ale tylko w grupie pacjentow z rakiem ograniczonym do

nerki.

Odkrycie roli biatka VHL w regulacji odpowiedzi komorki na hipoksje zalezna
od czynnika transkrypcyjnego HIF przyczynilo si¢ do stworzenia terapii celowanej raka
jasnokomorkowego nerki. Mechanizm dziatania nowoczesnych lekow na szlak
pVHL/HIF/ VEGF zostal opisany w rozdziale 1.4. Skuteczno$¢ terapii celowanej i jej
wyzszo$¢ nad immunoterapig zostala juz udowodniona [143, 229]. Trzeba jednak
podkresli¢ wysoki koszt terapii, ucigzliwe skutki uboczne zglaszane przez niektérych
pacjentow, oraz fakt, ze leki antyangiogenne nie pomagaja wszystkim pacjentom.
W leczeniu innych nowotworow, np. raka jelita grubego stosuje si¢ genotypowanie
pacjentow w kierunku mutacji KRAS 1 wyborze pacjentow do terapii nowoczesnym
lekiem cetuximab [230, 231]. Podobnie w raku sutka kwalifikacja do leczenia lekiem
trastuzumab wymaga doktadnej oceny statusu ekspresji receptora HER2 [232].
W zwigzku z tym nasuwa si¢ pytanie, czy stan genu VHL moze by¢ czynnikiem
warunkujagcym wybodr sposobu leczenia a takze optymalizacji klinicznego podejscia do
chorych z przerzutowym ccRCC. Moje badania sa punktem wyjscia do prowadzenia
dalszych obserwacji pacjentow z ccRCC z przerzutami do ptuc poddanych terapii

celowanej.
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6. Whioski.

Analiza otrzymanych wynikow w niniejszej rozprawie pozwolita na

sformutowanie nast¢pujacych wnioskow:

1. Po przebadaniu 96 guzow ccRCC stwierdzono mutacje genu VHL u 53
pacjentow, co stanowi 55%. Mutacje germinalne rozpoznano u 2 pacjentow.

Wykazano, iz u 0s6b mtodszych rzadziej wystgpowaty mutacje genu VHL.

2. Wraz z wielkos$cig guza ro$nie stopien zaawansowania oraz stopien ztosliwosci
nowotworu. U pacjentow z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku RCC
stwierdzono guz nerki o wigkszych wymiarach niz u chorych, ktorych
cztonkowie rodziny nigdy nie chorowali na raka nerki. Zaobserwowano, iz u
pacjentdw zglaszajacych objawy ze strony raka nerki rozpoznano guz o wigkszej
Srednicy, wyzszy stopien zaawansowania patologicznego oraz wyzszy stopien

zto$liwosci nowotworu.

3. Wykazano zalezno$¢ pomiedzy stopniem zaawansowania nowotworu
a stopniem zlosliwosci nowotworu. Pacjenci z rakiem ograniczonym do nerki
mieli istotnie czesciej ccRCC o niskim stopniu ztosliwosci w pordwnaniu do
pacjentow z rakiem zaawansowanym miejscowo lub dajacym przerzuty do ptuc.
U pacjentéw z mutacja genu VHL rzadziej rozpoznawano ccRCC o wysokim
stopniu  zlosliwosci. Pacjenci palacy papierosy mieli rozpoznany rak

jasnokomorkowy nerki o wyzszym stopniu ztosliwosci.

4. U pacjentow z mutacjg czesciej stwierdzano nadcis$nienie tetnicze krwi niz
u pacjentow z prawidlowym genem VHL. Wykazano istotng zalezno$¢
pomigdzy otytoscig i nadwaga a czestszym wystgpowaniem mutacji w egzonie 1

genu VHL.
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7. Streszczenie.

Wprowadzenie: Rak nerki stanowi od 2 do 3 procent wszystkich nowotworow
ztosliwych. Najczestszym typem histologicznym jest rak jasnokomérkowy nerki ccRCC
(70 — 80%). Odkrycie genu VHL przyczynito si¢ do poznania biologii ccRCC. Uwaza
si¢, ze mutacja genu VHL predysponuje do powstania raka jasnokomoérkowego nerki,
zaroOwno wystepujacego rodzinnie w zespole von Hippel — Lindau, jak i wystepujacego
sporadycznie. Odkrycie roli biatka VHL w regulacji odpowiedzi komoérki na hipoksje
zalezng od czynnika transkrypcyjnego HIFo przyczynito si¢ do stworzenia terapii
celowanej raka jasnokomorkowego nerki. W wielu o$rodkach medycznych na $wiecie
prowadzone s3a badania nad okresleniem, czy mutacje genu VHL moga by¢ czynnikiem

prognostycznym pacjentow z ccRCC 1 swoistym biomarkerem.

