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Wykaz skrotow:

a2M — alpha2-Macroglobulin (a2-Makroglobulina)

a3p1 — integrin alpha-3 beta-1 (integryna alfa-3 beta-1)

ADAM - a disintegrin-like and metalloproteinase (dezintegryny i metaloproteinazy)

ADAMS - a disintegrin-like and metalloproteinase with thrombospondin motifs

(dezintegryny i metaloproteinazy z motywem trombospondyny)

BC — bladder carcinoma (nowotwor pecherza moczowego)

BMI — Body Mass Index (wskaznik masy ciata)

cdc2 — cell division cycle 2 (cykl podziatu komorkowego 2)

cdc25a - cell division cycle 25 homolog A (homolog A cyklu podziatu komoérkowego 25)
CDKJ4 - cyclin-dependent kinase 4 (kinaza zalezna od cykliny 4)

CIS — carcinoma in situ (rak przedinwazyjny)

CSCC - cutaneous squamouscell carcinoma cancer (rak kolczystokomorkowy skory)
DHA - docosahexaenoic acid (kwas dokozaheksaenowy)

DNA — deoxyribonucleic acid (kwas dezoksyrybonukleinowy)

EAU — European Association of Urology (Europejskie Towarzystwo Urologiczne)
ECM - extracellular matrix (macierz zewnatrzkomoérkowa)

EGF — epidermal growth factor (naskorkowy czynnik wzrostu)

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay (test immunoenzymatyczny)

EMT — Epithelial Mezenchymal Transition (przemiana nablonkowo-mezenchymalna)
ER(+) — estrogen receptor positive (receptor estrogenowy pozytywny)

FISH — Fluorescent In Situ Hybridization (Fluorescencyjna Hybrydyzacja In Situ)

G1-G4 — grading (ztosliwos¢ histologiczna)



GES-1 - human gastric epithelial cell line (linia komoérek nabtonka btony Sluzowej zotadka)
GF — growth factor (czynnik wzrostu)

hEGF — human epidermal growth factor (ludzki czynnik wzrostu naskorka)

IL-1p — interleukin 1/ (interleukina 1)

IL-6 — interleukin 6 (interleukina 6)

IL-8 — interleukin 8 (interleukina 8)

IL-18 — interleukin 18 (interleukina 18)

JAK/STAT - Janus kinases/signal transducer and activator of transcription proteins (kinazy
janusowe/biatka STAT)

JNK — c-Jun N-terminal kinases (kinazy aktywowane stresem)
LDL-c - low-density lipoprotein cholesterol (cholesterol frakcji lipoprotein o matej gestosci)

MAPK/Erk - mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase (kinaza

biatkowa aktywowana mitogenem/kinaza regulowana sygnatem miedzykomoérkowym)
MIBC - muscle invasive bladder cancer (rak pecherza moczowego naciekajgcy migsniowke)
MiRNA — microRNA (mikroRNA)

MMPs — matrix metalloproteinases (metaloproteinazy macierzy pozakomorkowe;j)

NF-kB — nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (czynnik jadrowy
kappa B)

NMIBC - non-muscle invasive bladder cancer (rak pgcherza moczowego nienaciekajacy

migsniowki)

NMP-22 — Nuclear Matrix Protein 22
p21 — protein 21 (biatko p21)

p27 — protein 27 (biatko p27)

p53 — protein 53 (biatko p53)

PAR-1 — proteinase-activated receptor 1 (receptor typu pierwszego aktywowany proteinazg)
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PDGF — platelet-derived growth factor (ptytkopochodny czynnik wzrostu)

PI3K/AKT — Phosphoinositide 3-kinases/Protein kinase B pathway (szlak kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT)

PSA — Prostate Specific Antigen (swoisty antygen sterczowy)

PUNLMP — papillary urothelial neoplasm of low malignant potential (nowotwor

przejsciowonabtonkowy o matym potencjale ztosliwosci)
RZS — reumatoidalne zapalenie stawow

SHP-1 — Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1 (fosfataza tyrozynowa

zawierajagca domeng regionu 2 homologii Src)

sIL-6R — soluble interleukin 6 receptor (rozpuszczalny receptor interleukiny 6)

SP1 — specificity protein 1 (czynnik transkrypcyjny SP1)

TAM — tumor-associated macrophages (makrofagi zwigzane z guzem)

TGF-p — transforming growth factor £ (transformujacy czynnik wzrostu beta)

TIMPs — tissue inhibitors of metalloproteinases (tkankowe inhibitory metaloproteinaz)

TME — tumor microenvironment (mikrosrodowisko guza)
TNF-a — tumor necrosis factor o (czynnik martwicy nowotworow o)
TNM — tumor, node, metastasis (guz, wezel, przerzut nowotworowy)

VEGF — vascular endothelial growth factor (czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego)



1. Wstep

Nowotwory pecherza moczowego (BC) w wigkszosci przypadkow wywodzg si¢
z tkanki nabtonkowej drog moczowych i sg coraz czgstszym problem w krajach wysoko
rozwinigtych. Szacuje si¢, ze stanowig okoto 3% wszystkich nowotworéw. Dane
opublikowane przez European Association of Urology (EAU) wskazuja, ze BC jest sicdmym
najczesciej diagnozowanym nowotworem na S$wiecie wsrdod mezczyzn, jednoczesnie
klasyfikuje si¢ na dziesigtej pozycji dla catej populacji. Wskazniki zachorowalnosci Wynosza
9,5 dla me¢zczyzn i 2,4 dla kobiet na 100 000 osobolat, natomiast wspotczynniki $miertelnosci
— odpowiednio 3,3 vs. 0,86 [Babjuk i wsp. 2022]. Wczesna diagnoza istotnie poprawia
rokowania u chorych. Wskazniki przezywalnosci s3 mniej korzystne w inwazyjnych
postaciach tego nowotworu. W krajach Unii Europejskiej istnieja pewne rozbieznosci
W poszczegbdlnych rejestrach, dotyczace czestosci wystgpowania BC 1 wskaznikow
pigcioletniego okresu przezywalnosci. Wynika to z rdéznej dostgpnosci do badan
przesiewowych i procedur klinicznych, a takze analizy pozyskanych danych czastkowych.

W etiopatogenezie BC nalezy uwzgledni¢ zarowno wptyw czynnikéw genetycznych
i srodowiskowych [Taheri i wsp. 2020].

Obcigzenie rodzinne ma znikomy wpltyw na bezposrednie ryzyko BC, jednak
predyspozycje genetyczne wtdornie zwigkszaja podatnos¢ na inne czynniki ryzyka.
Obserwujemy takie tendencje wérod krewnych pierwszego i drugiego stopnia [Martin i wsp.
2018]. Nawyki zywieniowe wydaja si¢ mie¢ ograniczony wptyw w profilaktyce raka pecherza
moczowego. Sugerowano ochronne dziatanie flawonoidow i diety $rodziemnomorskiej.
Wysokie spozycie warzyw 1 tluszczOw nienasyconych (oliwa z oliwek) oraz umiarkowane
spozycie biatka stanowia pewien element profilaktyki. Korzysci ze zwigkszonego spozycia
owocOw odnotowano tylko u kobiet [Jochems i wsp. 2020; Vieira i wsp. 2015; Rossi i wsp.
2019; Witlox i wsp. 2020]. Dane te majg pewien charakter szacunkowy i nie odgrywaja
kluczowej roli w stratyfikacji ryzyka BC.

Sposrod pacjentow ze zdiagnozowanym BC prawie potowa potwierdza w wywiadzie
palenie tytoniu, ktory stanowi najwazniejszy modyfikowalny czynnik ryzyka. Policykliczne
weglowodory 1 aminy aromatyczne zawarte w dymie tytoniowym, metabolizowane sg
W watrobie przy udziel izoenzymow cytochromu P450 i wydalane z moczem. Wystepowanie
BC w populacji wykazuje korelacj¢ z czasem i intensywnoscia palenia. Ttumaczy to czestsze
wystepowanie nowotworu U me¢zczyzn. Palenie papieroséw o niskiej zawartosci substancji

smolistych nie wigze si¢ z mniejszym ryzykiem rozwoju BC. Ekspozycja zawodowa na aminy
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aromatyczne, nitrozaminy, zwigzki arsenu 1 kadmu to drugi najwazniejszy czynnik ryzyka,
przyczyniajacy si¢ do okoto 10% wszystkich zdiagnozowanych przypadkéw. Narazeni sg
glownie pracownicy zakladéw przemystowych, majacy bezposredni kontakt z farbami,
barwnikami, metalami ci¢zkimi i ropg naftowg [Burger i wsp. 2013; Teoh i wsp. 2020; Colt
i wsp. 2014; Pesch i wsp. 2013].

W praktyce Kklinicznej pacjenci z podejrzeniem BC zglaszaja si¢ do poradni
z bezobjawowym krwiomoczem, objawami podraznieniowymi z dolnych drog moczowych .
ZwykKle towarzysza temu objawy dyzuryczne, b6l podczas mikcji, parcie na mocz czy uczucie
dyskomfortu w podbrzuszu. Zgodnie z rekomendacjami EAU zaleca si¢ wykonanie badania
USG, cystoskopi¢ i cytologi¢ osadu moczu. Diagnostyka obrazowa moze by¢ uzupetniona
0 tomografi¢ jamy brzusznej oraz miednicy/klatki piersiowej. Celem dokladnej oceny
zaawansowania miejscowego mozna wykona¢ mpMRI. W przypadku podejrzenia zmian
nowotworowych wykonuje si¢ biopsje pobierajac materiat do badania histopatologicznego
lub materiat pozyskuje si¢ podczas elektroresekcji przezcewkowej guza. Potwierdzenie zmian
na tym etapiec upowaznia do postawienia diagnozy. Obrazowanie USG podobnie jak
cystoskopia, pozwalaja na wykrycie wczesnych zmian ogniskowych w obrgbie pecherza
moczowego, jednak ogniska o malej $rednicy moga zostaé niezauwazone i pominigte
[Gharibvand i wsp. 2017].

W aktualnych wytycznych European Association of Urology klasyfikacja TNM
nowotworow pecherza moczowego praktycznie nie zmienita si¢ w porOwnaniu
Z wezesniejszymi opracowaniami. Charakterystyka guza pierwotnego nowotworu oparta jest
na czterostopniowej skali (T1-T4: Tla/b; T2a/b; T3a/b i T4a/b) uwzgledniajacej stopien
naciekania otaczajacych tkanek. Wyr6zniamy takze: Tx/TO - brak mozliwos$ci jego wskazania
lub stwierdzenia. Do nowotworéw nienacickajagcych btony migsniowej (NMIBC),
klasyfikujemy nowotwory w stadium - Ta — nienaciekajacy rak brodawczakowaty, Tis — rak
srodnabtonkowy (carcinoma in situ — CIS), T1- nowotwor pecherza naciekajacy
podscielisko—podnablonkowa tkanke taczna, T2-guz nacieka migsniowke (T2a-potowe

wewnetrznej warstwy migsniowej, T2b guz nacieka catg migsniowke).



I TR 3 :‘;" & eA
Ryc. 1. Rak urotelialny pecherza moczowego (28 mm, pT1; high grade) —
material wlasny.

Ryc. 2. Rak urotelialny pecherza moczowego (11 mm, pTa; low grade) —
material wlasny.

Pod wzgledem histopatologicznym wsérod nienaciekajgcych brodawczakowatych
zmian nabtonka uroterialnego wg klasyfikacji WHO =z 2004 r. rozroézniamy:
brodawczakowaty nowotwor uroterialny o niskim potencjale ztosliwosci PUNLMP (papilary
urothelial neoplasm of low malignant potential), rak brodawczakowaty niskiego ryzyka (low

grade), oraz rak brodawczakowaty wysokiego ryzyka (high grade).
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2. Rokowania w raku pecherza moczowego i wskazniki przezycia.

Powotujgc si¢ na dane opublikowane przez National Cancer Institute rokowanie
w przypadku raka pecherza moczowego determinuje wiele czynnikow. Za istotne klinicznie
uznaje si¢ stadium raka, w tym to, czy nie nacieka on warstwy migsniowej pecherza
(NMIBC), czy jest rakiem naciekajagcym mig$niowke lub rozprzestrzeniajacym si¢ poza
pecherz moczowy (MIBC). Innymi czynnikami s3: liczba guzow, wielko$¢ guza, czgstos¢
nawrotow, wspotistnienie CIS, oraz stopien ztosliwosci guza (low grade/high grade), a takze
wiek i ogolny stan pacjenta. Wskazniki 5-letniego przezycia chorych ze zdiagnozowanym
nowotworem pegcherza moczowego sa nastepujace: 71% u chorych z niezaawansowanym
rakiem pecherza moczowego (nowotwor ograniczony do pecherza moczowego), 39 %
z przerzutami do regionalnych narzadéw lub weztow chtonnych, 8% z przerzutami odlegtymi.

[https://www.cancer.gov/types/bladder/survival].

3. Nowe trendy w zakresie diagnostyki raka pecherza moczowego.

Pomimo istotnej poprawy w zakresie nowych metod obrazowania i technik zabiegow
chirurgicznych u pacjentow z rakiem urotelialnym pecherza moczowego jakie dokonaty si¢
W ciggu ostatnich lat, istnieja pewne rozbiezno$ci w ocenie rokowan opartych wylacznie
0 wyniki badania histopatologicznego. Istotne zatem wydaje sie¢ podjecie kwestii uzupetnienia
standardowej diagnostyki o panel biochemiczny, na podstawie ktorego precyzyjnie mozna by
okresli¢ strategie dalszego leczenia, optymalizacje farmakoterapii czy ryzyko metastazy
w przypadku nowotworoéw in Situ.

Diagnostyka ta wymaga szerszego spojrzenia na zlozono$¢ patomechanizmow
tworzenia przerzutow nowotworowych na poziomie molekularnym. Zaburzenia
przekazywania sygnatu na kazdym etapie karcynogenezy moga manifestowaé si¢ zmianami
stezen okreslonych biomolekut w ptynach ustrojowych. Z punktu widzenia pragmatycznego,
poszukiwanie nowych markerow diagnostycznych powinno opiera¢ si¢ na realnych
mozliwosciach ich oznaczenia w ptynach ustrojowych, przy stosunkowo niskiej inwazyjnosci
calej procedury. Kryteria te spetniajg zard6wno krew i mocz [Sugeeta i wsp. 2021; Maas i wsp.
2019]. Wazne tez, aby marker wykazywal duza czuloscig i swoistoscig dla danego typu
nowotworu oraz posiadal warto§¢ prognostyczng lub predykcyjng. Wydaje si¢ mato

prawdopodobne aby jedna molekuta posiadat wszystkie te cechy. Dlatego w ostatnich latach
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podjeto proby wdrozenia ztozonych paneli diagnostycznych, w sktad ktoérych wchodzi co
najmniej klika zwigzkéw aktywnych biologicznie. Nalezy zaznaczy¢, ze w nowotworach
nienaciekajacych blon podstawnych, majacych charakter lokalny, zmiana st¢zenia/aktywnos$ci
danego biomarkera w ptynach ustrojowych moze wykazywaé zbyt mate rdznice, a ich
detekcja nie odzwierciedla¢ zaawansowania choroby [Diamandis 2014].

W dostepnej literaturze mozemy wyrdzni¢ pewne trendy zwigzane z poszukiwaniem
nowych metod diagnostycznych na poziomie molekularnym. Pierwszy dotyczy wykazania
zwigzku pomigdzy konkretnymi mutacjami sekwencji DNA, kodujacymi gltownie biatka
regulujgce aktywnos$¢ poszczegdlnych faz cyklu komorkowego, raczej o znaczeniu
predykcyjnym [Zhang i wsp. 2015]. Kolejny kierunek badan obejmuje poszukiwanie nowych
biomolekul wskaznikowych, ktorych aktywno$¢ badz stezenie w ptynach ustrojowych
zmienia si¢ zaleznie od stopnia zaawansowania nowotworu. | tu czesto analizowane sg
ztozone panele enzymatyczne lub z nowszych trendow — ekspresja transkryptow sekwencji
miRNAs [Grimaldi i wsp. 2022].

Potwierdzono zaburzong ekspresje¢ wybranych fragmentow MiRNAs u pacjentow
ze zdiagnozowanym rakiem pegcherza moczowego. Transkrypty te reguluja ekspresje
docelowych genow gtéwnie poprzez wigzanie z ich regionami 3', ktore nie ulegaja translacji.
Zwigkszong ekspresje onkogennych miRNAs wykryto w tkankach BC, krwi obwodowej
I probkach moczu pacjentdw. Potencjat onkogenny tych fragmentow wynika z modulowania
przemian nabtonkowo-mezenchymalnych (EMT). Proces ten prowadzi to do utraty przez
komorki nowotworowe typowych cech nabtonkowych i1 ich przemiany w komorki
mezenchymalne, ze zwigkszonym potencjatem replikacyjnym i zdolno$cig angiogenezy.
W innym mechanizmie onkogennego dziatania miRNAs postuluje si¢ tez bezposredni wplyw
transkryptow na szlaki PI3K/AKT, JAK/STAT i NF-xB/Snail. miRNAs moga by¢
W przysztosci obiecujacymi biomarkerami u chorych z BC [Taheri i wsp. 2020].

Pomimo szeroko zakrojonych badan w tej dziedzinie, nie osiggni¢to konsensus
w sprawie opracowania odpowiednich paneli diagnostycznych miRNAs. Analiza in silico
dostarcza przydatnych informacji uzupetniajacych rutynowa diagnoze, jednak majg one
charakter doniesien wstepnych i na tym etapie badan uzytecznos$¢ tej metody jest niewielka.
Zaden z markeréow molekularnych wykrywanych w moczu nie uzyskat peinej akceptacji
do rutynowej diagnostyki. W odniesieniu do istniejgcych testow komercyjnych mozna
stwierdzi¢, ze ich czulo$¢ jest zwykle wyzsza niz swoistos¢ w pordéwnaniu z cytologia moczu.
Problemem jest tez niska powtarzalno$¢ wynikow, kosztowne i skomplikowane metody

analityczne. Stanowisko EAU wskazuje w tej kwestii, ze pozytywny wyniki cytologii, testy:
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UroVysion (FISH), Nuclear Matrix Protein (NMP)22®, Fibroblast Growth Factor Receptor
(FGFR)3/TERT oraz analiza markerow mikrosatelitarnych u pacjentow z ujemnym wynikiem
cystoskopii, nalezy traktowaé jako uzupehienie rekomendowanej diagnostyki. Testy te moga
wspomoéc W identyfikacji pacjentow z wigkszym prawdopodobienstwem wystgpienia
lub wznowy nowotworu (klasa zalecenia 2b) [Babjuk i wsp. 2022].

Wyznaczony kierunek badan powinien przede wszystkim mie¢ na celu realne
mozliwo$ci wdrozenia danego panelu diagnostycznego do praktyki klinicznej. Nie bez
znaczenia pozostaje tu tatwos¢ technik analitycznych 1 koszt calej procedury. Majac
powyzsze na uwadze, podjeto probe oceny zastosowania wybranych metaloproteinaz
macierzy pozakomorkowych (MMPs) i ich inhibitorow - (TIMPS) we krwi i moczu chorych

z powierzchownym rakiem uroterialnym pecherza moczowego (Ta/T1-CIS/Tis).

4. Znaczenie metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej
(MMPs) i ich inhibitoréw (TIMPs) w procesie kancerogenezy.

Metaloproteinazy  macierzy  zewnatrzkomoérkowej to  rodzina  strukturalnie
pokrewnych, zaleznych od Zn?* endopeptydaz, syntetyzowane jako preproenzymy
wykazujagce  zdolno$¢  degradacji  zasadniczo  wszystkich  skladniké6w  macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM). Zawiera ona wiele skladnikow: widkna (kolagen, elastyna,
fibronektyna), proteoglikany (syndekan-1 i agrekan), glikoproteiny (witronektyna i entaktyna)
oraz kwas hialuronowy, wspdlnie zapewniajac wsparcie strukturalne cytoszkieletu [Laronha
i wsp. 2020].

Ta do$¢ niejednorodna strukturalnie grupa enzyméw reguluje liczne procesy
fizjologiczne, chociazby morfogeneze tkanek i ich regeneracjg, inwolucje poporodowa czy
angiogeneze. MMPs zostaly po raz pierwszy opisane w 1949 roku, jako enzymy
depolimeryzujace, utatwiajace wzrost guza, tworzac podscielisko tkanki tacznej [Gersh i wsp.
1949]. Istotne w aspekcie klinicznym wyniki badan pojawity si¢ jednak dopiero na poczatku
lat dziewigcédziesiatych ubieglego wieku. MMPs odgrywaja réwniez wazng role w stanach
patologicznych, ktorym towarzyszy degradacja ECM, tj. reumatoidalne zapalenie stawow,
choroba zwyrodnieniowa kregostupa, peknigcie blaszki miazdzycowej, choroby
autoimmunologiczne, tetniak aorty oraz naciekanie guza nowotworowego 1 tworzenie

przerzutow [Saarialho-Kere i wsp. 1992].

