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Biomarkery w diagnostyce molekularnej nowotworéw gruczotu krokowego

Starzenie sig ludnosci przyczynia sig do wzrostu zapadalnoéci na choroby nowotworowe. Rak
gruczotu krokowego (RGK} staje sie coraz wigkszym problemem epidemiologicznym. RGK jest
najczgsciej wykrywanym nowotworem u mezczyzn i stanowi druga przyczyne zgonodw z powodu
nowotwordéw ztosliwych w USA oraz w Unii Europejskiej (UE). Tylko w UE raka stercza
rozpoznaje sig u blisko 200 tysiecy mezczyzn rocznie. Codziennie na RGK umiera w Europie 240
mezczyzn, w Polsce ponad 10 chorych. W 2007 roku rak stercza, pod wzgledem
zachorowalnodci, zajmowat w Polsce, u mezczyzn trzecie miejsce (po raku ptuca i jelita
grubego). W tym samym roku odnotowano w Polsce ponad 7300 nowych przypadkéw RGK.
Ponadto, szacuje sig, ze u ok. 70% mezczyzn powyzej 70 roku zycia moze ujawni¢ sie RGK.
Podstawowym badaniem w diagnostyce RGK pozostaje glikoproteina wykrywana w surowicy
krwi - Prostate Specific Antigen (PSA) - stosowana od ponad 20 lat w urologii. Niestety, mimo ze
oznaczenie PSA jest tanie i powszechnie dostepne, to cechuje sie niskg swoistoscia w
wykrywaniu RGK (podwyzszenie wartosci PSA wystgpuje réwniez w nienowotworowych
chorobach gruczofu krokowego, np. w tagodnym rozroscie stercza i w stanach zapalnych
gruczotu). PSA posiada rowniez niewielka warto$¢ prognostyczna. W wiekszosci przypadkéw,
PSA, nie pozwala zidentyfikowa¢ chorych na agresywng postaé RGK, ktérzy wymagaja wdrozenia
szybkiego i radykalnego leczenia. Zatem, konieczne staje sie poszukiwanie nowych markeréw
RGK, ktdére pozwolg na odpowiednio wczesne wykrycie nowotworu i poprawig rokowanie
chorych.

Pojawienie sie biomarkeréw bylo naturalng konsekwencjg ostatnio opisanych zmian
molekularnych w RGK m.in. fuzji genetycznych oraz alteracji na poziomie informacyjnego RNA
(mRNA). Markery biologiczne stwarzajg nowe perspektywy w diagnostyce RGK. Biomarkery, w
odréznieniu od PSA, mozna bezposrednio wykrywaé w komérkach rakowych uwalnianych z
tkanki nowotworowej stercza. Ponadto, biorgc pod uwage, ze okoto 70% nowotwordw gruczotu
krokowego ma przebieg tagodny i nie prowadzi do zgonu, ocena ztosliwosci guzéw ma ogromne
znaczenie kliniczne. Rozwoj genetyki i biologii molekularnej w ostatniej dekadzie pozwolit na
opracowanie nowoczesnych testéw genetycznych, ktére coraz czesciej wprowadzane sg do
praktyki onkologicznej. Zaktada sig, ze wkrétce testy te pozwolg odpowiednio wezesdnie wykryé

RGK i wdrozy¢ wilasciwe, wysoce specyficzne postepowanie terapeutyczne.

Ogdbinym celem omawianych prac byta ocena skutecznosdci nowych markerdéw biologicznych w
rozpoznawaniu, ocenie i roznicowaniu agresywnosci nowotwordéw gruczotu krokowego.
Ponadto, poréwnywano wartos¢ diagnostyczng biomarkerow z dotychczas powszechnie

stosowanym markerem raka stercza - PSA.



W ostatnich latach wprowadzono nowy test genetyczny (Progensa PCA3) pozwalajacy na
wykrycie raka stercza we wczesnej fazie choroby. Test PCA3 ocenia ekspresje, opisanego w 1999
roku genu, Prostate CAncer Gene 3 (PCA3), w moczu. PCA3 zlokalizowany jest na ramieniu
dtugim chromosomu 9 i ztozony jest z czterech egzonéw. Gen ulega zwiekszonej ekspresji w 95%
nowotworow gruczotu krokowego. Hessels i wsp. zaobserwowali wzmozona, ponad 66-krotna,
nadekspresie genu PCA3 w zmienionej nowotworowo tkance stercza w poréwnaniu z
prawidtowym utkaniem gruczotu. W 2009 roku Clarke i wsp. po zidentyfikowaniu kolejnej
izoformy genu PCA3 (PCA3-TS4), opisali nowa strukture PCA3. Zasugerowali réwniez, ze w raku
stercza dochodzi do istotnych interakcji miedzy genem PCA3 a jego genami naktadajacymi sie -
PRUNEZ2 (BMCC1-1 oraz BMCC1-2}.

Celem pracy: ‘Differential expression of PCA3 and its overlapping PRUNE2 transcript in
prostate cancer’ The Prostate 2010; 1;70:70 -78. Salagierski M., Verhaegh GW, Jannink SA,
Smit FP, Hessels D, Schalken JA., byta ocena skutecznosci diagnostycznej nowej izoformy genu
PCA3 - (PCA3-TS4) oraz analiza interakcji migedzy genami PCA3 i BMCC1 (PRUNE2) w raku
gruczotu krokowego. Do badania witaczono chorych w réznym stadium zaawansowania RGK. W
badaniu histologicznym preparatéw stercza po prostatektomii radykalnej zidentyfikowano
cztery grupy nowotwordw: 1) niskiej ztosliwosci (LG-PCa; n=10), 2) wysokiej ztosliwosci (HG-PCa;
n=10), 3) hormonooporne (CR-PCa; n=10), 4) przerzutowe (Met-PCa; n=10). Po izolacji RNA
ekspresje gendéw okreslono, stosujgc specyficzne primery, w reakcji taricuchowej polimerazy
DNA z analiza ilosci produktu w czasie rzeczywistym. W pracy poréwnano ekspresje izoform
gendéw PCA3 i BMCC1 w zdrowej i objetej procesem nowotworowym tkance stercza. Do
okreslenia bezwzglednej ilosci kopii genu PCA3 skonstruowano plazmid PCA3-TS4. Ponadto
oceniano wptyw androgendéw na ekspresje PCA3 i BMCC1 in vitro, stymulujgc komarki raka
stercza LNCaP i 22Rv1 5a-dihydrotestosteronem.