Cel: Okreslenie czgstosci, rodzaju i lokalizacji mutacji w genie VHL. Nastepnie ocena
wystepowania zalezno$ci pomi¢dzy mutacjami genu VHL a cechami klinicznymi
pacjentow oraz parametrami patologicznymi ccRCC. Dodatkowo postanowiono
dokona¢ analizy zaleznos$ci cech klinicznych pacjentow w odniesieniu do parametrow

patologicznych raka jasnokomodrkowego nerki.

Material i metody: Kryteria kwalifikacji do badan speinito 100 pacjentow z rakiem
jasnokomorkowym nerki poddanych leczeniu zabiegowemu (nefrektomia lub NNS).
DNA izolowano z tkanki guza oraz krwi obwodowej z wykorzystaniem metody
wysalania. Amplifikacje trzech egzondéw genu VHL przeprowadzono przy pomocy
PCR. Produkty PCR rozdzielano na zelu agarozowym stosujac elektroforeze.
Oczyszczone produkty PCR  sekwencjonowano. Wyniki  sekwencjonowania
odczytywano w programie FinchTV. Doktadng analize sekwencji wykonano przy
uzyciu programu CLS Sequence Viewer. Sekwencje genu VHL zawierajace delecje lub

insercje wynoszace ponad 10 par zasad byly poddane klonowaniu.

Wyniki: Stwierdzono mutacje u 55% (n = 53) pacjentéw, z czego u 2 pacjentdw byly to
mutacje germinalne. Rozmieszczenie mutacji przedstawiato si¢ nastepujaco: 53%
(n = 28) w egzonie 1, 25% (n = 13) w egzonie 2 i 23% (n = 12) w egzonie3. Mutacje
z przesunigciem ramki odczytu stanowily 66% (n = 35), mutacje punktowe 30%
(n = 16) a taczne wystepowanie obu rodzajow mutacji zaobserwowano w 4% prob.

Zidentyfikowano 25 nowych mutacji genu VHL. Wykazano istotng zalezno$¢ pomigdzy
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wiekiem a obecno$cig mutacji w genie VHL (p = 0,0330). W grupie pacjentow
z mutacja $rednia wieku byta istotnie wyzsza niz w grupie pacjentow z prawidtowa
sekwencja genu VHL. Analizujac wyniki stwierdzono, iz u pacjentow z mutacjg istotnie
czesciej diagnozowano nadcisnienie tetnicze krwi niz u pacjentow z prawidtowym
genem VHL (p = 0,0196). Oceniajac zaleznosci pomiedzy lokalizacja mutacji a BMI
zaobserwowano, ze w grupie pacjentdw z mutacja w egzonie | istotnie czeSciej
stwierdzono nadwage lub otyto$¢ w porownaniu do pacjentow z mutacjag w egzonie
2 lub egzonie 3 (p = 0,0220). Badajac zaleznosci pomigdzy obecno$cig mutacji genu
VHL a stopniem ztosliwo$ci nowotworu wykazano, iz w grupie 0os6b z mutacja istotnie
rzadziej rozpoznano ccRCC o wysokim stopniu zto§liwo$ci w poroéwnaniu z grupa

pacjentow bez mutacji (p = 0,0266).

W wyniku szczegotowej analizy cech klinicznych pacjentow w odniesieniu do
parametréw patologicznych stwierdzono wystepowanie statystycznie znamiennych
zalezno$ci pomiedzy maksymalng oraz minimalng wielko$cia guza a: stopniem
zaawansowania nowotworu (p < 0,0001 oraz p = 0,0001 odpowiednio dla wielko$ci
maksymalnej oraz minimalnej), stopniem zlosliwosci nowotworu (p < 0,0001 oraz
p < 0,0001), wystgpowaniem u pacjentow dodatniego wywiadu rodzinnego w kierunku
raka nerki (p = 0,0051 oraz p = 0,0308) oraz objawdw, tj. krwiomoczu (p = 0,0339 oraz
p = 0,0257), bolu w okolicy ledzwiowej (p = 0,0495 oraz p = 0,0338) oraz spadkiem
masy ciata (p = 0,0003 oraz p = 0,0006).