13



Zaburzona aktywno$¢ MMPs wystepuje praktycznie we wszystkich stadiach rozwoju
nowotworu, poczawszy od Wzrostu guza, réznicowania komorek, angiogenezy, infiltracji,
migracji, a takze na poziomie uktadu immunologicznego [Zhang i wsp. 2022; Yadav i wsp.
2014].

Dotychczas zidentyfikowano 28 izoform metaloproteinaz, z czego 23 w tkankach
ludzkich. Uwzgledniajac strukturg przestrzenng i biochemiczng MMPs mozemy okresli¢ pigé
grup. Do MMPs ktorych aktywno$¢ nie jest regulowana furyng nalezag: MMP-1, -3, -7, -8, -
10, -12, -13, -20 i -27, posiadajace trzy domeny homologiczne z fibronektyng w domenie
katalitycznej: MMP-2 i -9, metaloproteinazy zakotwiczone w blonie komodrkowej przez
ugrupowanie C-koncowego glikozylofosfatydyloinozytolu: MMP-11, -17 i -25 oraz
posiadajace domenge transbtonowa MMP-11, -17 i -25 oraz pozostate: MMP-19, -21, -23, -26
i -28 [Cerofolini i wsp. 2019].

Rak urotelialny rozwija si¢ ze stadium przedinwazyjnego do raka inwazyjnego,
zdolnego do tworzenia przerzutow. MMPs stanowig jeden z kluczowych elementow
ztozonych mechanizméw umozliwiajacych przejscie z nieinwazyjnego raka urotelailnego
do postaci inwazyjnej, naciekajacej otaczajace tkanki i tworzacej przerzuty do wezlow
chtonnych [Brockmeyer i wsp. 2016]. Aktywnos¢ MMPs w warunkach fizjologicznych jest
hamowana przez swoiste inhibitory tkankowe metaloproteinaz (TIMPS).
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Tabela 1. Powinowactwo inhibitoréw metaloproteinaz tkankowych TIMPs do MMPs.
(Zmodyfikowano na podstawie Cabral-Pacheco i wsp. 2020)
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W  pewnym uproszczeniu mozna zatozy¢é, ze ostateczne efekty procesow
fizjologicznych regulowanych przez MMPs i swoiste dla nich inhibitory sa przeciwstawne.

Inhibitory tkankowe metaloproteinaz to rodzina biatek (TIMP-1-4) ztozonych z 184-
194 aminokwaséw o masie czasteczkowej ~ 21 kDa, ktore regulujg sktad ECM poprzez
hamowanie aktywno$ci MMPSs i pokrewnych dezintegryn oraz metaloproteinaz z motywem
trombospondyny ADAMTS (ryc. 3). Ponado TIMPs reguluja rowniez uwalnianie glikoprotein
btonowych - proces znany jako zrzucanie ektodomeny, poprzez hamowanie dezintegryn
i metaloproteinaz (ADAM). Cztery izoformy TIMPs ulegaja ekspresji u ssakow. Wszystkie
maja charakterystyczny ksztatt klina z dwoma odrgbnymi domenami N- i C -koncowymi,
ktore taczg sie z miejscem aktywnym metaloproteinaz [Costa i wsp. 2022].

TIMPs sa obecne w macierzy zewnatrzkomorkowej W postaci rozpuszczalnej,
z wyjatkiem TIMP-3, ktory jest zwigzany z ECM. Wszystkie inhibitory hamuja
metaloproteinazy poprzez odwracalne wigzanie, tworzac kompleksy stechiometryczne 1:1
[Jackson i wsp. 2017].
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Prawidtowa regulacja aktywnosci metaloproteinaz przez TIMPs ma kluczowe
znaczenie dla utrzymania proteostazy, a tym samym fizjologicznego obrotu ECM [Murphy
i wsp. 2008]. Poprzez integracj¢ ze strukturami macierzy zewnatrzkomorkowej TIMPs ma
istotny wptyw na fenotyp komoérkowy, czagsteczki adhezji, cytokiny czy czynniki wzrostu
[Cabral-Pacheco i wsp. 2020].

4.1. Charakterystyka MMP-1

Metaloproteinaza macierzy-1 (MMP-1) to enzym z grupy kolagenaz, kodowany przez
gen MMP1 (chromosom 11q22.3) o masie czasteczkowej okoto 54 kDa [Pendas 1 wsp. 1996].
Zwigkszong ekspresj¢ MMP-1 i jej warto$¢ prognostyczng obserwowano w raku jelita
grubego, raku plaskonablonkowym szyjki macicy, czerniaku btony naczyniowej oka i raku
okreznicy. Ponadto MMP-1 zostal zidentyfikowany jako onkogen utatwiajacy proliferacje
I migracje¢ komorek raka kolczystokomorkowego skory (CSCC) poprzez aktywacje szlaku
Wnt. Dodatkowo, obnizenie aktywnosci MMP-1 hamuje szlak PI3K/Akt/c-myc
zaangazowany w transformacj¢ nabtonkowo-mezenchymalng (EMT). Proces ten zostat
uznany w ostatnich latach za jeden z kluczowych mechanizméw w regulacji migracji
komorek nowotworowych [Zhang i wsp. 2022; Bakir i wsp. 2020].

MMP-1 degraduje kolagen typu I macierzy pozakomoérkowej, a takze aktywuje PAR-1
(receptor typu pierwszego aktywowany proteazg), stanowigcy istotng komponentg
w mechanizmie angiogenezy. PAR-1 zostal po raz pierwszy zidentyfikowany jako onkogen
przez Whiteheada i wsp. w 1995 r. Wykazano, ze bierze on udzial w remodeling naczyn
krwiono$nych, umozliwiajac infiltracj¢ komoérek nowotworowych. Ligandem wykazujacym
powinowactwo do PAR-1 jest tez trombina. Istnieje wyrazna zalezno$¢ pomiedzy wzrostem
ekspresji MMP-1 i PAR-1 w mikrosrodowisku tkankowym, a nasileniem proceséw
inwazyjnych i przerzutowych wielu nowotwordéw ztosliwych [Withehead i wsp. 1995; Fan
i wsp. 2015]. Aktywno$§¢ MMP-1 nie jest swoista dla BC, co moze stanowi¢ w przysztosci
wazne ograniczenie w rekomendowaniu jej oznaczania jako uzupelnienie standardowego
panelu diagnostycznego. W komorkach raka piersi MCF-7 i MDA-MB-231 wykazano, ze
MMP-1 odgrywa kluczowa rol¢ w procesie metastazy. Poziom MMP-1 w tkankach raka
piersi ze zwigkszong ekspresja receptoréw estrogenowych ER(+) oraz hEGF jest wyraznie
nizszy. Z kolei ekspresja MMP-1 wzrasta w komodrkach nowotworowych i zrgbowych raka

piersi z przerzutami do weztow chlonnych, czego nie obserwuje si¢ W tkankach bez
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przerzutdow. Mechanizmy te wtornie wskazuja na znaczenie estrogendow 1 czynnikow
troficznych w regulacji aktywnosci MMP-1 [Wang i wsp. 2019].

Dysponujemy jednak nielicznymi danymi dotyczacymi zwigzku MMP-1 z podatnos$cia
na wystgpienie raka pecherza moczowego. Rowniez niejednoznaczna jest rola MMP-1 jako
czynnika predykcyjnego, chociaz coraz wigcej dowodoéw wskazuje na to, ze polimorfizmy
gendow kodujacych MMP-1 moga mie¢ istotne znacznie w tym procesie.

MMP-1 ulega ekspresji w komodrkach nowotworowych, zaréwno w guzach
powierzchownych jak 1 nowotworach naciekajacych warstwy migsniowe pecherza.
Najwickszg zawarto$¢ metaloproteinazy odnotowano w guzach o wysokim stopniu
zaawansowania miejscowo, co wskazuje na wiodacg rolg enzymu w progresji nowotworu. Nie
wykazano jednak zwigzku pomiedzy ekspresja MMP-1 a przezyciem pacjentdw, natomiast
wyzsza ekspresje tkankowa odnotowano w przypadku nawrotu choroby. MMP-1 wykryto
takze w moczu pacjentow z nowotworem pecherza moczowego, jednak pozytywny wyniki

uzyskano jedynie u 26% pacjentéw [Durkan i wsp. 2001; Mtynarczyk i wsp. 2017].
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Ryc. 3. Struktura przestrzenna MMP-1
(https://swissmodel.expasy.org/repository/)

Najczesciej analizowang sekwencja polimorfizmu MMP-1 jest rs1799750 w obrebie
promotora genu kodujacego [Liao i wsp. 2021]. Polimorfizm insercyjny (2G) MMP-1
prowadzi ostatecznie do zwigkszonej aktywnos$ci transkrypcyjnej MMP-1 oraz wyzszego
stezenia metaloproteinazy w surowicy [Tower i wsp. 2003]. Juz w 1979 roku wykazano, ze
tkanki nowotworowe pecherza naciekajace migsnie, wykazuja wyzsza aktywnos¢ MMP-1 niz
ich nieinwazyjne odpowiedniki [Wirl i wsp. 1979]. Pozniejsze badania potwierdzily, ze
W moczu pacjentow ze zdiagnozowanym BC stgzenie MMP-1 bylo istotnie wyzsze
I korelowato ze stopniem zaawansowania choroby, a takze krotszym czasem przezycia [Nutt
i wsp. 1998].
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Metaanaliza danych zwigzana z okresleniem wptywu polimorfizmu gendéw kodujacych
MMP-1 a podatnoscia wystgpowania raka pecherza moczowego, dostarczyta pewnych
dowodow w tej kwestii. W odniesieniu do polimorfizmu 1G/2G MMP-1-1607 stwierdzono
zwigzek z podatnoscig na raka pecherza jedynie w modelu recesywnym. Nie potwierdzono
zwigzku wyst¢powania BC z innymi polimorfizmami [Yan i wsp. 2014].

MMP-1 wykryto w probkach moczu u wigkszego odsetka pacjentow z guzami T2-T4
I G(3) niz w przypadku guzow cis/Ta/T1 lub G(1)-G(2) pgcherza moczowego. U pacjentow
z wykrywalnym stezeniem MMP-1 w moczu obserwowano znacznie szybsza progresje
choroby i wyzszy wskaznik zgonow z powodu raka pecherza. W przypadku wykrycia
w moczu MMP-1 istnieje wicksze ryzyko wystgpienia guza pgcherza moczowego
w zaawansowanym stadium lub stopniem zaawansowania [Durkan i wsp. 2001].

Mechanizmy metastazy zalezne od MMP-1 nie zostaly ostatecznie zdefiniowane
i moga by¢ specyficzne dla danej tkanki. Metaloproteinazy pochodzace z makrofagdw
zwigzanych z guzem (TAM) stanowig niezbedny czynnik w progresji raka jelita grubego
poprzez aktywacj¢ cyklu komorkowego z fazy GO/Gl do fazy S i G2/M. Dodatkowo
egzogenna MMP-1 aktywuje kompleksy cdc25a/CDK4-cyklina D1 i p21/cdc2-cyklina BL1.
Hamowanie PAR1 lub blokowanie sygnalizacji MAPK/Erk eliminuje proliferacje
indukowang przez egzogenng MMP-1 in vitro i in vivo. Parakrynowo — cytokinowy
mechanizm oddziatywania migdzy komoérkami nowotworowymi a makrofagami zwigzanymi
z guzem. Petka sprzezenia zwrotnego MMP-1/PAR1/Erk1/2/ETV4 moze stanowi¢ istotny
element nowoczesnej farmakoterapii, a aktywno$¢ jej poszczegdlnych elementdw wazny
czynnik prognostyczny [Yu i wsp. 2021]. W procesie tym nie mozna tez wykluczy¢ innych
mechanizmow zaleznych od MMP-1, poprzez zmiany w obrebie przejScia nablonkowo —

mezenchymalnego i szlak Akt [Wang i wsp. 2020].

4.2. Charakterystyka MMP-9

Ludzka MMP-9 (kolagenaza typu IV; zelatynaza B) sktada si¢ z czterech domen: pro-
domeny koncowej zakonczonej grupa aminowa -NH2, domeny katalitycznej, tacznikowej
oraz koncowej, homologicznej z hemopeksyna. Struktury te lacza sig, tworzac nieaktywny
proeznym o masie 92 kDa, masa aktywnej formy u ssakéw wynosi 88-kDa. Domena
katalityczna MMP-9 zawiera dwa jony cynku, pig¢ jondw wapnia i trzy powtdrzenia
homologiczne do modutu typu II fibronektyny [Papazafiropoulou i Tentolouris 2009]. MMP-

9 ma znaczenie w szerokim spektrum procesow fizjologicznych i patologiach. Ekspresja
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MMP-9 wptywa na implantacje zarodka, poczawszy od inwazji trofoblastycznej
we wezesnym okresie cigzy. MMP-9 jest obecna w rozwijajacych si¢ tkankach mig$nia
sercowego U ludzi i ulega ekspresji migdzy 16 a 18 dniem embriogenezy. Wykazano, ze
enzym odgrywa wazna role w neowaskularyzacji poprzez proteolityczng degradacje biatek
W blaszce podstawnej naczyn krwionosnych 1 uwalnianie aktywnej postaci czynnika wzrostu
srodbtonka naczyniowego — VEGF [Yabluchanskiy i wsp. 2013]. Nie wydaje si¢ aby
wystepowala istotna klinicznie zalezno$§¢ pomigdzy polimorfizmem gendéw kodujacych

MMP-9 a ryzykiem wyst¢powania nowotworow pecherza moczowego [Yan i wsp. 2014].

Ryc. 4. Struktura przestrzenna MMP-9
(https://swissmodel.expasy.org/repository/)

Kluczowe etapy karcynogenezy, obejmujace migdzy innymi migracj¢, inwazje,
przerzuty 1 angiogenezg, sa S$ciS$le zwigzane ze Srodowiskiem zewnatrzkomorkowym.
Poniewaz MMP-9 odgrywa wazna rolg w przebudowie macierzy i degradacji biatek
btonowych, jest ona powszechnie powigzana z patologiami nowotworowymi. MMP-9
w wiekszosci przypadkow sprzyja rozwojowi i progresji nowotworu ale w niektorych
nowotworach, ktorym towarzyszy nasilona komponenta zapalna, takich jak rak okreznicy,
moze rowniez odgrywac role hamujaca progresj¢ nowotworu. Oprdcz nowotwordow, Wzrost
ekspresji MMP-9 jest tez charakterystyczny dla choréb autoimmunologicznych i chorob
uktadu krazenia [Hang 2018].

Komorki nowotworowe produkuja w nadmiarze MMP-9, co prowadzi do degradacji
kolagenu typu IV i blony podstawnej, zaburzajac mikroarchitektur¢ i1 funkcje tkanki.
Dotychczas przeprowadzone badania sg zgodne i podkreslajg role MMP-9 w raku pecherza
moczowego. Wskazniki ekspresji MMP-9 u pacjentow z BC sg podwyzszone. MMP-9 ulega
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ekspresji gldéwnie w makrofagach, neutrofilach i mastocytach. Odpowiedz zapalna wiaze si¢
Z zaawansowang neoplazja, ktora moze rowniez zwigksza¢ biosynteze MMP-9 [Zamilpa
iwsp. 2012]. Stezenie MMP-9 w surowicy stanowi wazny biomarker molekularny,
za pomocg ktorego mozemy identyfikowa¢ inicjacj¢ oraz w pewnym stopniu przewidywac
progresj¢ raka pecherza moczowego. Oprocz istotnic wyzszych stezeh MMP-9 w tkance
nowotworowej, stezenie MMP-9 wzrasta wraz ze stopniem ztosliwosci BC i wigze si¢
z kliniczno-patologicznymi cechami raka pgcherza moczowego [Zeng i ws. 2016].

W aktualnych obszarach badawczych, skupiajacych si¢ gtownie na MMP-9
dostrzegamy pewng dwutorowos¢. Z jednej strony analizuje si¢ role molekuly jako
potencjalnego markera, przy pomocy ktoérego mozna by monitorowaé przebieg nowotworu
lub okresli¢ ryzyko jego wystgpienia w danej grupie pacjentow. Raczej nie jako pojedynczy
czynnik predykcyjny, tylko uzupenienie ztozonego panelu diagnostycznego. Drugi nurt
badan dotyczy opracowania swoistych inhibitorow MMP-9. Do chwili obecnej nie
opracowano skutecznego w praktyce Kklinicznej, specyficznego inhibitora dla MMP-9.
Ze wzgledu na podobienstwo catej rodziny metaloproteinaz, osiggnigcie wysokiej swoistosci
inhibicyjnej MMP-9 w celu unikni¢cia dziatan niepozadanych, stanowi duze wyzwanie
dla badaczy [Liang i Chang 2018; Roy i wsp. 2009].

Ekspresja MMP-9 jest zwigkszona, szczeg6lnie w przypadku nowotworéw o wysokim
stopniu ztosliwosci. Uwzgledniajac struktur¢ MMP-9 wydaje si¢, ze odgrywa ona wazniejszg
rolg w mechanizmie tworzenia przerzutow nowotworowych niz MMP-2 [Kudelski i wsp.
2023].

Uzytecznos¢ diagnostyczng oznaczen panelu MMPs w moczu, w tym MMP-9
analizowat zespo6l wtoskich badaczy. Poziom MMP-9 byt znaczaco podwyzszony u pacjentow
z nowotworami wysokoinwazyjnymi (pT2, pT3), podczas gdy w moczu osob zdrowych,
praktycznie niewykrywalny lub bardzo niski. W probkach moczu pacjentow
Z powierzchownymi guzami pegcherza moczowego stezenia te byly takze podwyzszone, co
sugeruje zasadnos$¢ oznaczen MMP-9 juz we wczesnych etapach choroby [Sier i wsp. 2000].

Analiza retrospektywna tkanek pobranych od pacjentow z rozpoznaniem BC
wykazala, ze stopien ekspresji MMP-9 byl wyzszy w pordwnaniu z materiatem kontrolnym.
Czgstos¢ wystepowania MMP-9 korelowata ze stopniem ztosliwosci guza. Ekspresja MMP-9
byta nizsza w nowotworach G1/G2 w porownaniu z G3. Takze wzrost jej ekspresji wigzal si¢

w z progresja nowotworu [Wu 1 wsp. 2018].
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4.3. Charakterystyka MMP-14 i MMP-15

Metaloproteinaza typu blonowego MT-1-MMP (14911.2) z charakterystycznymi
domenami katalitycznymi, biorgca udzial w degradacji macierzy pozakomorkowej
w procesach fizjologicznych, takich jak rozwdj embrionalny, reprodukcja i przebudowa
tkanek. Zwickszong aktywno$¢ enzymu obserwuje si¢ w procesach chorobowych
przebiegajagcych z towarzyszgcym stanem zapalnym, np. RZS. MMP-14 wydzielana jest
W postaci nieaktywnego proenzymu, aktywowanego przez proteinazy zewnatrzkomorkowe.
W zaburzonych mechanizmach regulacji cyklu komérkowego, MMP-14 poprzez aktywacje
pro-MMP-2  zwigksza tendencj¢ guza do naciekania  otaczajgcych  tkanek
[ncbi.nlm.nih.gov/gene/4323].
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Ryc. 5. Struktura przestrzenna MMP-14 (a) i MMP-15 (b)
(https://swissmodel.expasy.org/repository/)

Biosynteza MMP-14 jest $ci$le regulowana, poczawszy od transkrypcji, poprzez liczne
modyfikacje potranslacyjne i kompartmentalizacj¢ [Gifford i Itoh 2019]. Ekspresja genu
kodujacego MMP-14 jest regulowana epigenetycznie poprzez modyfikacje histonow,
przebudowe chromatyny i czynniki transkrypcyjne wrazliwe na metylacje¢ DNA, takie jak
SP1. Stopien metylacji promotora MMP-14 odwrotnie koreluje z ekspresja genow i migracja
komorek in vitro, przy czym hipometylacja promotora i histonu H3 powigzana jest z wysokim
poziomem ekspresji MMP-14 [Niland i wsp. 2021].

Ekspresj¢ MMP-14 obniza protoonkogen p53, przeciwnie do IL-6, ktora przyczynia
si¢ do wzrostu poziomu metaloproteinazy. Aktywacja szlaku cytokin prozapalnych zwicksza

degradacje p53, umozliwiajac w ten sposob transkrypcje gendéw kodujacych MMP-14
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za posrednictwem Sp-1. Mechanizm onkogennego dziatania MMP-14, wynika z uprzedniej
aktywacji metaloproteinazy przez IL-6. Wyznacza to potencjalniec nowa strategic
terapeutyczng, w poszukiwaniu synergistycznych inhibitorow MMP-14 i IL-6 o dziataniu
przeciwnowotworowym [Cathcart i wsp. 2016].

Poziom MMP-14 wzrasta w przypadku kilku typéw nowotwordéw, promujac
angiogeneze, stan zapalny, inwazje komorek nowotworowych i tworzenie przerzutow.
Co zaskakujace, chociaz MMP-14 w kontek$cie raka badano gléwnie w guzach
nabtonkowych, jego rola w migsakach pozostaje praktycznie niejasna. Pojedyncze badania
wskazujg na wyrazny wzrost aktywnos¢ MMP-14 u tych chorych [Gonzalez-Molina i wsp.
2019]. W genetycznie zmodyfikowanych modelach mysich nadekspresja MMP-14 indukuje
miedzy innymi powstanie raka pecherza moczowego, gruczolakoraka gruczotu sutkowego
irozwdj raka trzustki. W przypadku innych nowotworow nablonkowych rowniez
potwierdzono zwigkszong ekspresje MMP-14, szczegdlnie w obrgbie mikrosrodowiska guza
(TME). W modelach mysich raka piersi ze zmniejszong ekspresja MMP-14 wykazano
zahamowanie tworzenia przerzutow, co przypisuje si¢ zmniejszonej degradacji kolagenu I
przez fibroblasty zrebowe. Wykazano na mysim modelu ortotopowym raka jelita grubego, ze
makrofagi zwigzane z TME cechuja si¢ wysoka ekspresja MMP-14 i angazujag w remodeling
macierzy [Afik i wsp. 2016]. Zwigckszona ekspresja MMP-14 wydaje si¢ by¢ powigzana
z wysokim stopniem ztosliwos$ci, agresywnoscia i niekorzystnym rokowaniem, dotyczacym
przezycia u pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem pecherza moczowego. Aktywno$é
MMP-14 i MMP-15, wykazuje wigksza supresje MMP-14 w raku pecherza moczowego
0 niskim stopniu ztosliwosci. Oznaczenie aktywno$ci MMP-14 w tkance BC moze stuzyé
jako predyktor ryzyka przerzutow [Kudelski i wsp. 2022]. Hamowanie MMP-14 wydaje sig¢
kluczowe nie tylko u pacjentow onkologicznych. MMP-14 promuje limfangiogeneze
i infiltracj¢ makrofagow w procesie zapalnym oraz zwigksza ekspresj¢ VEGF-C i VEGF-3R.
W aspekcie klinicznym moze to zapewni¢ realne leczenie odrzucenia przeszczepu i innych
zaburzen limfatycznych [Du 1 wsp. 2016].

Metaloproteinaza macierzy-15; MMP-15 znana tez zgodnie z obowigzujaca
nomenklaturg MT2-MMP, kodowana jest przez gen zlokalizowany na chromosomie 16g21.
Enzym pod wzgledem strukturalnym wykazuj¢ homologi¢ z MMP-14. Zatem znaczenie obu
MMPs jest podobne. Najwyzszg ekspresje MMP-15 odnotowano w dwunastnicy, pgcherzyku
z0kciowym, sercu, tozysku i tarczycy. W pecherzu moczowym ekspresja ta jest istotnie nizsza

[ncbi.nlm.nih.gov/gene/4324]. Zwigkszona aktywnos$¢ enzymu, jak w przypadku MMP-14
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wigze si¢ z niekorzystnym rokowaniem w zakresie przezycia. Wynika to z wtdrnej aktywacji
przez MM2-MMP pozostatych metaloproteinaz macierzy [Pietrzak i wsp. 2021].

Badania opublikowane na poczatku 2024 roku przyczynity si¢ do zdefiniowana
mechanizmow onkogennego dziatania MMP-15, wynikajacych gtownie z aktywacji szlaku
JNK/Spl. Wykazaty one, ze magnolina - substancja wyizolowana z magnolii, wykazuje
dziatanie przeciwnowotworowe, indukowane hamowaniem transkrypcji i translacji MMP-15
za posrednictwem JNK/Sp1. Nadekspresja INK/Spl przywraca ekspresj¢ MMP15 [Lin i wsp.
2024].

W rakach pecherza moczowego o niskim 1 wysokim stopniu ztosliwosci, wykazano
znacznie wyzsze iloSci MMP-14 oznaczone jako catkowita zawarto$¢ enzymu/kg masy
biatkowej badanej tkanki, tj. prawie 35% wigcej enzymu w przypadku nowotwordw o niskim
stopniu ztosliwosci. Szczegolnie wysoki, bo okoto 10-krotny wzrost wystepuje w przypadku
nowotworow o wysokim stopniu ztosliwosci. Zawartos¢ MMP-15 w prawidlowej $cianie
pecherza moczowego jest trzykrotnie wigksza w porownaniu z MMP-14 w tej samej tkance.
Rak pecherza moczowego o niskim stopniu zto$liwosci cechuje si¢ znacznie wigksza
ekspresja MMP-15 w homogenacie tkankowym, natomiast jego zawarto$¢ w raku o wysokim
stopniu zto§liwosci jest nizsza w odniesieniu do zdrowej tkanki pecherza moczowego.
Oznaczanie poziomu MMP-14 w raku pecherza moczowego, moze stuzy¢ jako dodatkowy

czynnik predykcyjny oszacowania ryzyka przerzutow [Kudelski i wsp. 2020].

4.4. Charakterystyka i znaczenie alfa2-makroglobuliny

Alfa2-makroglobulina (a2M) stanowi proteing o wlasciwosci inhibitora endoproteaz,
w tym takze MMPs, o stosunkowo niskiej swoistosci substratowej. Oprocz roli regulatora
proteolizy zewnatrzkomoérkowej, a2-makroglobulina pelni takze inne funkcje, takie jak
przelaczanie proteolizy w strong¢ substratow o niskiej masie czasteczkowej, ulatwianie
migracji komorek oraz wigzanie cytokin, czynnikéw wzrostu 1 bialek zewnatrzkomorkowych.
Funkcje te wydajg si¢ szczegolnie wazne w kontekscie stanu zapalnego [Vandooren i Itoh
2021].

Chociaz w diagnostyce marker ten jest powszechnie znany, a wzrost jego st¢zenia
obserwuje si¢ miedzy innymi w marskosci watroby, cukrzycy czy zespole nerczycowym,
doniesienia  dotyczace zasadnosci oznaczania  a2-makroglobuliny w  chorobach
nowotworowych sa raczej znikome. Warto zauwazy¢, ze w zakazeniach ktérym towarzyszy

ogolnoustrojowy stan zapalny, a takze w fibrynolizie parametr ten wzrasta. U pacjentow
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w zaawansowanym stadium choroby nowotworowej, ryzyko powiklan zakrzepowo-
zatorowych jest wigksze. Tym ogolnoustrojowym zmianom towarzyszy czg¢sto wzrost
aktywnosci cytokin prozapalnych, tj.: IL-1p, IL-6, IL-8, IL-18, TNF-a [Autenshlyus i wsp.
2021]. Jednak ich swoisto$¢ w diagnostyce onkologicznej jest niewiclka, niezaleznie
od rodzaju badanego materiatu.

Wezesniejsze badania potwierdzaja koncepcje, ze a2-makroglobulina stanowi biatko
nosnikowe dla TGF-B i pozwala dziata¢ temu czynnikowi jako autokrynny regulator funkcji
steroidogennych kory nadnerczy. Chociaz 02M zapobiega wigzaniu si¢ TGF-B z jego
receptorami btonowymi, dlugotrwata inkubacja a2M z komorkami kory nadnerczy powoduje
zahamowanie wytwarzania kortyzolu, podobne do obserwowanego w obecnosci samego
TGF-B [Feige i wsp. 1996].

Istnieje dobrze udokumentowany zwigzek pomigdzy poziomem antygenu
specyficznego dla prostaty (PSA) a a2-makroglobuling. Komorki raka prostaty wytwarzaja
PSA, ktory jest enzymatycznie aktywny w mikrosrodowisku guza. We krwi aktywno$¢ ta
wyraznie maleje, ze wzgledu na tworzenie kompleksow antygenu z al-antychymotrypsyna
oraz a.2-makroglobuling. Komplekséw PSA-02M nie mozna oznaczy¢ standardowymi testami
diagnostycznymi, poniewaz s3 one stosunkowo szybko usuwane z krazenia. W praktyce
klinicznej uniemozliwia to okreslenie doktadnej wielkos$ci wytwarzania PSA przez komorki
nowotworowe. PSA skompleksowany z a2-makroglobuling traci zdolno$¢ degradacji duzych
kompleksow biatkowych, zachowujac ograniczong mozliwo$¢ rozszczepiania matych
substratow polipeptydowych. W zaawansowanym stadium nowotworu moze znajdowac si¢
wystarczajaca ilo§¢ kompleksow PSA- o2M, aby wplynag¢ na catkowity poziom o2-
makroglobuliny we krwi i hydrolizowa¢ hormony peptydowe. Proces ten wptywa na stezenie
wielu czynnikéw troficznych, takich jak: 1L-6, TGF-B, EGF (naskorkowy czynnik wzrostu)
i PDGF (ptytkopochodny czynnik wzrostu). Zmiany w poziomach tych cytokin wydaja si¢
by¢ kluczowe 1 moga odgrywaé¢ decydujaca role w procesie metastazy. Ztozonos¢
mechanizmoéw skupia si¢ gtownie na kompleksowaniu PSA z alfa2-makroglobuling u chorych
Z nowotworem prostaty, chociaz nie mozna wykluczy¢ na tym etapie mozliwos$ci tworzenia
nietrwatych kompleksow z innymi peptydami [Kostova i wsp. 2018]. Warto jednak
nadmieni¢, ze podobny proces, obejmujacy modulowanie aktywnosci innych proteaz
serynowych przez a2M moze zachodzi¢ u chorych z nowotworem pecherza moczowego,

gdzie nie PSA, a chymotrypsyna, trypsyna czy trombina beda odgrywaly analogiczna role.
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Zmiana poziomu biomolekut moze by¢ specyficzna dla danego stadium rozwoju
nowotworu pgcherza moczowego. Sposrod licznych inhibitoréw proteaz, a2-makroglobulina
cechuje si¢ wyraznym wzrostem stezenia w surowicy w pierwszym i trzecim stadium BC.
W poczatkowym stadium obserwowany wzrost moze stanowi¢ mechanizm ochronny przed
naciekaniem btony podstawnej, w pozniejszym za$ wskazywa¢ na proces kompensacji
hamujacy wzrost guza [Dmytryk i wsp. 2020].

Nowe spojrzenie w tym aspekcie rzuca niedawno opublikowana praca, podnoszaca
kwestie oznaczania alfa2-makroglobuliny jako nowego biomarkera diagnostycznego w raku
pecherza moczowego. Poniewaz mocz ma bezposredni kontakt z mikrosrodowiskiem guza
badacze zatozyli, ze miejscowe zmiany mikroarchitektury guza moga odzwierciedlaé
aktywnos$¢ a2M. Wykazano zwickszong ekspresje biomarkera w moczu chorych pacjentow
[Lee i wsp. 2022].

Z potencjalnych nowych glikoprotein do diagnostyki uzupetniajacej BC nalezy
uwzgledni¢ oprocz alfa2-makroglobuliny tez kadheryne-13 1 klusteryne. Jednak to a2M
cechuje si¢ znacznie wyzsza swoistoscia, a odnotowane roznice stezen pomiedzy pacjentami
zdrowymi i ze zdiagnozowanym BC sa znacznie wigksze, w poroéwnaniu z pozostatymi

biomarkerami [Park i wsp. 2022].

4.5. Inhibitory metaloproteinaz macierzy TIMPs — rola i znaczenie w procesie
metastazy.

Dotychczas  scharakteryzowano cztery rodzaje ihhibitorow metaloproteinaz
tkankowych, oznaczonych jako TIMP-1, TIMP-2, TIMP3 i TIMP-4. TIMP-1 i TIMP-2
wykazujg zdolnos¢ hamowania wszystkich metaloproteinaz macierzy, co wigze si¢ z ich
kluczowa rolag w regulacji homeostazy macierzy zewnatrzkomorkowej w wielu procesach
fizjologicznych.

Masa czasteczkowa TIMPS wynosi w przyblizeniu 21kDa i zawieraja one domeng N-
koncowg i C-koncowa. W przeciwienstwie do TIMP-1 i TIMP-3, domena C- koncowa TIMP-
2 i TIMP-4 posiada tadunek ujemny. Ponadto TIMP-1 oraz TIMP-3 zawierajg w swoich
domenach miejsca glikozylacji, przez co wykazuja wigksze powinowactwo do MMP oraz
wigksza ochrone przed endocytoza i degradacja [Su i wsp. 2019].

Przyspieszony obrot ECM ma miejsce w stanach zapalnych, przewleklych stanach

zwyrodnieniowych i inwazji nowotworu. TIMP-2 spowalnia wzrost nowotworu, inwazj¢ oraz
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przerzuty w licznych modelach eksperymentalnych. Dziatanie to wynika z nieswoistego
hamowania MMPs i angiogenezy w obrgbie guza [Gomez i wsp. 1997].

Badania przeprowadzone na myszach wykazaty, ze TIMP-2 hamuje wzrost guza
pierwotnego nawet do 50% i przerzuty do ptuc (92%) w raku piersi. TIMP-2 zakloca
krytyczne szlaki sygnalizacji komodrkowej, m.in.: Wnt - zaangazowanej w przejscie
epitelialno — mezenchymalne oraz PI3K oddziatujacej z protookokogen p27. Mechanizmy te
wskazuja zar6wno na bezposrednie, jak i ogélnoustrojowe dziatanie przeciwnowotworowe
inhibitora [Peeney i wsp. 2020]. Dane przedkliniczne, oparte o argumentacje na poziomie
biochemicznym, nie zawsze mozna ekstrapolowa¢ w obszarze Kklinicznym, nawet
w przypadku tych samych rodzajow nowotworu.

Rola jaka odgrywa TIMP-2 w nowotworach jest do$¢ kontrowersyjna
i niejednoznaczna. Badacze z Liege negujg pozytywng role inhibitora w nowotworze piersi
u ludzi. Wysoki poziom TIMP-2 koreluje zarowno ze skroconym okresem wolnym
od choroby, jak i zwigkszong $miertelnos$cig. W pierwotnych rakach piersi poziomy TIMP-2
nie wykazywaly zadnego zwigzku z wielko$cig guza ani stanem weztow pachowych, ale byty
odwrotnie skorelowane z poziomem receptorow estrogenowych [Remacle 1 wsp. 2000].

Dane dotyczace roli TIMP-1 s3 sprzeczne i niejednoznaczne. TIMP-1 moze
wspomaga¢ przezycie 1 migracje komoérek ostrej biataczki szpikowej niezaleznie
od powinowactwa do MMPs a poprzez szlak PI3K/Akt/p21 [Forte i wsp. 2017]. U pacjentow
Z rakiem pgcherza moczowego stezenia TIMP-1 sa wyzsze i koreluja z cechami kliniczno —
patologicznymi. Zatem poziom TIMP-1 w surowicy, bedacy wynikiem reaktywnej produkcji
w obrebie guza, moze stanowi¢ wazny marker oceny klinicznej w ocenie progresji raka
pecherza moczowego [Naruo i wsp. 1994]. Ekspresja TIMP-1 w leukocytach krwi
obwodowej wzrasta w nowotworach BC o niskim stopniu zréznicowania i wysokim stopniu
ztosliwosci (G3), a takze ulega obnizeniu w przypadku wczesnego nawrotu [Wieczorek i wsp.
2015]. Zwiagzek migdzy stezeniem TIMP-1 w moczu a naciekaniem mie$niowki gladkiej
i progresja BC jest sprzeczny z jego rolg jako inhibitora MMPs i wymaga dodatkowych
badan.

Tkankowy inhibitor metaloproteinazy-2 (TIMP-2) opisano po raz pierwszy jako
endogenny inhibitor MMPs, ktéry zapobiega degradacji macierzy zewnatrzkomoérkowe;j
obserwowanej w chorobach przewlektych. Badania molekularne przyczynily si¢
do zdefiniowania odrebnych wtasciwosci 1 funkcji TIMP-2, niezaleznych od ich
powinowactwa do MMPs. Obejmuja one hamowanie kinaz tyrozynowych poprzez wigzanie

si¢ z integryng a3p1 na powierzchni komorki 1 aktywacj¢ fosfatazy tyrozynowej biatka Shp-1.
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Ten mechanizm inaktywacji heterologicznego receptora powoduje hamowanie proliferacji
za posrednictwem czynnika wzrostu (GF), zarowno $rddbtonka i fibroblastow, jak i komorek
nowotworowych. Wzrost ekspresji TIMP-2 w komodrkach nowotworowych powoduje
zahamowanie ich wzrostu in vivo, a takze blokowanie przejScia nablonkowo -
mezenchymalnego (EMT), ktore jest zwigzane z agresywnos$cig nowotworu i przerzutami.
Odkrycia te sugeruja potencjalng korzys$¢ terapeutyczng podawania egzogennego TIMP-2
pacjentom w réznych stadiach choroby nowotworowej. Jednak gtowna przeszkoda juz w fazie
przedklinicznej jest opracowanie bioprocesu umozliwiajgcego produkcje TIMP-2 z duza
wydajnoscia i czystoscig preparatu [Chowdhury i wsp. 2017].

TIMP-3 to jedyny przedstawiciel tej grupy, ktoéry wiaze si¢ z macierza
zewnatrzkomorkowa po jej wydzieleniu. Wigzanie to nastgpuje poprzez oddziatywanie
domeny N-koncowej z siarczanem heparanu. Ekspresja TIMP-3 regulowana jest zaleznie
od fazy cyklu komérkowego i moze stuzy¢ jako marker koncowego réznicowania.

Powszechnie uwaza si¢, ze tkankowe inhibitory metaloproteinaz, hamujg aktywnos$¢
MMPs oraz blisko spokrewnionych strukturalnie enzyméw: dezintegryne i ADAM
(transbtonowych 1 sekrecyjnych metaloendopeptydaz) oraz ADAM =z motywami
trombospodyny (ADAMTS). TIMPs kontroluja proteoliz¢ w obrgbie macierzy
zewnatrzkomoérkowej (ECM) przez bezposrednie hamowanie proteolizy zaleznej od MMPs.
Ta klasyczna rola TIMPs sugeruje, ze podwyzszony poziom TIMPs prowadzi do akumulacji
ECM lub zwtoknienia, podczas gdy utrata aktywno$ci zwigksza proteolize macierzy. Jest to
jednak daleko idace uproszczenie. Badania dowodza, Zze poszczegélne izoenzymy TIMPs
wykazuja czesto przeciwstawne dziatanie W procesach, ktére mozna okresli¢ jako obrot ECM.
Ta dychotomiczna funkcja inhibitorow tkankowych zalezy od wielu czynnikow, takich jak
rodzaj tkanki i jej srodowiska, nasilenia stanu zapalnego czy swoistosci substratowej danych

typow metaloproteinaz [Arpino i wsp. 2015].

4.6. Wplyw wybranych ksenobiotykéw i trybu Zycia na poziom MMPs
oraz TIMPs

Zmiany w obrebie struktury tkankowej sg tez procesem fizjologicznym i towarzysza
nam nie tylko w stanach patologicznych. Szeroka aktywnos¢ kolagenaz musi zatem podlegac
modulacji takze za posrednictwem zwigzkoéw pochodzenia naturalnego, zawartych w diecie

oraz czynniki fizyczne i chemiczne w naszym otoczeniu.

27



Polifenole zielonej herbaty i ich gléwny skladnik, galusan epigallokatechiny-3,
wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe. Badacze z Kliniki Urologii w Ohio dostarczaja
mocnych dowodow na to, ze mechanizmy epigenetyczne regulujg ekspresje MMPs i TIMPs
zaangazowanych w progresj¢ nowotworu prostaty. Polifenole zawarte w zielonej herbacie
posredniczg w epigenetycznej aktywacji TIMP-3, ktory zmniejsza inwazyjno$ci komorek
rakowych poprzez przywrocenie rownowagi MMPs:TIMPs. Ekspozycja na naturalne
polifenole obniza poziom MMP-2 i MMP-9, znoszac zdolno$¢ migracji komoérek [Deb i wsp.
2019]. Resweratrol wystepujacy w wysokim stezeniu w winogronach i winie czerwonym,
w stezeniach 7,8 — 62,5 ug/ml, podobnie jak polifenole zawarte w zielonej herbacie,
zmniejsza ekspresje MMP-2 i MMP-9 w modelu raka nerkowokomorkowego [Dai i wsp.
2020]. W raku prostaty resweratrol zmniejsza migracj¢ i inwazj¢ komorek poprzez
demetylacj¢ aktywujaca TIMP-2 i TIMP-3 oraz hamowanie MMP-2 i MMP-9 [Wang i Chen
2020].

Wzrost poziomu MMP-1 nastepuje poprzez stymulacje cytokiny stanu zapalnego oraz
reaktywne formy tlenu, zaangazowane w proces starzenia si¢. Epigallokatechina-3 w dawce
10 uM hamuje ekspresj¢ i wydzielanie MMP-1 indukowane TNF-a [Won i wsp. 2021].