Wykazano istotne zalezno$ci pomigdzy stopniem zaawansowania patologicznego
a wystgpowaniem objawdéw przed rozpoznaniem raka jasnokomoérkowego nerki
(p = 0,0125) oraz spadkiem masy ciata (p = 0,0002). Oceniajac zaleznosci pomiedzy
wystepowaniem objawdw przed rozpoznaniem raka nerki a stopniem zroéznicowania
nowotworu zaobserwowano istotnos$¢ statystyczng (p = 0,0003). Analizujgc wyniki
stwierdzono, i1z wysoki stopien zlosliwosci nowotworu wystepowat ponad dwukrotnie
czedciej u pacjentdw palacych niz niepalacych, (p = 0,0366); OR = 2.364; 95% CI
(1.048 - 5.331). Stopien zaawansowania jest istotnie zwigzany ze stopniem ztosliwosci
nowotworu (p = 0,0006). W grupie pacjentéw z rakiem ograniczonym do nerki czesciej
wystepowat rak jasnokomorkowy o nizszym stopniu ztosliwosci niz w grupie pacjentow

zaawansowanym miejscowo lub dajacym przerzuty.

120



Streszczenie

Whnioski: Wyniki niniejszej rozprawy sugeruja wystgpowanie istotnych statystycznie
zalezno$ci pomiedzy obecno$cia mutacji genu VHL a parametrami klinicznymi
pacjentow z ccRCC. Stwierdzono, iz u 0s6b mtodszych rzadziej wystgpowaly mutacje
genu VHL. Zaobserwowano zalezno$¢ pomiedzy stopniem ztosliwo$ci nowotworu
a obecnos$cig mutacji, paleniem papieroséw, wystepowaniem objawow, wielkoscia guza
oraz stopniem zaawansowania choroby nowotworowej. Istotnie czg¢$ciej rozpoznano
ccRCC o wysokim stopniu ztosliwosci u pacjentow z prawidlowa sekwencjg genu
VHL, palacych papierosy, zglaszajacych objawy, z guzem nerki o wigkszych

wymiarach oraz z rakiem zaawansowanym miejscowo lub dajacym przerzuty.
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8.  Streszczenie w jezyku 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 HIFa 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. Zalaczniki

Zalacznik 1.

Wzor informacji dla pacjenta oraz zgody pacjenta na udzial w badaniu.

Cel badania

Rak nerki (ang. renal cell carcinoma, RCC) jest nowotworem stanowigcym 2%
wszystkich poznanych nowotworéw. W wigkszosci przypadkéw rozwoj choroby
przebiega bezobjawowo i w zwiazku z tym cz¢$¢ pacjentow zglasza si¢ do lekarza
w zaawansowanym stadium choroby nowotworowej. Cechg charakterystyczng, oprocz
trudno$ci wykrycia nowotworu, jest jego oporno$¢ na chemioterapi¢ czy radioterapig.
Nalezy podkresli¢ fakt, iz z roku na rok, liczba osob dotknigtych ta chorobg wzrasta.
Doktadne przyczyny prowadzace do RCC nie s3 poznane, jednak wyniki
dotychczasowych do$wiadczen sugeruja, ze u wigkszosci pacjentow z rakiem nerki
obecne sa mutacje w genie VHL. Inaktywacja tego genu oraz biatka z rodziny STAT,
w szczegblnosci biatko STAT 3, moga odgrywac istotng rolg w powstawaniu 1 progresji
raka nerkowokomorkowego. Z tego wzgledu postanowiliSmy szczegétowo zbadaé gen
VHL oraz biatka z rodziny STAT. Wyniki naszej pracy moga przyczyni¢ si¢ do

lepszego poznania raka oraz do rozwoju nowych terapii oraz testow diagnostycznych.

Procedura badania

Pobrana zostanie od Pani/Pana jednorazowo krew - 4 probowki po 9 ml (ogotem 36 ml).
Po zabiegu (wyciecia nerki lub wycigcia guza nerki) pobrany zostanie fragment tkanki
guza wielko$ci 1,5cm x 1,5cm. Material wyizolowany z krwi lub tkanki guza
(DNA, RNA lub biatka) wykorzystywany bedzie wylacznie w celu wykonania badan

dotyczacych raka nerkowokomadrkowego.