Kwercetyna to naturalny polifenol, popularny jako suplement diety, wystepuje
W wielu owocach i warzywach, a takze w winie czerwonym. Ten naturalny barwnik ma
wlasciwosci antyoksydacyjne i przeciwzapalne. Badacze z Tajwanu potwierdzili, ze
kwercetyna znaczgco zmniejsza ekspresj¢ MMP-9 indukowang TNF-a w komoérkach GES-1
(linia komorek nabtonka btony $luzowej zotadka) [Hsieh i wsp. 2022]. Kwercetyna hamuje
gromadzenie si¢ tluszczu w komorkach 1 ekspresje gendw zwigzanych z rdznicowaniem
adipocytow, poprzez hamowanie procesu angiogenezy zwigzanego z MMP-2 i MMP-9.
Kwercetyna zaleznie od dawki obniza stezenie i aktywnos¢ MMP-2 i MMP-9 [Hong i wsp.
2021].

Kemferol — fitozwigzek, trdjcyklinczna pochodna flawonolu o gorzkim smaku,
wykazuje dziatanie spazmolityczne 1 przeciwalergiczne. Wystepuje gltownie w jarmuzu,
brokutach, szpinaku i szafranie. W komorkach nowotworowych inkubowanych z kemferolem
dochodzi do obnizenia przezywalno$ci oraz tempa migracji i liczby komorek transblonowych.
Efekt ten przypisuje si¢ obnizonej ekspresji MMP-1, MMP-2 i MMP-9 w obecnosci
kemferolu [Zhang i wsp. 2022]. Zawarto$¢ kwasow omega-3 w diecie ma tez wplyw
na poziom MMPs. Ekstrakty ze skory i watroby ryb antarktycznych: dorsza marmurkowego
(Notothenia rossii) i makrelowca (Champsocephalus gunnari) hamujg ekspresjc MMP-1

w ludzkich fibroblastach skory eksponowanych na dziatanie UVB. Jednak wyraznie wigkszy
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efekt wystepuje w przypadku N. rossi, ze wzgledu na wyzsza catkowita zawarto$¢ kwasow
omega-3 [Lee i Koo 2022]. Podobne dziatanie, wykazuje kawior z jesiotra, zrodto
fosfolipidow, szczegdlnie kwasu dokozaheksaenowego (DHA). Ekstrakt z kawioru zmniejsza
poziom ekspresji mMRNA dla MMP-1 w fibroblastach [Lee i wsp. 2020]. Znana juz
W starozytnosci kurkuma z rodziny imbirowatych, zwana takze szafranem indyjskim znalazta
szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym i farmaceutycznym. Kurkumina, glowny
sktadnik rosliny stosowana tez jako zotty barwnik, posiada wiasciwosci antyoksydacyjne
i przeciwnowotworowe. Problemem  klinicznym stanowi jej niska biodostepnos¢
I wchianianie z przewodu pokarmowego po podaniu doustnym. Indyjscy badacze ocenili
dzialanie analogu: bis-demetoksykurkuminy jako $rodka chemioterapeutycznego. Zar6wno
kurkuma i jej pochodna zmniejszaja ekspresjc MMP-9 i zwigkszaja TIMP-2 [Mohankumar
i wsp. 2021]. Zastosowanie syntetycznych analogéw kurkuminy przyczynia si¢ do uzyskania
rownowagi pomiedzy MMPs:TIMPs. Pochodne kurkuminy o wigkszym wychwycie
komoérkowym modulujg poziom pro-MMP-2 i MMP-9 oraz TIMP-1 [Bosca i wsp. 2019].
Nadmierna konsumpcja alkoholu przyczynia si¢ do zaburzenia aktywno$ci pomiedzy
metaloproteinazami i ich inhibitorami. Zatrucie alkoholowe istotnie zwieksza stezenie MMP-
9 i TIMP-1 bez wptywu na warto$¢ wspotczynnika MMP-9/TIMP-1, oraz nie zalezy
od poziomu alkoholu we krwi. Stezenie MMP-9 i TIMP-1 Kkoreluje z poziomem
aminotransferazy alaninowej — ALT i bilirubing catkowita [Zdanowicz i wsp. 2022].

Od wielu lat duza popularnoscig wérdd sportowcow cieszy sie L-karnityna. Suplement
diety posiada liczne badania potwierdzajace poprawe¢ wydolno$ci organizmu podczas
treningu, poprzez wzrost maksymalnego zuzycia tlenu 1 obnizenie wspotczynnika
oddechowego. Ztozone mechanizmy dziatania L-karnityny stymulujgce metabolizm lipidow,
korzystnie wptywaja na regeneracj¢ tkanek, szczego6lnie w warunkach beztlenowych [Karlic
i wsp. 2004]. U kobiet z choroba zwyrodnieniowa stawu biodrowego suplementacja L-
karnityna w dawce 750 mg/dzien przez osiem tygodni obniza w surowicy stezenie MMP-1
i IL-1B, bez istotnego wptywu na MMP-13. W modelu do$wiadczalnym kardiomiopatii
indukowanej niedoborem choliny, suplementacja L-karnityny nie wptywa na poziom MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 i TIMP-2 [Strilakou i wsp. 2015]. L-karnityna moze hamowac
neurozapalenie towarzyszace ekspozycji na stres psychospoteczny. Mechanizm jej dziatania
wigze si¢ z obnizeniem poziomu kortykosteronu w surowicy oraz MMP-2 i MMP-9. Zmiany

te z punktu widzenia neurologicznego wydajg si¢ by¢ istotne [Rababa'h i wsp. 2023].

29



U os6b z nadwagg 1 otyto$cig ¢wiczenia interwatowe o wysokiej intensywnosci juz
W czasie 25h zwigkszaja poziom MMP-3 ale nie maja wptywu na MMP-2 [Raman i wsp.
2023]. U sportowcdw uprawiajacych sporty zimowe i ptywakdéw nie obserwuje si¢ istotnych
roznic stezen MMP-9 i TIMP-1. Jednak stosunek MMP-9/TIMP-1 w surowicy jest wyzszy
W sezonie letnim u sportowcdéw uprawiajacych sporty zimowe [Bougault i wsp. 2023].
Przeglad pismiennictwa z lat 2000-2017 przeprowadzony przez wloskich badaczy z Palermo,
wykazal, ze w biopsjach mig¢éni nastepuje wczesna stymulacja transkrypcji genu kodujacego
MMP-9 przy ostrym wysitku, podczas gdy transkrypcja MMP-2 i TIMPs wynika
Z regularnego powtarzania ¢wiczen w czasie. Wiekszo$¢ badan dotyczacych wplywu treningu
na MMPs wskazuje tendencj¢ do obnizania aktywnos$ci metaloproteinaz we krwi, szczeg6lnie
MMP-9. Aktywnos¢ fizyczna redukuje stan zapalny w organizmie a efekt ten jest szczeg6lnie
widoczny gdy trening sktada si¢ z aktywnosci aerobowych [Lo Presti i wsp. 2017]. U myszy
z niedoborem ApoOE plywanie zmniejsza rozwdj blaszek miazdzycowych, w wyniku
wspotdziatania kilku mechanizméw, w tym obnizenie poziomu MMP-9 i MMP-14 [Zhang
i wsp. 2021].

Witaminy dostarczane z pozywieniem, a takze w postaci suplementéw diety moga
bezposrednio wptywaé na rownowage pomiedzy metaloproteinazami i ich inhibitorami.
Wydaje si¢ to szczegolnie istotne w kontekscie zrownowazonej diety jako waznego czynnika
w profilaktyce wybranych jednostek chorobowych.

Dieta bogata w cholesterol zmniejsza zawarto$¢ kolagenu w naczyniach tetniczych
poprzez zwigkszenie aktywno$¢ MMP-1. Proces ten zostaje zahamowany w obecnosci
witaminy C i E zapewniajac stabilizacj¢ blaszki miazdzycowej [Orbe 1 wsp. 2003].

Zwigkszong ekspresje MMP-2 i MMP-9 obserwuje si¢ W uszkodzeniu mig$nia
sercowego spowodowanego stresem, w wyniku apoptozy kardiomiocytow. Zmianom tym
zapobiega witamina C, zmniejszajac poziom obu metaloproteinaz [Kim i wsp. 2013].

U pacjentow w poczatkowej fazie sepsy dochodzi do wzrostu poziomu MMP-9
w surowicy, po ktorym nastgpuje bardziej znaczacy wzrost TIMP-1. Dodatnia korelacja
mi¢dzy poziomami MMP-9 i TIMP-1 wiaze si¢ z wigkszym ryzykiem zgonu. Witamina C
podawana dozylnie w terapii adiuwantowej w dawce 50 mg/kg mc. (60 minut co 12 godzin)
przez trzy dni obniza stezenie MMP-9, ale nie wykazuje istotnego wptywu na $miertelnosc¢
przy wystapieniu niewydolno$ci wielonarzadowej [Lubis i wsp. 2022].

Liczne badania donosza, ze witamina D jest istotnym czynnikiem modulujgcym
poziom MMPs i TIMPs. Na niedobory witaminy D narazeni sg gldwnie starsi, otyli pacjenci.

W tej grupie obserwuje si¢ bardzo czgsto stezenia <20 ng/ml. Warto zauwazy¢, ze praktycznie
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te same czynniki prozapalne regulowane przez MMPs/TIMPs sa podwyzszone u 0sob
otylych.

U chorych z przewlekla obturacyjng choroba pluc w poréwnaniu z osobami
niepalgcymi i zdrowymi palaczami, poziom MMP-9 jest wyzszy, podobnie jak TIMP-1,
i wykazuje odwrotng zaleznos¢ do stezenia witaminy D w surowicy [Arbaningsih i wsp.
2019].

Badania przeprowadzone w grupie pacjentow z WZW typu C wskazuja, ze
suplementacja witaminy D w przypadku jej niedoboru moze odwraca¢ procesy zwigzane ze
zwldknieniem watroby. Lokalna kontrola postepujacego lub odwracalnego bliznowacenia
zalezy od rownowagi TIMPs i aktywnos$ci enzyméw przeciwwloknieniowych — MMPs.
W okresie szeSciu tygodni od rozpoczgcia suplementacji, poziom TIMP-1 obniza sig,
natomiast MMP-2 i MMP-9 wzrasta. MMP-9 utatwia degradacje wtdknienia i przebudowe
tkanek [Komolmit i wsp. 2017].

W surowicy pacjentéw z chorobg wienicowg obserwuje si¢ nizsze stezenie witaminy D
oraz podwyzszony poziom MMP-9. Stezenie metaloproteinazy w tej grupie wykazuje
dodatnie Kkorelacje z LDL-C. Niedob6r witaminy D moze przyczyni¢ si¢ do zaburzenia
rownowagi pomiedzy MMP-9/TIMP-1 prowadzac do tworzenia si¢ i pegknigcia blaszek
miazdzycowych [Akbari i wsp. 2023].
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5. Cele pracy

1. Ocena stgzenia w surowicy krwi i w moczu pacjentow z powierzchownym rakiem
urotelialnym  pecherza ~moczowego potencjalnych  biomarkerow  profilowania
diagnostycznego: MMP-1, MMP-9, MMP-14, MMP-15 i ich inhibitoréw (TIMPs 1-4)

oraz a2-makroglobuliny.

2. Analiza korelacji badanych parametréow oraz wskazanie preferowanego materiatu

do badan diagnostycznych.

3. Uzyskanie wieloczynnikowego modelu biomarkerow, stanowigcego uzupehnienie
standardowego panelu diagnostycznego u chorych ze zdiagnozowanym nowotworem

pecherza moczowego.

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMPs) i TIMPs nie sg rutynowo
oznaczane u chorych ze zdiagnozowanym nowotworem pegcherza moczowego ze wzgledu
na wysokie koszty badania i brak danych potwierdzajacych zasadno$¢ ich oznaczania.
Pilotazowy charakter badan moze przyczyni¢ si¢ w przysztosci do zmian rekomendacji EUA,

poszerzajac tym samym rekomendowany panel diagnostyki biochemiczne;.
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6. Material i metoda

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy UMK,
Collegium Medicum w Bydgoszczy, dnia 19.01.2021 roku (nr KB 9/2021). Kwalifikacj¢ do
badania oraz pobieranie i zabezpieczenie materiatlu (surowicy i moczu) przeprowadzono
w Szpitalu Specjalistycznym im. J.K. Lukowicza w Chojnicach; Oddziat Urologii i Onkologii
Urologicznej w Chojnicach w latach 2021-2022. Osoby kwalifikowane byly informowane
0 przebiegu badania oraz miaty mozliwo$¢ zadawania pytan, po zapoznaniu si¢ z pisemng
informacja o planowanym badaniu. Dokonano tez wszelkich formalnosci dotyczacych

ochrony danych osobowych, zgodnie z obowigzujacymi przepisami RODO.

Do badan zakwalifikowano pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem pecherza
moczowego n=20 (pTa/pT1l HG/LG), u ktérych dokonano dwukrotnego pobrania materiatu
do analizy — krwi w objetosci okoto 10 ml i moczu maksymalnie 100 ml (tfacznie 80 probek),
przed i w okresie trzech miesi¢cy po elektroresekcji guza (badanie nr I i Il). Zestawienie
danych dotyczacych wieku i plci pacjentow uczestniczacych w badaniu przedstawiono

na rycinie nr 6. Dane antropometryczne ilustruje rycina nr 7.

L2t ot
Liczha che

Ryc. 6. Analiza wieku i plci pacjentow uczestniczacych w badaniu.

Srednia wieku uczestnikow badania wynosita 70,7 lat (45 — 91; SD=9,97). Wsrod

pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem pecherza moczowego 80% stanowili me¢zczyzni.
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Ryc. 7. Analiza masy ciala oraz BMI [kg/m?] pacjentéw uczestniczacych
w badaniu.

Masa ciata pacjentow uczestniczacych w badaniu wynosita 83,35 kg (SD=15,95).
Najwiekszy odsetek, bo az 60%, stanowili pacjenci o masie ciata od 70-90 kg. Dla wigkszosci
badanych warto$¢ BMI miescity si¢ w przedziale 30-32 [kg/m?], warto$¢ $rednia wynosita
29,6 [kg/m?]; (18,42-38,1).

Grupe kontrolng stanowili zdrowi ochotnicy bez zdiagnozowanej choroby
nowotworowej (n=10). Obie grupy nie roznity si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem wieku,
masy ciata i BMI. Krew pobrano w pozycji siedzacej, za pomocg zestawu prozniowego, przez
wykwalifikowany personel medyczny. Mocz dostarczany byl przez pacjentow
w standardowych sterylnych pojemnikach o objetosci 100 ml. Badania laboratoryjne
przeprowadzono w Katedrze Farmakologii i Terapii Collegium Medicum UMK. W obu
grupach oznaczono metoda ELISA stezenia: MMP-1, MMP-9, MMP14 i MMP-15 oraz
inhibitorow, tj. TIMPs (1-4), a takze stezenie o2 makroglobuliny. Zaden z uczestnikow

badania nie zgtosit reakcji niepozadanych zwigzanych z wykonanymi procedurami.

6.1 Analiza statystyczna

Analizg danych przeprowadzono za pomoca programu Statistica 13.3. Wyniki zostaly
zaprezentowane jako warto$¢ $rednia z blgdem standardowym i mediang. Zgodnos$¢
dystrybucji z rozktadem normalnym wynikow badania krwi i moczu przed i po resekcji guza
0szacowano za pomocg test Shapiro-Wilka. Znamiennos¢ statystyczng oceniono przy pomocy

testu nieparametrycznego - kolejnosci par Wilcoxona. Poziom istotno$ci ustalono na poziomie
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p<0,05. Ze wzgledu na rozktad danych zastosowano test korelacji rang Spearmana oraz test

Pearsona, dla korelacji o charakterze liniowym.
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7. Wyniki badan

7.1. Analiza st¢zen metaloproteinaz macierzy MMPs i ich inhibitorow TIMPs
W surowicy pacjentéow ze zdiagnozowanym powierzchownym nowotworem rakiem
urotelialnym przed i po elektroresekcji guza.
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Ryc. 8. Stezenie MMP-1 [ng/ml] w surowicy pacjentéw z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

U pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem urotelialnym pecherza moczowego, stezenie
MMP-1 w surowicy wynosito 8,03 ng/ml i istotnie wzrosto po trzech miesigcach
po elektroresekcji guza — 9,05 ng/ml (p=0,03). Stezeniec MMP-1 w surowicy osob z grupy
kontrolnej bylo istotnie wyzsze 1 mialo warto$§¢ 11,65 ng/ml. Pomiedzy st¢zeniami MMP-1
w surowicy chorych po resekcji guza a zdrowymi pacjentami nie zaobserwowano roznic
istotnych statystycznie. W badaniu wykazano, ze stgzenie MMP-1 w surowicy osob zdrowych
bylo istotnie wyzsze w poréwnaniu ze stezeniami uzyskanymi w grupie pacjentow przed

elektroresekcja guza (8,03 ng/ml vs. 11,65 ng/dl; p=0,027).
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Ryc. 9. Stezenie MMP-9 [ng/ml] w surowicy pacjentéw z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

U pacjentéw ze zdiagnozowanym nowotworem pecherza moczowego $rednie stezenie
MMP-9 w surowicy wynosito 66,89 ng/ml (badanie nr 1). Po elektroresekcji guza nie
zaobserwowano istotnych zmian w st¢zeniach metaloproteinazy — 60,53 ng/ml (p=0,191). Nie
wykazano takze istotnych réznic MMP-9 w surowicy pomigdzy badaniem po trzech
miesigcach od resekcji guza a zdrowymi ochotnikami. W oznaczonym materiale, pomimo
istotnych rdéznic $rednich wartosci pomiaréw, zaobserwowano wysokie warto$ci bledu

standardowego (60,53 ng/dl vs. 90,83 ng/ml; p=0,262).
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Ryc. 10. Stezenie MMP-14 [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.
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Przeprowadzone badania potwierdzily, ze u pacjentow ze zdiagnozowanym
powierzchownym nowotworem pegcherza moczowego stgzenie MMP-14 w surowicy byto
niskie i wynosito 3,30 ng/ml. Po elektroresekcji guza nie zaobserwowano istotnych zmian
MMP-14 (p=0,117). Nie wykazano takze réznic w stezeniach biomarkera po trzech
miesigcach od resekcji guza a stezeniami MMP-14 u zdrowych ochotnikow (3,32 ng/ml vs.
5,47 ng/ml; p=0,144). Odnotowano natomiast nizsze stgzenia MMP-14 w surowicy chorych
przed i po elektroresekcji guza w poréwnaniu z grupa kontrolng. Jednak przy tak duzych

rozrzutach, wartosci te nie wykazujg klinicznie istotnych roznic.
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Ryc. 11. Stezenie MMP-15 [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

Analiza stezen MMP-15 w surowicy krwi oséb z grupy kontrolnej i pacjentow
ze zdiagnozowanym nowotworem urotelialnym pgcherza moczowego nie wykazata istotnych
réznic pomigdzy stezeniami metaloproteinazy. Wartosci te wynosity odpowiednio 14,05
ng/ml i 14,89 ng/ml (p=0,351) w grupie pacjentdéw onkologicznych. Nie zaobserwowano
zadnych réznic pomigdzy stezeniem metaloproteinazy pomiedzy zdrowymi ochotnikami
a pacjentami przed i po elektroresekcji guza (kontrola vs. badanie | — p=0,209; kontrola vs.

badanie Il — p=0,262).
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Ryc. 12. Stezenie TIMP-1 [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

U pacjentow z nowotworem pecherza moczowego S$rednie stezenie TIMP-1
w surowicy wynosito 70,89 ng/ml (badanie nr I) . Po elektroresekcji guza nie zaobserwowano
réznic w stezeniu inhibitora — 64,0 ng/ml (p=0,191). Nie wykazano takze istotnych zmian
stezen TIMP-1 w surowicy po trzech miesigcach od resekcji guza a zdrowymi ochotnikami
(64,0 ng/ml vs. 114,08 ng/ml; p=0,096), jak i pomiedzy pacjentami przed interwencja
chirurgiczng a grupa kontrolng (70,89 ng/ml vs. 114,09 ng/ml; p=0,126).
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Ryc. 13. Stezenie TIMP-2 [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

39



Przeprowadzone badania wykazaly, ze wu pacjentow ze zdiagnozowanym
powierzchownym nowotworem pecherza moczowego stezenie TIMP-2 w surowicy wynosito
26,82 ng/ml. Po elektroresekcji guza nie zaobserwowano istotnych zmian (p=0,737). Ponadto
nie zaobserwowano roznic w stezeniu TIMP-2 po trzech miesigcach od elektroresekcji guza
a wartoSciami w grupie kontrolnej (25,62 ng/ml vs. 36,45 ng/dl; p=0,396). Wykazano
natomiast nizsze stezenia TIMP-2 w surowicy chorych przed i po resekcji guza w poréwnaniu
z grupa kontrolng. Aczkolwiek przy tak duzych rozrzutach, wartosci te nie wykazuja

klinicznie istotnych roznic (kontrola vs. badanie I — p=0,435).
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Ryc. 14. Stezenie TIMP-3 [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym

rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

Stezenia TIMP-3 w surowicy krwi osob z grupy kontrolnej i pacjentow
ze zdiagnozowanym nowotworem urotelialnym pecherza moczowego wynosity odpowiednio
13,95 ng/ml i 10,42 ng/ml. Nie zaobserwowano znamiennych roéznic pomiedzy zdrowymi
uczestnikami badania a pacjentami przed i po elektroresekcji guza (kontrola vs. badanie | —
p=0,359; kontrola vs. badanie Il — p=0,496). Stezenia TIMP-3 u pacjentow onkologicznych
przed i po interwencji chirurgicznej nie wykazywaty znamiennych réznic (10,42 ng/ml vs.
10,95 ng/ml; p=0,823).
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Ryc. 15. Stezenie TIMP-4 [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

U pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem urotelialnym pegcherza moczowego, st¢zenie
TIMP-4 w surowicy wynosito 6,5 ng/ml i nie zmienito si¢ istotnie po trzech miesigcach
po elektroresekcji guza — 6,24 ng/ml (p=0,496). Stezenie TIMP-4 w grupie kontrolnej byto
wyzsze 1 miato warto$¢ 19,41 ng/ml. Jednak zaobserwowano tu duzy rozrzut wynikow.
Pomigdzy stezeniami TIMP-4 w surowicy chorych po resekcji guza a zdrowymi pacjentami,

réwniez nie zaobserwowano znamiennych réznic (6,24 ng/ml vs. 19,41 ng/ml p=0,456).
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Ryc. 16. Stezenie 02 makroglobuliny [ng/ml] w surowicy pacjentéw
z powierzchownym rakiem urotelialnym pecherza moczowego.
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Stezenie 02 makroglobuliny w surowicy pacjentéw przed resekcjg guza wynosito 1,03
ng/ml. Po elektroresekcji wartosci stezen byly zblizone (p=0,911). Nie wykazano tez
znamiennych roéznic w stezeniach a2 makroglobuliny po trzech miesigcach od elektroresekcji

guza a warto$ciami obserwowanymi w grupie zdrowych ochotnikow (0,97 ng/ml vs. 1,65

ng/ml; p=0,396).
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Ryc. 17. Stezenie MMP-1 [ng/ml] w moczu pacjentéow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze u pacjentdw z powierzchownym nowotworem
pecherza moczowego stezenie MMP-1 w moczu wynosito 15,55 ng/ml. Po elektroresekcji
guza nie zaobserwowano istotnych zmian (p=0,709). Nie wykazano tez rdéznic w st¢zeniach

MMP-1 po trzech miesigcach od elektroresekcji guza a wartosciami w grupie kontrolnej

(14,39 ng/ml vs. 13,24 ng/ml; p=0,669).
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Ryc. 18. Stezenie MMP-9 [ng/ml] w moczu pacjentéw z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

U pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem pecherza moczowego Srednie stgzenie
MMP-9 w moczu wynosito 116,64 ng/ml. Po elektroresekcji guza zaobserwowano istotny
wzrost stezenia metaloproteinazy do wartosci 128,71 (p=0,019). Nie wykazano istotnych
réznic w stezeniach MMP-9 pomiedzy pacjentami po trzech miesigcach od resekcji guza
a zdrowymi ochotnikami (128,71 ng/ml vs. 107,73 ng/ml). Nalezy podkresli¢, ze pomimo
duzych rozrzutow stezeh MMP-9 w grupie zdrowych ochotnikow (SD=7,89) zmiany te

cechowaty si¢ pewnym trendem w kierunku znamiennosci statystycznej (p=0,056).
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Ryc. 19. Stezenie MMP-14 [ng/ml] w moczu pacjentéow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.
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Przeprowadzone badania wykazaty, ze u pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem
pecherza moczowego $rednie stezenie MMP-14 w moczu bylo stosunkowo niskie i wynosito
5,97 ng/ml. Po elektroresekcji guza zaobserwowano istotny wzrost stezenia MMP-14
(p=0,007). Nie wykazano jednak istotnych roéznic w stezeniach MMP-14 pomigdzy
pacjentami po trzech miesigcach od resekcji guza a zdrowymi ochotnikami, ktorzy wzieli
udziatl w badaniu (6,98 ng/dl vs. 7,55 ng/dl; p=0,262). Zaobserwowano nizsze st¢zenia MMP-
14 w moczu pacjentéw przed i po elektroresekcji guza w poréwnaniu z grupg kontrolng.
Szczegoblnie istotne sg roznice w stezeniach $rednich wartosci MMP-14 uzyskane w grupie

zdrowych pacjentow a pacjentami przed operacjg (5,967 ng/ml vs. 7,55 ng/ml; p=0,005).
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Ryc. 20. Stezenie MMP-15 [ng/ml] w moczu pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

Ocena stezen MMP-15 w moczu osob z grupy kontrolnej i chorych
ze zdiagnozowanym nowotworem urotelialnym pecherza moczowego, wskazuje na istotne
réznice pomiedzy stezeniami MMP-15 u chorych przed i po resekcji guza. Wartosci te
wynosity odpowiednio 31,01 ng/dl i 36,42 ng/ml (p=0,002). Nie zaobserwowano
znamiennych roznic stgzen metaloproteinazy pomiedzy zdrowymi ochotnikami a pacjentami
przed elektroresekcja guza (p=0,659). Pewien trend w kierunku znamiennosci statystycznej
wystgpit pomigdzy wartosciami stezen MMP-15 u chorych po resekcji guza (badanie I1)
a stezeniami w grupie zdrowych ochotnikéw (36,42 ng/ml vs. 29,96 ng/ml; p=0,051).

44



145

p=0‘5951

140 [

135
p=0,034

p=0,137

130 (_1_\ [_A_\

TIMP-1 Ingimi]

125 :£
120
115 ¢

110

1056

100
Badanie !

Badanie || Grupa kontrolna

&) Srednia
1 SredniazBiad std

Ryc. 21. Stezenie TIMP-1 [ng/ml] w moczu pacjentéow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

W analizowanym materiale zaobserwowano istotne réznice w stgzeniach TIMP-1

U chorych przed i po elektroresekcji guza pgcherza moczowego. Wartosci te wynosity

odpowiednio 120,37 ng/ml i 134,78 ng/ml trzy miesigce po ingerencji chirurgicznej

(p=0,034). W poréwnaniu z grupg kontrolng (badanie II) stezenie TIMP-1 w moczu byto

nizsze — 114,14 ng/ml ale cechowalo si¢ duzym rozrzutem wynikow (p=0,137). Zblizone

wartosci stezen TIMP-1 uzyskano u chorych przed interwencja chirurgiczng i w grupie

zdrowych o0sob (120,37 ng/ml vs. 114,14 ng/dl; p=0,596).
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Ryc. 22. Stezenie TIMP-2 [ng/ml] w moczu pacjentéow z powierzchownym

rakiem urotelialnym pecherza moczowego.
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Analiza stezen TIMP-2 w moczu oséb z grupy kontrolnej 1 pacjentow
ze zdiagnozowanym nowotworem urotelialnym pg¢cherza moczowego nie wykazata istotnych
réznic. Warto$ci te wynosity odpowiednio 40,14 ng/ml i 37,75 ng/dl (p=0,561). Nie
zaobserwowano tez istotnych roznic pomiedzy stezeniami TIMP-2 w moczu pomig¢dzy
zdrowymi ochotnikami a pacjentami po elektroresekcji guza (badanie Il vs. kontrola -

p=0,291).
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Ryc. 23. Stezenie TIMP-3 [ng/ml] w moczu pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pe¢cherza moczowego.

Odnotowano wyzsze stezenia TIMP-3 u pacjentéw po elektroresekcji guza 24,71ng/ml

vs. 21,84 ng/ml; p=0,015). Wartosci stezen TIMP-3 w pozostaltych grypach nie roznity si¢

znamiennie (p=ns).
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Ryc. 24. Stezenie TIMP-4 [ng/ml] w moczu pacjentéw z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

W analizowanych probkach moczu zaobserwowano istotne roznice w stezeniach
TIMP-4 u chorych przed i po elektroresekcji guza pecherza moczowego. Wartosci te
wynosity odpowiednio 8,31 ng/ml i 12,09 ng/ml; (p=0,008). W poréwnaniu z grupg kontrolng
(badanie II) stezenie TIMP-4 w moczu byto nizsze — 9,41 ng/dl (p=0,193). Srednie warto$ci
stezen TIMP-4 u chorych przed interwencjg chirurgiczng oraz w grupie osoéb zdrowych byty
zblizone (8,31 ng/ml vs. 9,41 ng/ml; p=0,558).
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Ryc. 25. Stezenie a2 makroglobuliny [ng/ml] w moczu pacjentéw z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.
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U pacjentow z powierzchownym nowotworem pegcherza moczowego stezenie o2-

makroglobuliny w moczu wynosito 1,55 ng/ml. Po elektroresekcji guza nie zaobserwowano

istotnych zmian (p=0,164). Nie wykazano tez znamiennych roznic w stezeniach o2-

makroglobuliny po trzech miesigcach od elektroresekcji guza a wartoSciami obserwowanymi

w grupie zdrowych ochotnikow (1,71 ng/ml vs. 1,41 ng/ml; p=0,154).

7.2. Ocena korelacji pomiedzy stezeniami MMPs, TIMPs oraz 02 makroglobuling
w surowicy pacjentéw z powierzchownym rakiem

moczowego przed i po interwencji chirurgicznej.

MMP-1 [ng/ml]
MMP-9 [ng/ml]

urotelialnym pecherza

MMP-1
[ng/ml]

0,551880

MMP-14 [ng/m

If 0,790977

MMP-9
[ng/ml]

MMP-14
[ng/ml]

MMP-15
[ng/ml]

TIMP-1
[ng/ml]

TIMP-2
[ng/ml]

TIMP-3
[ng/ml]

TIMP-4
[ng/ml]

a2MG
[mg/ml]

0,551880

0,723308

MMP-15 [ng/m

If 0,720301

0,627068

0,790977

0,720301

0,487218

0,709774

0,610526

0,430402

0,615038

0,723308

0,804511

TIMP-1 [ng/ml]

0,487218

0,729323

0,796992

0,627068

0,729323

0,732331

0,627068

0,748868

0,634586

0,804511

0,688722

TIMP-2 [ng/ml]

0,709774

0,732331

0,825564

0,748872

0,796992

0,825564

0,645113

0,722066

0,846617

0,688722

0,778947

TIMP-3 [ng/ml]

0,610526

0,627068

0,645113

0,727820

0,529323

0,748872

0,727820

0,665310

0,685714

0,778947

0,769925

TIMP-4 [ng/ml]

0,430402

0,748868

0,722066

0,665310

0,677922

0,693688

0,529323

0,677922

0,781955

0,769925

0,693688

0,790977

0,632202

a2MG [mg/ml]

0,615038

0,634586

0,846617

0,685714

0,781955

0,790977

0,658647

0,632202

MMP-1 [ng/ml]
MMP-9 [ng/ml]

*korelacja rang Spearmana

0,658647
0,756751

Ryc. 26. Ocena Kkorelacji pomiedzy stezeniami MMPs, TIMPs oraz a2
makroglobuliny w surowicy pacjentéw z powierzchownym rakiem urotelialnym
pecherza moczowego przed operacja (badanie nr 1).

0,

MMP-9
[ng/mi]

MMP-14
[ng/mi]

MMP-15
[ng/mi]

TIMP-
[ng/mi]

1

TIMP-2
[ng/mi]

TIMP-3
[ng/mi]

TIMP-4
[ng/mi]

a2MG
[mg/ml]

190977

MMP-14 [ng/ml

0,

376833

0,190977

0,440015

0,376833

0,172932

0,263158

0,257143

0,311278

0,529725

0,169237

MMP-15 [ng/ml

0,

172932

0,329323

0,440015

0,612260

0,329323

0,687218

0,141353

0,251128

0,379952

0,664160

TIMP-1 [ng/ml]

0,

263158

0,687218

0,496427

0,612260

0,496427

0,225649

0,781497

0,616668

0,749812

0,589474
0,589474

TIMP-2 [ng/ml]

0,

257143

0,141353

0,225649

0,305263

0,299248

0,305263

0,720301

0,532878

0,684468

TIMP-3 [ng/ml]

0,

311278

0,251128

0,781497

0,720301

0,503759

0,299248

0,503759

0,446167

0,543814

0,396992

0,396992

TIMP-4 [ng/ml]

0,

529725

0,379952

0,616668

0,532878

0,446167

0,402024

0,670040

0,402024

0,269274

a2MG

[mg/ml] | 0,

169237

0,664160

0,749812

0,684468

0,543814

0,269274

0,636329

0,670040

0,631651

* korelacja rang Spearmana

0,636329
0,631651

Ryc. 27. Ocena korelacji pomiedzy stezeniami MMPs, TIMPs oraz a2
makroglobuliny w surewicy pacjentéw z powierzchownym rakiem urotelialnym
pecherza moczowego po elektroresekeji guza (badanie nr II).
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MMP-9 | MMP-14 | TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4 a2MG
[ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] | [mg/ml]
MMP-9 ,2574 ,7297 ,6182 ,1932 -,0383 ,6282
[ng/ml] p=,273 p=,000 p=,004 p=,414 p=,873 p=,003
MMP-14 ,5575 ,6337 ,6456 ,4058 ,4389
[ng/ml] p=,011 p=,003 p=,002 p=,076 p=,053
TIMP-1 ,7297 ,5575 ,5436 ,4411 ,1662 ,7021
[ng/ml] p=,000| p=011 p=,013| p=052| p=484| p=001
TIMP-2 ,6182 ,6337 ,5436 ,4417 ,4036 ,5909
[ng/ml] p=,004| p=003| p=013 p=,051| p=078| p=006
TIMP-3 ,1932 ,6456 ,4411 ,4417 ,3527 ,5580
[ng/ml] p=,414 p=,002 p=,052 p=,051 p=,127 p=,011
TIMP-4 -,0383 ,4058 ,1662 ,4036 ,3527
[ng/ml] p=,873 p=,076 p=,484 p=,078 p=,127
a2MG ,6282 ,4389 ,7021 ,5909 ,5580
[mg/ml] p=,003 p=,053 p=,001 p=,006 p=,011

*Korelacja liniowa Pearsona

Ryc. 28. Analiza korelacji pomiedzy stezeniami MMPs, TIMPs oraz a2
makroglobuliny w moczu pacjentow z powierzchownym rakiem urotelialnym
pecherza moczowego przed elektroresekcja guza (badanie nr I).

Wykr, rozrzutu: MMP-9 ng/ml [1] vs. TIMP-1 ng/mi [1] (BD usuwano przypadk.)
TIMP-1 ng/mi [1] = 16.010 + 89473 * MMP-9S ng/mi [1]
Korelacja. r= 72971
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Ryc. 29. Korelacja pomiedzy stezeniem TIMP-1 a MMP-9 w moczu pacjentow
przed elektroresekcja guza (badanie nr ).

S0 100
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Wykr, rozrzutu: TIMP-1 ng/mi [1] vs. a2MGmg/ml [1] (BD usuwano przypadk.)
azMGmg/mi [1] = 54479 + 00837 * TIMP-1 ng/mi [1]
Korelacja: r= ,70208
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Ryc. 30. Korelacja pomiedzy stezeniem TIMP-1 a a2 makroglobulinag w moczu

pacjentow przed elektroresekcjq guza (badanie nr 1).

MMP-1 MMP-9 | MMP-15 | TIMP-1 TIMP-2 TIMP-3 TIMP-4 a2MG
[ng/ml] [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] | [ng/ml] | [mg/ml]
MMP-1 ,4513 ,2615 ,3429 -,5178 ,3774 ,1217 ,0749
[ng/ml] p=,046 p=,265 p=,139 p=,019 p=,101 p=,609 p=,754
MMP-9 ,5341 ,5864 ,1521 ,6384 ,2910 ,5068
[ng/ml] p=,007| p=522| p=002| p=213| p=023
MMP-15 ,2615 ,5341 ,4092 ,8845 ,7389 ,6076
[ng/ml] p=,265| p=015 p=,073| p=000[ p=000| p=004
TIMP-1 ,3429 ,5864 ,5123 ,3296 ,5422 ,5493 ,5063
[ng/ml] p=,139 p=,007 p=,021 p=,014 p=,012 p=,023
TIMP-2 -,5178 ,1521 ,4092 ,4823 ,3607
[ng/ml] p=,019 p=,522 p=,073 p=,156 p=,031 p=,118
TIMP-3 ,3774 ,6384 ,8845 ,5422 ,5958 ,6191
[ng/ml] p=,101 p=,002 p=,000 p=,014 p=,192 p=,006 p=,004
TIMP-4 ,1217 ,2910 ,7389 ,5493 ,4823 ,5958
[ng/ml] p=,609 p=,213 p=,000 p=,012 p=,031 p=,006
a2MG ,0749 ,5068 ,6076 ,5063 ,3607 ,6191
[mg/ml] p=,754 p=,023 p=,004 p=,023 p=,118 p=,004

*Korelacja liniowa Pearsona
Ryc. 31. Ocena korelacji pomiedzy stezeniami MMPs, TIMPs oraz a2
makroglobuliny w moczu pacjentow z powierzchownym rakiem urotelialnym
pecherza moczowego po elektroresekcji guza (badanie nr II).

50



Wykr, rozrzutu: MMP-15 ng/ml 2] vs. TIMP-3 ng/ml [2] (BD usuwano przypadk.)
TIMP-3 ng/mi [2] = 49773 + 66474 * MMP-15 ng/ml [2]
Korelacja: r = ,88449
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Ryc. 32. Korelacja pomiedzy stezeniem TIMP-3 a MMP-15 w moczu pacjentow
po elektroresekcji guza (badanie nr 11).

Wykr. rozrzutu: MMP-15 ng/ml [2] vs, TIMP-4 ng/mi [2] (BD usuwano przypadk.)
TIMP-4 ng/ml [2] = -5.553 + 48433 * MMP-15 ng/ml [2]
Korelacja: r = 73885

TIMP-4 ng/ml [2]

" A A " A

4 B A " " A " A
26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52

P15 g 2

Ryc. 33. Korelacja pomiedzy stezeniem TIMP-4 a MMP-15 w moczu pacjentéw
po elektroresekcji guza (badanie nr 11).
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TIMP-1 [ng/mi] [1]

TIMP-1 [ng/mi] [1] = 8,1828+0,9375*MMP-2 [ng/mi] [1]
rho=,729323
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Ryec. 34. Korelacja pomie¢dzy stezeniem TIMP-1 a MMP-9 w surowicy pacjentow
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8
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3

przed elektroresekcja guza (badanie nr I).

TIMP-1 [ng/ml] [2] = 7,7272+0,9297*MMP-8 [ng/mi] [2]

rho=,687218
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Ryc. 35. Korelacja pomiedzy stezeniem TIMP-1 a MMP-9 w surowicy pacjentow

po elektroresekcji guza (badanie nr 11).
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TIMP-1 [ng/mi] [2] = 42,279 + 71870 * MMP-8 [ng/m!] [2]

220

Korelacja: r= 58842
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Ryc. 36. Korelacja pomiedzy stezeniem TIMP-1 a MMP-9 w moczu pacjentow
po elektroresekcji guza (badanie nr 11).

Tabela 2. Korelacje rang Spearmana dla poszczegélnych markerow we krwi

a wielko$¢ guza.

Korelacja porzadku rang Spearmana

QOznaczone wsp. korelacji sa istotne z p <.05000

N R t(N-2) p

Para zmiennych Waznych | Spearman

MMP-1 ng/ml [1] & K_wielko$¢ guza 20) -0,169709] -0,730611| 0474420
MMP-9 ng/ml [1] & K_wielko$¢ guza 20) -0.197208| -0.853442| 0.404629
MMp-14 ng/mi [1] & K wielko$¢ guza 20| 0.003143| 0.013334| 09839508
MMP-15 ng/ml [1] & K_wielkos$¢ guza 20| 0,076212] 0,324282| 0,749462
TIMP-1 ng/ml [1] & K_wielkos¢ guza 20) -0,168923| -0,727129] 0476498
TIMP-2 ng/ml [1] & K_wielko$¢ guza 20| -0,159495] -0.685454| 0.501791
TIMP-3 ng/ml [1] & K_wielko$¢ guza 20 -0,103711| -0.442394| 0663474
TIMP-4 ng/ml [1] & K_wielkos¢ guza 20| -0,130149] -0,556912| 0,584446
a2MGmg/ml [1] & K_wielkos¢ guza 20| -0,175994| -0,758520| 0.457957
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Tabela 3. Korelacje rang Spearmana dla poszczegolnych markerow w moczu

a wielkos$¢ guza.

Korelacja porzadku rang Spearmana

Oznaczone wsp. korelacji s3 istotne z p <,05000

N R t(N-2) p

Para zmiennych Waznych | Spearman

MMP-1 ng/mi [1] & K_wielko$¢ guza 20| -0.282848| -1.25111| 0.226911
MMP-8 ng/ml [1] & K_wielkos¢ guza 20| -0,199565| -0.86406| 0,398922
MMp-14 ng/ml [1] & K_wielkos¢ guza 20] -0,218421| -0.94961| 0,354886
MMP-15 ng/ml [1] & K_wielkos¢ guza 20| -0.400701| -1.85551] 0.079975
TIMP-1 ng/ml [1] & K_wielkos¢ guza 20{ -0,238064) -1,03992| 0.312146
TIMP-2 ng/ml [1] & K_wielko$¢ guza 20] -0,052641| -0,22365| 0,825550
TIMP-3 ng/ml [1] & K_wielkos¢ guza 20| -0.674121] -3,87215| 0.001117
TIMP-4 ng/ml [1] & K_wielkos¢ guza 20{ -0,350942| -1,59005| 0,129233
azMGmg/ml [1] & K_wielkos¢ guza 20| -0.158709( -0.68199| 0.503927
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8. Podsumowanie wynikow badan

10.