Poufnosé¢

Dane zebrane w czasie Pani/Pana uczestnictwa w badaniu, tacznie z Pani/Pana danymi

osobowymi, beda traktowane jako poufne. Identyfikacja Pani/Pana danych bedzie

dokonana poprzez nadanie im numeru ewidencyjnego, co pozwoli na zachowanie ich

anonimowosci. Weryfikacja Pani/Pana danych osobowych bedzie odbywac sie tylko
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w osrodku badawczym i bedzie dokonana przez lekarza i1 badacza, pod rygorem
zachowania tajemnicy stuzbowej. Dane te nie bgda udostgpniane innym podmiotom,
badz osobom. Wyniki badania naukowego, w ktérym bierze Pani/Pan udziat, moga by¢
publikowane lub prezentowane w trakcie spotkan naukowych, jednakze rowniez w tych

przypadkach wszelkie dane dotyczace Pani/Pana osoby pozostang anonimowe.

SWIADOMA ZGODA NA UDZIAL W BADANIU

Wyrazam zgod¢ na udzial w badaniu naukowym ,,Wplyw biatek STAT na rozwdj

1 progresje raka nerkowokomorkowego™
Zapoznalam/em si¢ z informacjg o badaniu i rozumiem jej tres¢.

Wyrazam zgod¢ na przechowywanie i przetwarzanie moich danych osobowych
zebranych dla celow badania. Zostalam/em poinformowana/y, ze mam prawo do
wgladu do moich danych osobowych, do ich poprawiania, uzupetniania badz wycofania

z bazy danych.
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Zalacznik 2.

ANKIETA PACIENTA

IMi€ i NAZWISKO ..ueuviirineiiiiiiiniiiiieeiiiiiensinresesniessssssnensssssneens

V[ o= 1oy =] 1| - TN

2. Ple¢
a. kobieta
b. me¢zczyzna

3. Waga (kg)

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

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

7. Prosze podaé, kto z najblizszych byl dotkniety chorobg nerek?
a. Matka
b. Ojciec

c. Babcia

d. Dziadek

e. Rodzenstwo

NN (e, )

8. Czy wystepowaly jakie$ objawy rozwoju raka nerkowokomoérkowego?

a. TAK
b. NIE
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9. Jezeli wystepowaly objawy choroby, prosze wskaza¢ jakie:
a. Krew w moczu

b. Bole okolicy ledzwiowej

c. Wyczuwalny guz w jamie brzusznej

d. Utrata wagi

e. Gorgczka

. INNE ODJAWY (1 evvieeiiieeiee et e e )

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

11. Jezeli wystepowal w rodzinie rak nerkowokomorkowy, prosze¢ wskazaé
u kogo:

a. Matka

b. Ojciec

c. Babcia

d. Dziadek

e. Rodzenstwo

12. Czy ma Pan/ Pani nadci$nienie t¢tnicze?
a. TAK
b. NIE

13. Czy przyjmuje Pan/Pani leki obnizajace ci$nienie tetnicze?
a. TAK
b. NIE

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

b. Cukrzyca typu 2

c. NIE

15. Czy kto$ w rodzinie chorowal na cukrzyce typu 1?
a. Matka

b. Ojciec

c. Babcia

d. Dziadek

e. Rodzenstwo

16. Czy kto$ w rodzinie chorowal na cukrzyce typu 2?

155



Zaktaczniki

a. Matka

b. Ojciec

c. Babcia

d. Dziadek

e. Rodzenstwo

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

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

20. Czy zdiagnozowano u Pana/Pani wcze$niej inny nowotwor niz rak
nerkowokomorkowy?

a. TAK

b. NIE

21. Jezeli zdiagnozowano u Pana/Pani inny typ nowotworu niz rak
nerkowokomérkowy prosze podaé, jaki?

22. Czy nowotwor inny niz rak nerkowokomorkowy byl zlosliwy (dotyczy
pytania 20)?

a. TAK

b. NIE

23. Czy w rodzinie ktos chorowala na nowotwor zlosliwy?
a. TAK
b. NIE

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

b. Ojciec

c. Babcia

d. Dziadek

e. Rodzenstwo
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26. Czy w rodzinie wystepowaly przypadki nowotworow tagodnych?
a. TAK
b. NIE

27. Jezeli wystepowal nowotwor tagodny w rodzinie, to u kogo?
a. Matka

b. Ojciec

c. Babcia

d. Dziadek

e. Rodzenstwo

29. Czy choruje Pan/Pani na dodatkowe choroby, ktére nie zostaly wymienione

w ankiecie?

Jezeli TAK prosze podaé, jakie.
a. TAK

b. NIE

30. Czy bierze Pan/ Panie jakie$ dodatkowe leki?

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

b. NIE

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

a. TAK

b. NIE
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