11.
12.
13.
14.

Stezenie MMP-1 w surowicy wzrosto w drugim badaniu. Stezenie MMP-1
w grupie kontrolnej bylo wyzsze niz w badaniu pierwszym.

Stezenia MMP-9 w surowicy nie rdznily si¢ pomi¢dzy grupami.

Nie stwierdzono istotnych réznic pozioméw MMP-14 w surowicach pacjentow
W zadnej z grup.

Stezenia MMP-15 w surowicy nie roznily sie.

Nie wykazano istotnych réznic pozioméw TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 i TIMP-4
W surowicach pacjentow.

Wartosci stezen o2 makroglobuliny w surowicy i byty podobne w obu grupach.
Poziomy MMP-1 w moczu nie r6znity si¢ pomigdzy grupami.

Stezenie MMP-9 w moczu wzrosto po resekcji guza i bylo nizsze w grupie
kontrolnej.

Poziom MMP-14 w moczu wzrést w drugim badaniu, jednoczesnie byt nizszy
U pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem BC w poroéwnaniu z kontrolna.
Stezenie MMP-15 w moczu wzrosto po resekcji guza. W grupie kontrolnej
wartos$ci stezen byly nizsze.

Poziom TIMP-1 w moczu wzrdst po usunigciu guza.

Stezenia TIMP-2 w moczu nie r6znity si¢ pomigdzy grupami.

Poziom TIMP-3 i TIMP-4 w moczu wzrdst po resekcji guza

Stezenia a2 makroglobuliny w moczu nie r6znity si¢ pomiedzy grupami.
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9. Dyskusja

Poszukiwanie nowych wskaznikow biochemicznych o wysokiej wartosci
diagnostycznej, ktérych stezenie w badanym materiale odzwierciedlatoby stan kliniczny
pacjenta lub na podstawie ktorych mozna by wnioskowaé o rokowaniach czy optymalizowac
schematy terapeutyczne stanowi problem wieloptaszczyznowy. I w takim ujeciu powinien by¢
analizowany. Dost¢pna diagnostyka gwarantuje wykrycie zmian nowotworowych juz
na wezesnym etapie, jednak mato swoiste objawy nowotworu pecherza moczowego, czgsto
ignorowane przez pacjenta, skutkuja jej zaniechaniem. Konsekwencja tego sa wysokie
wskazniki $miertelnosci - dane National Cancer Institute, przedstawione we wcze$niejszym
rozdziale. Rekomendowany przez EAU panel diagnostyczny u chorych z podejrzeniem BC,
wigze si¢ z pewng inwazyjnoscig i dyskomfortem odczuwanym podczas badania, niemniej
stanowi zitoty standard i jak dotad jedyna realng szans¢ wczesnego wykrycia zmian
nowotworowych. Wspomniane uprzednio nowe testy molekularne nie uzyskaly pelnej
akceptacji do stosowania w rutynowej diagnostyce, ze wzgledu na nizszg swoistos$¢
W poréwnaniu z cytologia moczu. Nalezy tez podkresli¢, ze problem stanowag koszty
i czasochtonno$¢ catej procedury [Babjuk i wsp. 2022]. Stanowito to asumpt do podjecia
badan w kierunku poszukiwania nowych marker6w w surowicy krwi i moczu chorych
Z powierzchownym nowotworem pg¢cherza moczowego, uzytecznych w realnej praktyce.

Podczas przegladu baz naukowych znajdziemy liczne publikacje podnoszace kwestie
oceny stezen wielu glikoprotein zwigzanych z BC, jednak doktadna selekcja dostgpnych
danych skutkowala podjeciem tematu metaloproteinaz tkankowych 1 ich inhibitorow, jako
istotnego w aspekcie klinicznym i diagnostycznym.

Uwzgledniajac reakcje zachodzace w obecno$ci MMPs mozna wnioskowac, ze wzrost
stezenia poszczegélnych izoform metaloproteinaz prowadzi do nasilenia procesow
patologicznych, infiltracji komorek nowotworowych poprzez proteoliz¢ i naciekania
glebszych warstw pecherza moczowego.

Daleko idacym uproszczeniem jest stwierdzenie, ze WZzrost stezenia poszczegolnych
izofrom TIMPs w kazdym przypadku hamuje ten proces. Ztozono$¢ fizjologicznych funkcji
i wzajemnych oddziatywan TIMPs nie jest tak prosta i jednoznaczna w interpretacji.
Uogolnienie prowadzace do wniosku, ze wzrost TIMPs traktujemy zawsze jako pozadany,
w niektérych przypadkach moze byé btedne. Swiadcza o tym wyniki badan klinicznych,
w ktorych wysokie st¢zenia inhibitorow metaloproteinaz wigzaly si¢ z nizszymi wskaznikami

przezycia wolnego od progresji oraz zwigkszong Smiertelnosciag [Remacle 1 wsp. 2000;
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Durkan i wsp. 2001]. Wynika to z promowania neowaskularyzacji przez TIMPs
za posrednictwem VEGF [Yamada i wsp. 2001]. Fakt ten wydaje si¢ interesujacy, poniewaz
wickszos¢ badaczy neguje podobny efekt i wskazuje przeciwng role inhibitorow
metaloproteinaz [Ebrahem i wsp. 2013].

Nie nalezy oczekiwac, ze istotng wartos¢ diagnostyczng u pacjentéw w BC dostarczy
analiza zmian st¢zen pojedynczego markera w badanym materiale. Raczej jednoczesna ocena
poziomow kilku czynnikow, wraz z korelacjami mi¢dzy nimi, wydaja si¢ mie¢ w tym
przypadku kluczowe znaczenie. Pacjenci kwalifikowani do naszych badan mieli
zdiagnozowany powierzchowny nowotwoér pecherza moczowego. Zmiany zachodzace
we wczesnym etapie choroby maja zwykle charakter miejscowy, a obserwowane roznice
stezen, nawet znamienne statystycznie, nie przektadaja si¢ na jednoznaczng i latwa
interpretacje kliniczng. Nie mozna réwniez wykluczy¢, ze sama elektroresekcja guza
spowodowata nasilenie stanu zapalnego (drugi pomiar), ktory zaburzyt rownowage uktadu
metaloproteinaza/inhibitor. Problem ten rozwigzano, poréwnujac uzyskane wartos$ci stgzen
nie tylko w obrebie pacjentow przed i po resekcji guza ale tez z grupa kontrolng. Jednak brak
wysokiej swoisto$ci enzymow stanowi pewne utrudnienie diagnostyczne. Praktycznie zmiany
ich poziomow obserwowane sg w licznych chorobach z towarzyszaca komponentg zapalng
[Cabral-Pacheco i wsp. 2020]. Liczne czynniki egzo- i endogenne omowione w rozdziale 4.1
wplywaja ostatecznie na homoeostaz¢ w obrgbie uktadu MMPs/TIMPs. Brak swoistosci
badanych biomarkeréw i duza podatno$¢ na zmiany stezen stanowi pewna niedogodnos¢
W interpretacji wynikow lecz nie wyklucza ich diagnostycznej uzytecznosci.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze stgzenie w surowicy MMP-1 u pacjentow
ze zdiagnozowanym nowotworem powierzchownym pecherza moczowego wzrosto istotnie
po elektroresekcji guza. Pewnym zaskoczeniem sg wyzsze wartoSci stezen metaloproteinazy
obserwowane w grupie zdrowych pacjentéw (ryc. 8). W moczu osob chorych, poziomy
MMP-1 przed i po zabiegu oraz w grupie kontrolnej nie roznity si¢ (ryc. 17). Wyniki te sg
zgodne z danymi opublikowanymi przez Mtynarczyk 1 wsp. 2017. Autorzy konkluduja, Ze
obecno$¢ w moczu MMP-1 tylko u 26% badanych pacjentéw z rozpoznanym nowotworem,
wskazuje na znikoma przydatno$¢ oznaczania enzymu w diagnostyce raka pegcherza
moczowego [Miynarczyk i wsp. 2017]. Do przeciwnych wnioskow dochodzi w swoich
badaniach Durkan i wsp., wskazujac na zwigzek pomigdzy stezeniem MMP-1 w moczu
aryzykiem wystgpienia 1 stopniem zaawansowania guza. Jednak badania przeprowadzone
przez nasz zespoOl tego nie potwierdzaja. Wynika to zapewne z odmiennych kryteriow

wlaczenia do badania. Nasz zespot kwalifikowat jedynie chorych z nowotworami
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miejscowymi — pTa/low grade, z reguty dobrze rokujgcymi. Obserwowany wzrost stezenia
MMP-1 w surowicy moze wynika¢ bezposrednio z ingerencji chirurgicznej i nasilenia stanu
zapalnego. Wydzielanie MMP-1 podlega $cistej regulacji zaleznej od cytokin prozapalnych:
IL-1B 1 TNF-a [Tasaki i wsp. 2003].

Poziomy proMMP-1 i MMP-1 sa wyzsze we krwi pacjentow z sepsa, a MMP-1
bezposrednio korelujg ze $miertelnoscig u chorych [Lee i Kim 2022]. Inna z hipotez zaktada
niekorzystny wzrost MMP-1 spowodowany progresja nowotworu. Taka sytuacja
wskazywataby na istnienie mikroognisk wtérnych, niewykrytych podczas procedur
diagnostycznych. Wysoka ekspresja MMP-1 w tkankach nowotworowych w poréwnaniu
ze zdrowg tkanka otaczajaca guz, zwigksza ryzyko przerzutéw limfatycznych oraz wykazuje
Scisty zwigzek ze stopniem TNM [Wang i wsp. 2020].

Monitorowanie wystgpowania przerzutOw czy ocena przezywalnosci chorych
po elekroresekcji wykraczaja poza zakres naszych badan. Jednak wigkszo$¢ danych
zawartych w piSmiennictwie podkre§la niekorzystne rokowania przy wzrastajacych
poziomach MMP-1 [Nutt i wsp. 1998; Zhang i wsp. 2022]. Wyzsze wartosci uzyskane
W surowicy krwi os6b zdrowych wynikajg z braku swoistosci enzymu. Nalezy uwzglednié, ze
do zmian ekspresji MMP-1 dochodzi nie tylko w przypadku chorych z BC, ale tez
w wigkszosci chorob z towarzyszacg komponentg zapalng, chordb neurodegeneracyjnych czy
kardiometabolicznych. Biorgc pod uwage s$redni wiek uczestnikow badania, nie mozna
wykluczy¢ pozostatych czynnikow, ktore posrednio przyczynily si¢ do uzyskania takiego
wyniku.

MMP-1 jako pojedynczy marker uzupeilniajacy diagnostyke¢ BC, niezaleznie
od analizowanego materiatu, nie spelnia wymaganych kryteriow. Nalezy jednak rozwazy¢
ztozony panel diagnostyczny uwzgledniajacy korelacje po elekroresekcji guza pomigdzy
stezeniami MMP-1 i MMP-9 (r=0,45; p=0,046) w moczu (ryc. 31). Uzyskane wyniki nie
wykazaty znaczenia MMP-1 w zestawieniu z pozostatymi MMPs jako uzytecznego markera
w badaniach skriningowych (ryc. 28).

W przypadku MMP-9 nie zaobserwowano istotnych zmian poziomoéw w surowicy
zarowno przed jaki i po elektroresekcji guza. Wartos$ci te wynosity odpowiednio 66,89 ng/ml
160,53 ng/ml (p=0,191), i nie réznity si¢ wzgledem grupy kontrolnej (ryc. 9). W badanych
probkach moczu wykazano natomiast znamienny wzrost stezenia MMP-9 w drugim pomiarze
— 116,64 ng/ml vs. 128,71 ng/ml (ryc. 18), co uzasadnia wybor moczu jako materiatu

uzupehiajacego standardowg diagnostyke.
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Obserwowane rdznice wynikajg bezposrednio z roli jaka odgrywa MMP-9
W tworzeniu przerzutOow nowotworowych. Wysoka aktywnos$¢ proteolityczna enzymu
umozliwia uszkodzenie struktur bton podstawnych i ich naciekanie, a takze aktywuje
mechanizmy proangiogenne. Kluczows rol¢ enzymu w kancerogenezie thumaczy¢ nalezy
ponad dziesigciokrotnie wyzszym poziomem MMP-9 w poréwnaniu z MMP-1, MMP-14
I MMP-15 zarowno we krwi jak i w moczu (ryciny 8-11 oraz 17-20).

Nizsze wartosci stezen w grupie zdrowych uczestnikow (pomimo braku istotnych
statystycznie roznic — p=0,056), wymagajg dalszego omoéwienia. Obserwowany trend
wskazuje na duzy rozrzut wynikow w tej grupie przy jednoczesnie stosunkowo wysokich
stezeniach w badanych probkach.

W aspekcie klinicznym moze to wskazywaé na zasadno$¢ doboru do panelu
diagnostycznego tylko biomarkeréw wykazujacych wysoka aktywnos¢ w moczu i surowicy.
Lokalny charakter zmian pozioméw metaloproteinaz w obregbie guza, przy jednoczesnie
bardzo niskich stezeniach w plynach ustrojowych, stanowi powazny problem w aspekcie
interpretacji wyniku. Zmiany stezen w odniesieniu do calkowitej objetosci krwi krazacej czy
objetosci wydalanego moczu mogag by¢ zbyt niskie, aby na ich podstawie jednoznacznie
wnioskowa¢. Biorgc pod uwage wiek pacjentow, nalezy zatozyé, ze ich parametry
hemodynamiczne oraz przeplywy nerkowe roznig si¢. Stanowi to pewien czynnik
ograniczajacy badanie, w praktyce jednak do$¢ trudny do wyeliminowania ze wzgledu
na duza heterogennos$¢ grupy badane;j.

W zlozonym panelu diagnostycznym BC, MMP-9 moze okaza¢ si¢ pomocniczym
wskaznikiem diagnostycznym. Wykazano znamienne dodatnie korelacje pomigdzy MMP-9
a MMP-1 i MMP-15 w moczu pacjentow po elektroresekcji guza (ryc. 31).

Wskazuje to na aktywny proces przebudowy w obrebie tkanek pgcherza moczowego,
zachodzacy po dokonanej interwencji chirurgicznej. Z duzym prawdopodobienstwem mozna
zalozy¢, ze jest to zjawisko niepozadane, $wiadczace o obecnosci mikroognisk
nowotworowych, ktore nie zostaly usuni¢te z marginesem zdrowej tkanki. Na tym etapie
zmiany morfologiczne w obrebie blony §luzowej i podnabtonkowej tkanki tgcznej pecherza
moczowego sa praktycznie niewykrywalne w badaniu USG czy cystoskopii.

Ostatecznie symultaniczne dziatanie kolagenaz doprowadza do infiltracji komorek
nowotworowych. Te niekorzystne procesy wiaza si¢ z reguly ze znaczenie gorszymi
rokowaniami dla pacjentow [Kudelski i wsp. 2023].

W kolejnym etapie badan analizowano poziom MMP-14 w surowicy krwi i moczu

pacjentéw ze zdiagnozowanym BC. Podobnie jak w przypadku MMP-9 nie zaobserwowano
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istotnych zmian stezenia MMP-14 w surowicy osob chorych przed 1 po resekcji guza - 3,30
ng/dl 1 5,47 ng/dl. Wykazano natomiast nieznacznie wyzsze st¢zenia metaloproteinazy
w grupie kontrolnej (p=ns). Oznaczenia przeprowadzone w probkach moczu wykazaty
znamiennie wyzsze stezenia MMP-14 po usuni¢ciu guza (ryc. 10 1 19). Zwigkszong ekspresje
MMP-14 wykazano w licznych nowotworach pochodzenia nabtonkowego i z reguty wigze si¢
ona z niekorzystnym rokowaniem dla pacjenta [Kudelski i wsp. 2022].

Wyniki naszych badan sa zgodne z wigkszoscia danych prezentowanych przez inne
os$rodki badawcze. Dane zawarte w piSmiennictwie, przedstawione w rozdziale 4.3 wskazuja
na tozsame z pozostatymi MMPs mechanizmy degradacji macierzy komodrkowej. Warto
podkreslic, ze MMP-14 jest indukowana przez IL-6. Istnieje zatem wyrazny zwigzek
pomigdzy miejscowym stanem zapalnym a remodelingiem umozliwiajacym infiltracjg
komoérek guza i tworzeniem przerzutow [Cathcart i wsp. 2016]. Zrddla IL-6 nie sa
ograniczone do mikro$rodowiska guza, ale moga by¢ tez wytwarzane przez komorki
macierzyste i progenitorowe uktadu krwiotworczego. W procesie metastazy znaczenie
klasycznego szlaku sygnalizacyjnego — tj. wigzanie IL-6 z receptorem btonowym wydaje si¢
mato istotne, ze wzgledu na ekspresj¢ IL-6R jedynie w obrgbie neutrofili, hepatocytow,
monocytow i niektérych makrofagow. Odkrycie alternatywnego szlaku wigzania IL-6 z jej
rozpuszczalnym receptorem osoczowym - SIL-6R ma kluczowe znaczenie, zaréwno
we wzroscie guza jak i naciekaniu weztow chtonnych. Dziatanie to wykazuje synergizm
z MMP-14, szczegdlnie w nowotworach zwigzanych z dhugotrwatym stanem zapalnym.
Bezposrednia stymulacja komoérek nowotworowych IL-6 pobudza komorki podscieliska
i uktadu odpornosciowego do produkcji VEGF, IL-1p oraz MMP-14. Te zlozone interakcje
regulujace aktywnos¢ podziatlowg komoérek zachodzace na poziomie MMP-14 a cytokinami
zapalnymi wymagaja dalszych badan. Wyniki uzyskane przez nasz zespot wykazaty wzrost
stezenia MMP-14 w analizowanych probkach moczu u pacjentow po resekcji guza, jednak
w protokole badawczym nie uwzgledniono oceny stgzenia sIL-6R. Jednoczesna ocena
poziomu MMP-14 i sIL-6R moze poszerzy¢é i wzbogaci¢ dotychczasows diagnostyke
pacjentow z powierzchownym nowotworem pecherza moczowego [Raskova i wsp. 2022].

Stezenia MMP-15 w surowicy nie roznity si¢ istotnie zaro6wno przed, jaki
I po usunigciu guza i byly zblizone do wartosci uzyskanych w grupie kontrolnej (ryc. 11).
W badanych probkach moczu wykazano natomiast znamienny wzrost stezenia MMP-15
w drugim pomiarze — 31,01 ng/ml vs. 36,42 ng/ml; (p=0,002). Stezenia w grupie kontrolnej
byty pordwnywalne ze $rednimi warto§ciami uzyskanymi u chorych przed resekcja guza

(ryc. 20). Wykazano tez, ze stezenie MMP-15 w moczu chorych po resekcji guza koreluje
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ze stezeniem MMP-9 (r=0,534; p=0,015). Obserwacja ta wskazuje na toczacy si¢ remodeling
zachodzacy w obszarze usunigtej zmiany nowotworowej, w ktory zaangazowane sg obie
metaloproteinazy. Proces ten nalezy analizowa¢ w dwoch aspektach: jako korzystng
kompensacje fizjologiczng, w celu przywrocenie prawidlowej struktury tkanki oraz
potencjalny predyktor wznowy nowotworowej, $wiadczacy o obecnosci mikroprzerzutow
w weztach chtonnych. Dane zawarte w pi$miennictwie potwierdzaja druga z powyzszych
hipotez. Zwigkszona ekspresja MMP-15 wigze si¢ z istotnie krotszym okresem przezycia
chorych [Pietrzak i wsp. 2021]. Wynika to z mozliwosci aktywacji pozostatych MMPs przez
MMP15, co wykazano rowniez w naszych badaniach.

Korelacj¢ dla poszczegdlnych MMPs i TIMPs we krwi 1 moczu z wielko$cig guza
zostaty ocenione przed resekcja guza. Posluzono si¢ schematem rang: wielko$¢ guza: 0-10
mm - warto$¢ 1; 11-20 mm - warto$¢ 2; 21-30 mm - wartos¢ 3; powyzej 30 mm - wartos$¢ 4.
Nie wykazano zwigzku pomig¢dzy stezeniem we krwi MMPS/TIMPs oraz o2-makroglobuliny
a wielkoscig guza. Pewna ujemna korelacja wystapita miedzy st¢zeniem TIMP-3 w moczu
a wielkoscig guza. Zalezno$¢ te nalezy traktowac wylacznie w kategorii zmiany statystycznej
o charakterze przypadkowym, bez implikacji klinicznych.

W przeprowadzonych badaniach dokonano rowniez oceny stezen TIMPs, regulujacych
aktywno$¢ proteolityczng metaloproteinaz. Dostgpne wyniki badan z innych osrodkow sa
sprzeczne i r6znig si¢ praktycznie dla kazdego rodzaju nowotworu. Realny problem stanowi
tez ich ostateczna interpretacja i okreslenie, jakie znaczenie kliniczne odgrywa zmiana stgzen
danej izoformy TIMPs w ujgciu predykcyjnym i prognostycznym. O ile wigkszo$¢ badaczy
jednoznacznie konkluduje, ze wzrost stgzenia MMPs prowadzi do nasilenia procesu
onkogenezy, to w przypadku TIMPs przeciwne wnioski nie zawsze beda wiasciwe. Ten
dualistyczny aspekt TIMPs wynika z hamowania aktywnos$ci kolagenaz z jednej strony,
z drugiej natomiast z pewnej mozliwosci aktywacji szlakoéw komorkowych (kinaz
tyrozynowych i serynowo-treoninowych) o potencjale onkogennym [Forte i wsp. 2017; Peeney
i wsp. 2020].

Badanie TIMP-1 nie wykazano zadnych réznic pomigdzy stezeniami we krwi chorych
w grupie I, Il oraz w kontrolnej (ryc. 12). Stezenie TIMP-1 w surowicy chorych przed
elektroresekcja guza wynosito 70,89 ng/ml. Naruo i wsp. w swoich badaniach wykazali
przeciwnie, ponad trzykrotnie wyzsze wartosci TIMP-1 u chorych z BC ($rednia - 251,1
ng/ml), a wysokie stezenia przektadaty sie¢ negatywnie na stan kliniczny pacjentow.

Roéznice te moga wynika¢ z innych kryteriow kwalifikacji do udzialu w badaniu.

Zgodnie z naszym protokotem byli to pacjenci z powierzchownym nowotworem
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urotelialnym, czyli guzami ograniczonymi do blony $luzowej lub naciekajgcymi
podnablonkowg tkanke taczng. Wsrdd uczestnikow badania przeprowadzonego przez zespot
Z Japonii, byli pacjenci z nowotworami o wyzszym stopniu zaawansowania: pT2-4, wielko$¢
guza >3 cm i potwierdzong metastazg [Naruo i wsp. 1994].

Whnioskowanie autorow oparte wylacznie o model statystyczny jest w tym przypadku
pewnym uproszczeniem. Wysoka ekspresja TIMP-1 taczona jednoznacznie z niekorzystnym
rokowaniem chorych, moze stanowi¢ pewnego rodzaju petle sprzezenia zwrotnego. Nalezy
zalozy¢, ze u pacjentow w tak zaawansowanym stadium BC aktywnos¢ MMPs bedzie
podwyzszona (autorzy nie wykonali oznaczen), co pocigga za sobg aktywacje mechanizmow
kompensacyjnych, miedzy innymi przez TIMP-1. Nawet tak duzy wzrost, majacy na celu
zahamowanie przebudowy mikrosrodowiska guza i jego infiltracj¢, nie skompensuje
aktywnosci kolagenaz degradujacych macierz komoérkowa. Znaczace rdznice wynikow w obu
badaniach posrednio wskazuja na zwigzek pomig¢dzy ekspresja TIMP-1 a stopniem
Zaawansowania nowotworu.

Wedhlug Durkana i wsp. stezenie TIMP-1 u wszystkich chorych ze zdiagnozowanym
BC jest wyzsze w porownaniu z grupg osob zdrowych. Pacjenci z guzami naciekajacymi
migénie majg wyzsze stezenia TIMP-1 w moczu niz pacjenci z guzami cis/Ta/T1. Poziomy
TIMP-1 wykazuja rowniez silng korelacje z wielkoscig guza. Jednak wskazniki przezycia
wolnego od progresji byly nizsze u pacjentéw ze stezeniami TIMP-1 przekraczajacymi
mediane (1,8 ng/ml), ale nie wigzaly si¢ one z przezyciem specyficznym dla choroby.
U pacjentéw z guzami T2-4 i G3 stosunek MMP-1:TIMP-1 w moczu byt istotnie nizszy niz
w przypadku guzow pgcherza moczowego Ta/T1 lub G(1)-G(2) [Durkan i wsp. 2001].

W naszych badaniach wartoéci TIMP-1 wzrosty tylko w moczu po resekcji guza, i nie
r6znily si¢ znamiennie pomi¢dzy grupa kontrolna a pacjentami ze zdiagnozowanym BC.
W probkach moczu stezenia TIMP-1 u pacjentow z BC byly wyzsze w niz w surowicy,
zarowno przed i po zabiegu (ryc. 12 i 21), wynosity one odpowiednio 120,37 ng/ml i 134,48
ng/ml (p=0,034). Kliniczna ocena uzyteczno$ci tych zmian wymaga uwzglednienia zmian
jego ekspresji w odniesieniu do pozostatych markerow — w tym przypadku MMPs. Analiza
korelacji wykazata, ze w moczu pacjentdow przed resekcja guza oprocz TIMP-1 wzrasta
jednoczesnie MMP-9 (r=0,72; p=0,001); (ryc. 28 i 29) i zaleznos¢ ta utrzymywata si¢ jeszcze
trzy miesigce po resekcji guza (ryc. 31). Uzyteczny klinicznie wydaje si¢ wspotczynnik
MMP-9/TIMP-1, przydatny w ocenie inwazji i przerzutowania nowotworu. Zesp6t
z Collegium Medicum w Bydgoszczy badat te zaleznosci. Nie zaobserwowali tendencji

wzrostowej TIMP-1 wraz ze stopniem zaawansowania nowotworu jak w przypadku MMP-1,
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chociaz staba korelacja migdzy st¢zeniami TIMP-1 i MMP-9 wystepowata. Niezaleznie
od ekspresji TIMP-1, indeks MMP-9/TIMP-1 byt podwyzszony, co wskazuje na zaburzenie
rébwnowagi miedzy biosynteza MMP-9 a TIMP-1 w obrebie guza i jego podscieliska
[Kopczynska i wsp. 2007].

W badaniach wiasnych nie zaobserwowano zmian stezen TIMP-2 w surowicy osob
z grupy badanej zaréwno przed jaki i po elektroresekcji guza. Wartosci te nie roznily sig¢
wzgledem grupy kontrolnej (ryc. 13). Nie stwierdzono istotnych roznic stezen
w analizowanych probkach moczu (ryc. 22). W grupie badanej przed zabiegiem odnotowano
dodatnie korelacje TIMP-2 z MMP-9 i MMP-14 oraz TIMP-1 (ryc. 28). Po usuni¢ciu guza
TIMP-2 ujemnie korelowato ze stezeniem MMP-1 (ryc. 31). Na tej podstawie nie mozna
stwierdzi¢, ze TIMP-2 pomimo pewnych korelacji z innymi markerami bg¢dzie uzytecznym
markerem diagnostycznym. Tak mate roznice st¢zen pomiedzy grupami, praktycznie to
wykluczajg 1 wskazuja na miejscowy charakter zmian.

Stezenia TIMP-3 w surowicach pacjentow z BC, podobnie jak TIMP-2, nie roznity si¢
pomigdzy grupami (ryc. 14). W moczu odnotowano wyrazny wzrost stezenia TIMP-3
w drugim pobraniu po resekcji guza (ryc. 23). Analiza danych wykazata, ze w moczu
pacjentow przed operacja stezenie TIMP-3 dodatnio koreluje z MMP-14; r=0,64; p=0,002
(ryc. 28). W okresie trzech miesigcy po resekcji guza TIMP-3 znamienne korelowato z MMP-
9, MMP-15, TIMP-1 i TIMP-4 (ryc. 31 i 32). Wyniki te dostarczaja waznych informacji
0 ztozonosci ukladéow metaloproteinaz i1 ich inhibitoréw w powierzchownym nowotworze
pecherza moczowego. O ile wzrost MMPs utatwia naciekanie bton podstawnych i infiltracje
komorek rakowych, to wyksztatlcenie mechanizméw sprzezenia zwrotnego ma przeciwdziatac
temu procesowi. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze proces taki zachodzi przez
jednoczesng aktywacje za posrednictwem TIMP-3 pozostatych czynnikow wzmacniajacych to
dziatanie: TIMP-1 oraz TIMP-4. Jednak ten zlozony mechanizm ochronny, hamujacy
nieswoiscie aktywno$¢ metaloproteinaz, uaktywnia si¢ dopiero w pdzniejszym czasie
po interwencji chirurgicznej. Hoque i wsp. wskazali zwigzek nieprawidtowej metylacji TIMP-
3 w osadzie moczu z progresja raka pecherza moczowego. Ryzyko zgonu u tych chorych byto
istotnie wyzsze. Wieloczynnikowa analiza potwierdzita, ze metylacja TIMP-3 byta
niezaleznym czynnikiem prognostycznym przezycia w raku pecherza moczowego
w zaleznos$ci od stopnia zaawansowania i przerzutow. Metylacja TIMP-3 wigzala si¢ z prawie
dwuipotkrotnym wzrostem ryzyka zgonu [Hoque i wsp. 2008]. Kwestia wysokiej ekspresji
metylowanych TIMP-3 pozostaje wcigz sporna. U pacjentdow z nieinwazyjnym rakiem

pecherza moczowego metylacja TIMP-3 wigzata si¢ z wydluzeniem okresu wolnego
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od choroby [Friedrich i wsp. 2005]. Autorzy nie badali jednak stezenia wiasciwej struktury
TIMP-3, co w praktyce ogranicza mozliwo$¢ zestawienia i poréwnania prezentowanych
wynikow z naszymi.

Ocena stezen TIMP-4 w surowicy krwi pacjentow z BC i grupie kontrolnej nie
wykazata istotnych roznic (ryc. 15). Nalezy zaznaczyC, ze byly one najnizsze sposrod
wszystkich TIMPs, szczegolnie w badaniu I/Il w obrebie obu grup - nie przekraczaly 10
ng/ml. W probkach moczu stezenie TIMP-4 réwniez bylo niskie, ale istotnie wzrosto
po resekcji guza (ryc. 24). Analiza danych wykazata dodatnie korelacje TIMP-4 z MMP-15
(r= 0,74; p=0,0001), TIMP1, TIMP-2, TIMP-3 po trzech miesigcach od interwencji
chirurgicznej (ryc. 31). Interpretacja uzyskanych wynikow jest tozsama z przedstawiong
dla TIMP-3. Postuluje si¢ ten sam mechanizm kompensacji uktadu metaloproteinaz poprzez
wzrost aktywnosci ich inhibitorow. W dostgpnym pismiennictwie jest mato informacji nt. roli
TIMP-4 w raku pecherza moczowego. Zaobserwowano, ze podwyzszona ekspresja TIMP-4
wiaze si¢ z tendencj¢ do tworzenia guzoéw nowotworowych [Lizarraga i wsp. 2016]. Wyniki
te wskazuja na niekorzystne znaczenie czynnika w progresji nowotworu, jednak
przedkliniczny charakter publikowanych danych ma znikomg warto$¢ diagnostyczna.

W badaniach witasnych oznaczono dodatkowo stezenie o2-makroglobuliny. Wybor
markera do badan podyktowany byl licznymi doniesieniami o zmianach st¢zenia o2M
W chorobach metabolicznych z towarzyszacym stanem zapalny oraz raku prostaty.
Pojedyncze doniesienia traktuja o znaczeniu markera w nowotworze pecherza moczowego
[Lee i wsp. 2022]. Uzyskane wyniki wykazaly bardzo niskie st¢zenia a2M (<2 ng/ml)
W surowicy i w moczu w grupie kontrolnej oraz w dwoch oznaczeniach w grupie badanej
(ryc. 16 i 25). Roznice stgzen pomiedzy grupami nie byly znamienne statystycznie. Wykazano
dodatnie korelacje w probkach moczu przed resekcja guza pomiedzy stezeniem a2M a MMP-
9 (r=0,62; p=0,003), TIMP-1 (r=0,70; p=0,001), TIMP-2 (r=0,59; p=0,006) i TIMP-3 (r=0,55;
p=0,01). W zlozonym panelu badan przesiewowych, oznaczanie 02M w moczu znajduje
pewne uzasadnienie, tylko w potaczeniu z pozostatymi markerami, ktorych stezenie silnie
koreluje z 02M (ryc. 28 i 30). Pewnym problemem sg niskie st¢zenia globuliny, bliskie
granicy detekcji i mata swoisto$¢ dla BC, co w praktyce wigzatoby si¢ z zupetlnie nowg
standaryzacja metody oznaczen.

Przeprowadzone badania wniosty pewne wazne spostrzezenia 1 rzucily nowe $wiatlo
na rol¢ jaka odgrywaja MMPs 1 TIMPs oraz a2M W powierzchownym nowotworem pgcherza
moczowego. Podjety problem badawczy nie jest latwy, poniewaz w guzach nienaciekajacych

bton podstawnych z reguty dostrzegamy zmiany jedynie na poziomie morfologicznym,
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diagnozowane podczas cystoskopii. Wahania st¢zen potencjalnych markerow przy tak matych
zmianach miejscowych moga by¢ niewielkie. Inaczej jest w przypadku chorych
w zaawansowanym stadium nowotworu, gdzie zarowno guz i podscielisko wykazuja
wzmozong aktywno$¢ metaboliczng, co bezposrednio przektada si¢ na znacznie wigksze
roznice st¢zen biomarkera w badanym materiale, przy zatozeniu jego swoistosci.

Uzyskane wyniki nalezy zbiorczo interpretowaé w aspekcie zmian biochemicznych
zachodzacych u pacjentow, ktorzy ze wzgledu na objawy zostali skierowani na cystoskopie,
a wykazane istotne roznice wraz z korelacjami, jako potencjalny panel uzupehiajgcy
standardowg diagnostyke BC. Druga faza badan dostarcza waznych informacji o remodelingu
tkanek zachodzacym w obrebie usunigtego guza po trzech miesigcach od resekcji,
determinujac tym samym zmiany w obrebie nowotworzonej struktury tkankowej. Liczne
prace podnosza tez kwesti¢ znaczenia poziomow markeréw w okreslonych interwatach
czasowych i ich zwigzku z czasem przezycia i ryzykiem wznowy nowotworu. Dane te sg
jednak sprzeczne i wymagajg ostroznej interpretacji. W cytowanym w niniejszej pracy
pismiennictwie Autorzy czgsto tacza fakt zmiany stgzenia markera u chorych z nowotworem
pecherza moczowego z pigcioletnimi okresem przezycia oraz ryzykiem przerzutow. Takie
postgpowanie nie znajduje uzasadnienia klinicznego. Wiarygodna ocena przezycia wymaga
zestawienia danego markera z calym panelem uznanych czynnikéw prognostycznych
0 wysokiej swoistosci, a nie wybiorczej oceny jednego z nich. W badaniach wtasnych
odstapiono od takiej analizy ze wzgledu na krétki, bo tylko trzymiesigczny okres obserwacji
i niskie ryzyko zgonu. Wszyscy uczestnicy zglosili si¢ na powtdrne badanie po resekcji guza
iu zadnego z nich, nawet w przypadku wystgpienia niepokojacych objawow i zlecenia

cystoskopii czy tomografii pecherza, nie stwierdzono wznowy nowotworu (ryc. 37-41).

Ryc. 37. Wygojona blizna po
elektroresekcji raka pecherza
moczowego (guz 11 mm pTa, low
grade)
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Ryc. 38. Rak uroterialny
pecherza moczowego 28 mm,
pT1, high grade

Ryc. 40. Cztery tygodnie po
operacji raka pecherza
moczowego — lewa S$ciana
pecherza (28 mm pT1, low grade)
- pecherz MOCZOWY
gladkoS$cienny.

N :
Ryc. 39. Szes¢ tygodni po operacji
guza pecherza moczowego (rak
uroterialny 23 mm pTa, low
grade - $ciana prawa pecherza
MOCzOowego.

Ryc. 41. Gojaca si¢ rana trzy
tygodnie po doszczetnej
elektroresekcji raka pecherza
moczowego (guz 3 cm, pT1, high
grade, s$ciana lewa pecherza
MOCzowego).
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Zestawiajac uzyskane wyniki z grupg zdrowych ochotnikow nie zaobserwowano
znamiennych réznic stezen MMPs w surowicy za wyjatkiem MMP-1, podobnie dla TIMPs
oraz a2M. W badanych probkach moczu stezenia MMP-1, MMP-9 i MMP-15 nie roznity si¢
wzgledem kontroli, jednak stezenie MMP-14 byto znamiennie wyzsze w grupie zdrowych
ochotnikdw.

Biorace pod uwage wiek pacjentéw i ryzyko interferencji czynnikoéw zaktdcajacych, nie
mozna wykluczy¢ ich wptywu na uzyskany wynik. W rozdziale 4.6 zwrdcono na to uwage,
opisujgc przyktadowe ksenobiotyki i wybrane aspekty stylu zycia jako czynniki modulujgce
poziom metaloproteinaz. Przedstawione w nim dane nalezy traktowa¢ w kategorii pewnych
ograniczen metodologicznych, ktore w trakcie projektowania badania byly praktycznie
niemozliwe do wyeliminowania. Mozna w pewnym uproszczeniu zatozy¢, ze rozklad tych
czynnikow jest poréwnywalny w kazdej z grup i nie podlega istotnym fluktuacjom
Czasowym.

Dowodzi to, ze caly proces bliznowacenia tkanek po ingerencji chirurgicznej
regulowany jest przez aktywno$¢ praktycznie wszystkich typéw kolagenaz, a zmniejszenie
ich aktywnosci zalezy od dwoch czynnikéw hamujacych ten proces: TIMP-3 oraz TIMP-4.

Znaczenie MMPs i TIMPs w nowotworach pgcherza moczowego w roznych stadiach
zaawansowania, jak dotad nie zostalo ostatecznie wyjasnione. Liczne, czgsto wykluczajace si¢
wyniki badan odnos$nie rokowan i zwigzku stanu klinicznego z poziomem poszczegolnych
metaloproteinaz utrudniaja jednoznaczng interpretacjg¢ uzyskanych danych.

Potrzebne sa dalsze badania, z uwzglgdnieniem zmian poziomdéw oznaczanych
markeréw takze w materiale biopsyjnym pobranym bezposrednio z guza i podscieliska,
a takze wydtuzenie czasu obserwacji po usunig¢ciu nowotworu. Okreslenie zaleznosci zmian
0 charakterze miejscowym w obrebie guza i marginesu zdrowej tkanki, skorelowane
z wynikami naszych badan w surowicy i w moczu mogg stanowi¢ klinicznie przydatne
narzedzie uzupetniajace rekomendowane obecnie metody diagnozowania i leczenie chorych

z nowotworami pgcherza moczowego.
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10. Whnioski

Ocena stezen MMPs 1 TIMPs w surowicy pacjentdéw z nowotworem urotelialnym pecherza
moczowego, nie spelnia cech potencjalnego narz¢dzia wspomagajacego diagnostyke
chorych.

. Poziom a2-makroglobuliny we krwi i moczu nie odzwierciedla zmian zachodzacych
W obrebie guza pgcherza moczowego 1 jego srodowiska.

. W rakach urotelialnych pecherza moczowego nalezy rozwazy¢ jako uzupehienie
standardowej diagnostyki, ocen¢ zmian stezen panelu metaloproteinaz i ich inhibitorow
W mOocCzu.

Ocena poziomu tylko jednego typu endopeptydazy lub TIMP ma znikomg warto$¢
kliniczna.

. Wielko$¢ guza nie ma wptywu na poziom poszczegdlnych MMPs i TIMPs w moczu.

. Analiza korelacji stezen w moczu MMPs i TIMPs zaréwno przed jak i po elektroresekcji
guza moze stanowi¢ pomocne narz¢dzie diagnostyki biochemicznej. Szczeg6lnie: MMP-

15/TIMP-3; MMP-15/TIMP-4 oraz MMP-9/TIMP-1.
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11. Streszczenie

Wedtug danych opublikowanych przez European Association of Urology (EAU)
wskazuja, ze nowotwor pecherza moczowego jest sioddmym najczesciej diagnozowanym
nowotworem na §wiecie wsréd mezczyzn, jednoczesnie klasyfikuje si¢ na dziesigtej pozycji
dla catej populacji. Wskazniki zachorowalno$ci wynoszg 9,5 dla mezczyzn i 2,4 dla kobiet
na 100 000 osobolat, natomiast wspotczynniki $miertelnosci — odpowiednio 3,3 vs. 0,86.
Wezesna diagnoza istotnie poprawia rokowania u chorych. Wskazniki przezywalnosci sa
mniej korzystne w inwazyjnych postaciach tego nowotworu. W krajach Unii Europejskiej
istniejg pewne rozbieznos$ci w poszczegolnych rejestrach, dotyczace czestosci wystgpowania
BC 1 wskaznikow pigcioletniego okresu przezywalnosci. Wynika to z réznej dostepnosci
do badan przesiewowych i1 procedur klinicznych, a takze analizy pozyskanych danych
czastkowych. Pomimo istotnej poprawy w zakresie nowych metod obrazowania i technik
zabiegow chirurgicznych u pacjentow z rakiem urotelialnym pecherza moczowego, jakie
dokonaly si¢ w ciggu ostatnich lat, istnieja pewne rozbieznosci w ocenie rokowan opartych
wylacznie o wyniki badania histopatologicznego. Istotne zatem wydaje si¢ podjecie kwestii
uzupelnienia standardowej diagnostyki o panel biochemiczny, na podstawie ktorego
precyzyjnie mozna by okresli¢ strategi¢ dalszego leczenia, optymalizacj¢ farmakoterapii czy
ryzyko metastazy w przypadku nowotworow in Situ.

Cele pracy: Glownym celem badan byta ocena st¢zenia w surowicy krwi i w moczu
pacjentow z powierzchownym rakiem urotelialnym pgcherza moczowego potencjalnych
biomarkerow profilowania diagnostycznego: MMP-1, MMP-9, MMP-14, MMP-15 i ich
inhibitoréw (TIMPs 1-4) oraz o2-makroglobuliny. Nastepnie analiza Kkorelacji badanych
parametrow oraz wskazanie preferowanego materiatu do badan diagnostycznych. Uzyskanie
wieloczynnikowego modelu biomarkerow, stanowigcego uzupetienie standardowego panelu
diagnostycznego u chorych ze zdiagnozowanym nowotworem pegcherza moczowego.

Material i metoda: Na przeprowadzenie badania uzyskano zgod¢ Komisji
Bioetycznej przy UMK, Collegium Medicum w Bydgoszczy, dnia 19.01.2021 roku (nr KB
9/2021). Kwalifikacje do badania oraz pobieranie i zabezpieczenie materialu (surowicy
I moczu) przeprowadzono w Szpitalu Specjalistycznym im. J.K. Lukowicza w Chojnicach;
Oddziat Urologii i Onkologii Urologicznej w Chojnicach w latach 2021-2022. Do badan
zakwalifikowano pacjentéw ze zdiagnozowanym nowotworem pecherza moczowego n=20
(pTa/pT1 HG/LG), u ktoérych dokonano dwukrotnego pobrania materiatu do analizy — krwi

W objetosci okoto 10 ml i moczu maksymalnie 100 ml (tacznie 80 probek), przed 1 w okresie
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trzech miesigcy po elektroresekcji guza (badanie nr I i1 II). Grupe kontrolng stanowili zdrowi
ochotnicy bez zdiagnozowanej choroby nowotworowe;j.

Analiza statystyczna: Analize danych przeprowadzono za pomocg programu
Statistica 13.3. Wyniki zostaly zaprezentowane jako warto$¢ srednia z btedem standardowym
1 mediang. Zgodnos$¢ dystrybucji z rozktadem normalnym wynikéw badania krwi i moczu
przed i po resekcji guza oszacowano za pomocg test Shapiro-Wilka. Znamienno$¢
statystyczng oceniono przy pomocy testu nieparametrycznego - kolejnosci par Wilcoxona.
Poziom istotno$ci ustalono na poziomie p<0,05.

Wyniki: Stezenia analizowanych markeréw w surowicy pacjentow z nowotworem
pecherza moczowego nie réznily si¢ i byly zblizone do wartosci kontrolnych, za wyjatkiem
MMP-1.W badanych probkach moczu stezenia MMP-1, MMP-9 i MMP-15 nie réznity si¢
wzgledem kontroli, jednak MMP-14 bylo znamiennie wyzsze W grupie zdrowych
ochotnikow. Wzrost stgzenia po resekcji guza w surowicy chorych z BC zaobserwowano
tylko w przypadku MMP-1. W probkach moczu pacjentdéw odnotowano natomiast znamienny
wzrost MMP-9, MMP-14, MMP-15 oraz TIMP-3 i TIMP-4 po interwencji chirurgicznej.

Whnioski: Ocena stgzen MMPs i TIMPs w surowicy pacjentow z nowotworem
urotelialnym pecherza moczowego, nie spelnia cech potencjalnego narzgdzia
wspomagajacego diagnostyke chorych. Poziom a2-makroglobuliny we krwi i moczu nie
odzwierciedla zmian zachodzacych w obregbie guza pecherza moczowego i jego srodowiska.
Nalezy rozwazy¢ jako uzupelnienie standardowej diagnostyki, ocen¢ zmian stgzen panelu
metaloproteinaz i ich inhibitorow w moczu. Jednak ocena poziomu tylko jednego typu
endopeptydazy lub TIMP ma znikomg warto$¢ kliniczng. Wykazano, ze wielko$¢ guza nie ma
wplywu na poziom poszczegdlnych MMPs 1 TIMPs w moczu. Analiza korelacji stezen
w moczu MMPs 1 TIMPs zaréwno przed jak i po elektroresekcji guza moze stanowic
pomocne narzedzie diagnostyki biochemicznej. Szczegoélnie: MMP-15/TIMP-3; MMP-
15/TIMP-4 oraz MMP-9/TIMP-1.

Stowa kluczowe: metaloproteinazy, MMPs, TIMPs, o2-makroglobulina, rak pecherza

moczowego
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12. Summary

According to the data published by European Association of Urology (EAU) bladder
cancer is the seventh most frequently diagnosed type of cancer in men worldwide,
simultaneously the tenth in the whole population. The incidence rates are 9,5 for men and 2,4
for women per 100 000 person-years, while the mortality rates are 3,3 vs. 0,86 respectively.
The early diagnosis significantly improves the prognosis for patients. Survival rates are less
favorable in invasive forms of this cancer. In the European Union countries there are certain a
discrepancy in particular registers, concerning incidence of BC and the five-year survival rate
indicator. It results from the varying availability of screening tests and clinical procedures, as
well as the analysis of the obtained partial data. Despite significant improvements in new
imaging methods and surgical procedure techniques for patients with urothelial bladder cancer
that have occurred in recent years, there are certain discrepancies in the assessment of
prognosis based solely on histopathological examination results. Therefore, it seems
important to take up the issue of supplementing the standard diagnostics with a biochemical
panel, based on which the strategy of further treatment, optimization of pharmacotherapy or
the risk of metastasis in the case of in situ cancers could be precisely determined.

Objective: The main objective of the study was to assess the concentration of
potential diagnostic profiling biomarkers in serum and urine of patients with superficial
urothelial cancer of the urinary bladder: MMP-1, MMP-9, MMP-14, MMP-15 and their
inhibitors (TIMPs 1-4) and a2-macroglobulin. Then, the correlation analysis of the tested
parameters and indication of the preferred material for diagnostic tests. Obtaining a
multifactorial model of biomarkers that complements the standard diagnostic panel in patients
with diagnosed bladder cancer.

Material and method: The study was approved by the Bioethics Committee at the
Nicolaus Copernicus University, Collegium Medicum in Bydgoszcz on 19.01.2021 (no. KB
9/2021). Qualification for the study as well as collection and preservation of the material
(serum and urine) were conducted at J.K. Lukowicz Specialist Hospital in Chojnice;
Department of Urology and Urological Oncology in Chojnice in 2021-2022. For the study
included patients with bladder cancer diagnosis n=20 (pTa/pT1 HG/LG), in which material
for analysis was collected twice — blood in a volume of about 10 ml and urine maximum
100ml (total 80 samples), before and within three months after electroresection of the tumor
(examination no. | and Il). The control group consisted of healthy volunteers without

diagnosed cancer.
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Statistical analysis: Analysis of the data was performed by using Statistica 13.3
software. The results were presented as mean value with standard error and median. The
conformity of the distribution of blood and urine test results before and after tumor resection
with the normal distribution was estimated using the Shapiro-Wilk test. Statistical
significance was assessed using the non-parametric Wilcoxon signed-rank test. The
significance level was set at p < 0.05.

Results: The concentration of analyzed markers in the serum of patients with bladder
cancer did not differ and were similar to control values, except for MMP-1. In the tested urine
samples, the concentration of MMP-1, MMP-9 and MMP-15 did not differ compared to the
control group; however MMP-14 was significantly higher in the group of healthy volunteers.
The increase in concentration after tumor resection in the serum of patients with BC was
observed only in the case of MMP-1. In the urine samples significant increase of MMP-9,
MMP-14, MMP-15 as well as TIMP-3 and TIMP-4 after surgery intervention was observed.

Conclusions: Evaluation of the concentration of MMPs and TIMPs in the serum of
patients with urothelial bladder cancer, does not meet the characteristics of a potential tool
supporting the diagnosis of patients. The level of a2-makroglobulin in blood and urine does
not reflect the changes that occur within the bladder tumor and its environment. As a
supplement of standard diagnostics, assessment of changes in concentration of a panel of
metalloproteinases and their inhibitors in urine should be considered. However, assessment
the level of only one type of endopeptidase or TIMP has poor clinical value. It has been
shown that the size of the tumor does not impact for the levels of particular MMPs and TIMPs
in urine. Correlation analysis of urinary MMPs and TIMPs concentration, both before and
after electroresection of tumor, may be a helpful tool for biochemical diagnosis. Particularly:
MMP-15/TIMP-3; MMP-15/TIMP-4 and MMP-9/TIMP-1.

Keywords: metalloproteinases, MMPs, TIMPs, a2-macroglobulin, bladder cancer
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14. Spis rycin

Ryc. 1. Rak urotelialny pecherza moczowego (28 mm, pT1; high grade) — material

wlasny.

Ryec. 2. Rak urotelialny pecherza moczowego (11mm, pTa; low grade) — material wlasny.

Ryc. 3. Struktura przestrzenna MMP-1

Ryc. 4. Struktura przestrzenna MMP-9

Ryc. 5. Struktura przestrzenna MMP-14 (a) i MMP-15 (b)

Ryec. 6. Analiza wieku i plci pacjentow uczestniczacych w badaniu.

Ryec. 7. Analiza masy ciala oraz BMI [kg/m?] pacjentéw uczestniczacych w badaniu.

Ryec. 8. Stezenie MMP-1 [ng/ml] w surowicy pacjentéw z powierzchownym rakiem
urotelialnym pecherza moczowego.

Ryec. 9. Stezenie MMP-9 [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym rakiem
urotelialnym pecherza moczowego.

Ryc. 10. Stezenie MMP-14 [ng/ml] w surowicy pacjentéw z powierzchownym
rakiem urotelialnym pe¢cherza moczowego.

Ryc. 11. Stezenie MMP-15 [ng/ml] w surowicy pacjentéw z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

Ryec. 12. Stezenie TIMP-1 [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pe¢cherza moczowego.

Ryec. 13. Stezenie TIMP-2 [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

Ryc. 14. Stezenie TIMP-3 [ng/ml] w surowicy pacjentéw z powierzchownym
rakiem urotelialnym pe¢cherza moczowego.

Ryec. 15. Stezenie TIMP-4 [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

Ryc. 16. Stezenie 02 makroglobuliny [ng/ml] w surowicy pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pe¢cherza moczowego.

Ryec. 17. Stezenie MMP-1 [ng/ml] w moczu pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

Ryc. 18. Stezenie MMP-9 [ng/ml] w moczu pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

Ryc. 19. Stezenie MMP-14 [ng/ml] w moczu pacjentéw z powierzchownym

rakiem urotelialnym pecherza moczowego.
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Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

Ryec.

20. Stezenie MMP-15 [ng/ml] w moczu pacjentéw z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

21. Stezenie TIMP-1 [ng/ml] w moczu pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

22. Stezenie TIMP-2 [ng/ml] w moczu pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

23. Stezenie TIMP-3 [ng/ml] w moczu pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

24. Stezenie TIMP-4 [ng/ml] w moczu pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pecherza moczowego.

25. Stezenie a2 makroglobuliny [ng/ml] w moczu pacjentow z powierzchownym
rakiem urotelialnym pe¢cherza moczowego.

26. Ocena korelacji pomie¢dzy stezeniami MMPs, TIMPs oraz a2 makroglobuliny
W surowicy pacjentow z powierzchownym rakiem urotelialnym pecherza
moczowego przed operacja (badanie nr I) — korelacja rang Spearmana.

27. Ocena korelacji pomie¢dzy stezeniami MMPs, TIMPs oraz a2 makroglobuliny
W surowicy pacjentéw z powierzchownym rakiem urotelialnym pecherza
moczowego po elektroresekcji guza (badanie nr I1).

28. Analiza korelacji pomiedzy stezeniami MMPs, TIMPs oraz a2 makroglobuliny
w moczu pacjentow z powierzchownym rakiem urotelialnym pecherza

moczowego przed elektroresekcja guza (badanie nr I).

. 29. Korelacja pomiedzy stezeniem TIMP-1 a MMP-9 w moczu pacjentéw przed

elektroresekcja guza (badanie nr I).

. 30. Korelacja pomie¢dzy stezeniem TIMP-1 a a2 makroglobulina w moczu

pacjentéw przed elektroresekcja guza (badanie nr I).

. 31. Ocena korelacji pomiedzy stezeniami MMPs, TIMPs oraz a2 makroglobuliny

W moczu pacjentéw z powierzchownym rakiem urotelialnym pecherza
moczowego po elektroresekcji guza (badanie nr 11).

32. Korelacja pomie¢dzy stezeniem TIMP-3 a MMP-15 w moczu pacjentow po
elektroresekcji guza (badanie nr 11).

33. Korelacja pomiedzy stezeniem TIMP-4 a MMP-15 w moczu pacjentéw po
elektroresekcji guza (badanie nr I1).

34. Korelacja pomiedzy stezeniem TIMP-1 a MMP-9 w surowicy pacjentéw przed

elektroresekcjg guza (badanie nr I).
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Ryec. 35. Korelacja pomie¢dzy stezeniem TIMP-1 a MMP-9 w surowicy pacjentéw po
elektroresekcji guza (badanie nr 11).
Ryec. 36. Korelacja pomiedzy stezeniem TIMP-1 a MMP-9 w moczu pacjentow po

elektroresekcji guza (badanie nr 11).

o

Ryc. 37. Wygojona blizna po elektroresekcji raka pecherza moczowego (guz 11 mm pTa,
low grade)

Ryec. 38. Rak uroterialny pecherza moczowego 28 mm, pT1, high grade

Ryec. 39. Sze$¢ tygodni po operacji guza pecherza moczowego (rak uroterialny 23 mm
pTa, low grade - $ciana prawa pecherza moczowego.

Ryec. 40. Cztery tygodnie po operacji raka pecherza moczowego — lewa $Sciana pecherza
(28 mm pT1, low grade) - pecherz moczowy gladkos$cienny.

Ryec. 41. Gojaca si¢ rana trzy tygodnie po doszczetnej elektroresekeji raka pecherza

moczowego (guz 3 cm, pT1, high grade, $ciana lewa pecherza moczowego).

15. Spis tabel

Tabela 1. Powinowactwo inhibitorow metaloproteinaz tkankowych TIMPs do MMPs.

Tabela 2. Korelacje rang Spearmana dla poszczegolnych markerow we krwi a wielkos¢
guza.

Tabela 3. Korelacje rang Spearmana dla poszczegolnych markerow w moczu a wielkos$é

guza.
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16. Zalaczniki

. Uniwersytet Mikolst ¥uhernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy
KOMISJA BIOETYCZNA
- UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszez, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 9/2021 Bydgoszez, 19.01.2021 .

Dziatajge na podstawie art.29 ustawy z dnia S grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U, z 1997 .
Nr 28 poz. 152 (wraz z pézaiejszymi zmianami), rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia
- 11 maja 1999 r. w sprawie szczegélowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji
bioetycznych (Dz.U. Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzenia Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z pbin. zm. w
sprawie powolania oraz zasad dziatania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu przy

- Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

- (sklad podano w zalaczeniu), na posiedzeniu w dniv 19.01.2021 r. przeanalizowala wniosek,
ktéry zlozyt kierownik badania: i :

dr hab. n. med. Michal Wiciiski, prof. UMK
Katedra Farmakologii i Terapii
Szpital Uniwersytecki nr 1 w Bydgoszezy

z zespotem w skladzie i

- dr hab. n. med. Michal Wicinski, prof. UMK, dr n. med. Stanistaw Wroiski,

lek. med. Marcin Kurant, lek. {med. Pawel Wroiniski, Malgorzata Golgbiewska,
Malgorzata Kasprzak, Liliana Bara!n,

W sprawie badania:

»Oznaczenie aktywnosdci Ms i ich inhibitoréw oraz innych potencjalnych
markeréw diagnostycznych u pacjentéw z powierzchownym rakiem urotelialnym
pecherza moczowego.” i

Po zapoznaniu sie ze ztozonym wnﬁoskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjela - g '

_ Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku
W sprawie przeprowadzenia badan, w zakresie okreslonym we wniosku pod warunkiem:

« poinformowania na pismie uczestnikéw !{‘adania W tym réwniez uczestnikéw stanowiacych grupe kontrolng
o celu oraz zakresie badaf iuzyskaniaoc}kawegoznichosobnej. pisemne;, $wisdomej zgody na udziat w
badaniu, zgodnie z obowigzujacymi przépisami, datowanej najpézniej na moment rozpoczecia badania, a
nie wezedniej niz data uzyskania z Komisji Bioetycznej pozytywnej opinii o badaniu;

. ®  zapewnienia, 2e osoby uczestniczace w' eksperymencie badawczym nie s3 ubezwiasnowolnione, nie sg
: Zomierzami shuzby zasadniczej, nie sa {osobami pozbawionymi wolnosci, nie pozostaja w zaleznosci
shuzbowej, dydaktycznej lub inngj z prowadzacym badanie;

'+ UWAGA! Uczestnicy badania stanowiacy grupe kontrolng nie moga by¢ rekrutowani sposr6d studentéw lub
: pracownikéw podlegajacych zaleznoéei stuzbowej lub dydaktycznej z badaczami,
_* zachowania tajemnicy wszystkich danych, w tym danych osobowych uczesmikéw badania,
I umozliwiajacych ich identyfikacje w ewelfxmahuych publikacjach;

* sugenyemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacjg o badaniu, lub sporzadzenie formularza
" informaci i éwiadomej zgody na udzit wibadaniu w ramach jednego dokumentu.
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2
Jednocntniemomujcmy,iz”Zgodamudzia!wbadmiu”winmmmm.h.:imiqinazwiskobadanej
osoby; Nr historii choroby pacjenta (Lks.gh OddziatwPoradni) oraz date i podpis badanej osoby, a takze

klauzule, ze uczestik badania wyraza zgode na prestwaszasic danych osobowych dotyczacych realizacii tematu

badawczego, zgodnie z obowiqzujqc?m prawem (RODO).

Kierownik badania zobowiaiany jest do przechowywania wszystkich dokumentéw dotyczacych badania przez
okres dwudziestu lat.

< Zgoda obowigzuje od daty podjecia uchwaly (19.01.2021 r.)ldo korica 2023 r.

. Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku z wwzglednieniem przedstawionego projektu;
katda zmiana i modyfikacja wymaga uzyskania odrgbnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, kiére mogiyby mieé wplyw na opinig Komisji oraz poinformowania o
zakonezeniu badania.

" Od niniejszej uchwaly podmiot zamierzajgcy przeprowadzié eksperyment medyczny, kierownik zakiadu
opieki xdrowotnej, w kidrej eksperyment medyczny ma byé przeprowadzony, mogg wniesé odwolanie do
Odwolawczef Komisji Bioetycznej przy Ministrze Zdrowia, za posrednictwem Komisji Bioetycznej przy
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszezy, w terminie 14 dni od daty otrzymania niniejszej Uchwaly.

Otrzymuje:

dr hab. n. med. Michat Wiciski, prof. UMK
Katedra Farmakologii i Terapii

Szpital Uniwersytecki nr 1 w Bydgoszezy

92



Lista obecnoscei

na posiedzeniv Komisji Bioetycznej

w dniu 19.01.2021 r.
Lp. Imig i nazwisko Funkcja/ Specjalizacia Podpis
. Prof. dr hab. med. Karol $liwka Prewoduleagy
medycyna sqdowa 4 '
Z - ca przewodniczacego \ |
2. Mgr prawa Joanna Poletek-Zygas %a l i)/\,
pediatra, alergologia | '
Prof. dr hab. med. Mieczystawa Czerwionks-Szaflarska
3. e gastroenterologia deiecigca ‘Q%
|
4 Prof. dr hab. med. Anna Balar-Borod pediatria, nefrologia
s Prof. dr hab. med. Marck Grabiec . @\/
ginekologia onkologlczna
. chirurgia ogdina, ¢
6 Prof. dr hab. med. Zbigniew Wilodarczyk Pl W
) organizacia ochrony
7. | Drbab. n. med. Katarzyna Pawlak-Osifiska, prof. UMK . ovol ogi
4 choroby wewngtrzne, Z
. Prof. dr hab. n med. Maria Kiopocks ol i %ﬂl—r\
9. Ks. dr hab. Wojciech Szukalski, prof. UAM duchawny !adﬁdmﬂ
10. Dr n. med. Radostawa Staszak-Kowalska pediatria, choroby pluc m
L Mgr prawa Patrycja Brzezicka prawniczka /],k Z
!
12 Mgr farm. Aleksandra Adamczyk Jfarmaceutka K ‘ ! )
13. Mgr Lidia Iwinska-Tarczykowska pilelggniarka (ﬁ /
(A
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