W badanej grupie chorych potwierdzono istotnie zwiekszong (68-128-krotnie) ekspresje obu
izoform genu PCA3 (PCA3-TS4 oraz PCA3-TS5) w tkance nowotworowej stercza w poréwnaniu z
prawidtowym utkaniem gruczotu. Nie zaobserwowano istotnej statystycznie przewagi
skutecznosci diagnhostycznej nowej izoformy PCA3-TS4 nad ,klasyczng” (wykorzystywang w
tescie diagnostycznym) izoforma PCA3-TS5. Zatem PCA3-TS4 wydaje sie stanowié jedynie
marginalny transkrypt genu PCA3. Nie stwierdzono istotnych rdznic w ekspresji obu izoform
genu BMICC1 (BMCC1-1 oraz BM(CC1-2) miedzy zdrowa a objetg procesem nowotworowym
tkankg stercza. Ponadto w pracy wykazano, ze ekspresja genéw PCA3 i BMCCI ma odmienng
regulacje hormonalng in vitro. Po stymulacji 5a-dihydrotestosteronem dochodzito do wzrostu
ekspresji genu PCA3 oraz do spadku ekspresji obu izoform genu BMCC1 (BMCC1-1 oraz BMCC1-

2) w komérkach raka stercza majacych ekspresje receptora androgenowego.



W badaniu wykazano zatem, ze nowy transkrypt PCA3-TS4 w pordwnaniu z klasyczng
izoforma genu PCA3 (PCA3-TS5) wykrywany jest w nowotworach stercza w $ladowych iloéciach.
Nakfadajace sig geny PCA3 i BMCCI posiadajag odmienng regulacje hormonalna. Wydaje sie
réwniez bardzo mafo prawdopodobne zeby wzajemnie na siebie oddziatywaty. Wykorzystywany
w diagnostyce molekularnej RGK transkrypt, PCA3-TS5, to podstawowa izoforma genu, ktéra
uwazana jest obecnie za najbardziej czuty i swoisty marker RGK.

Ukazanie si¢ pracy wywotato dyskusje dotyczacg struktury genu PCA3 oraz genéw
naktadajacych sie: BMCCI-1 oraz BMCCI-2: ‘Differential expression of PCA3 and BMCC1 in
prostate cancer’ Lavin MF, Clarke R, Gardiner RA. Prostate. 2009 Dec 1;69{16):1713-4.

W odpowiedzi na komentarz Lavina i wsp., po ponownej weryfikacji naszych danych i
powtdrzeniu wielu doswiadczen laboratoryjnych, w licie do Redakcji The Prostate: ‘Differential
Expression of PCA3 and BMCC1 in Prostate Cancer’, The Prostate 2009 69:1715. Verhaegh GW,
Salagierski Maciej, Schalken JA., potwierdzilismy, ze opisana przez Clarke’a i wsp. nowa
izoforma genu PCA3 (PCA3-TS4) posiada znacznie tzn. ok. 100-razy niizsza ekspresje od
klasycznego wariantu genu PCA3 (PCA3-TS5). W naszej pracy, mimo Ze uzyto podobnych
technik laboratoryjnych jak w badaniu Clarke’a i wsp. {m.in. iloéciowego PCR), nie stwierdzono,
opisanego wczesniej przez Clarke’a i wsp., wzrostu ekspresji gendw naktadajgcych sie na
transkrypt PCA3 (BMICC1-1 oraz BMCC1-2) po stymulacji komérek RGK 5a-
dihydrotestosteronem. Zatem konieczne wydaje sig przeprowadzenie badan na wiekszej ilosci

chorych celem okreélenia wzajemnej regulacji gendéw PCA3, BMCC1-1 oraz BMICC1-2.

Przygotowujgc sie do kolejnych prac doswiadczalnych zebrano pi$miennictwo oraz
usystematyzowano istniejgce doniesienia naukowe dotyczgce genu PCA3 oraz translokacji
TMPSSR2-ERG. W pracy pt.: ‘Molecular Diagnosis of Prostate Cancer: PCA3 and TMPSSR2-ERG
Gene Fusions’ J Urol. 2012 Mar;187(3):795-801. Salagierski M., Schalken JA., analizowano baze
PubMed od 1999 roku poszukujgc publikacji na temat PCA3 (130 artykutéw) oraz fuzji
genetycznych TMPSSR2-ERG (180 publikacji). Na podstawie przegladu pismiennictwa
stwierdzono, ze test do wykrywania ekspresji genu PCA3 w moczu {Progensa PCA3 test, Gen-
Probe Incorporated, San Diego, CA, USA) pozostaje jedynym nowoczesnym badaniem
genetycznym w diagnostyce RGK dostepnym w praktyce klinicznej, ktéry w 2012 roku zostat
zatwierdzony przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA). Progensa PCA3 jest
nieinwazyjnym badaniem okreslajagcym ekspresje PCA3 RNA w moczu pobranym po masazu
stercza w trakcie badania per rectum. Przecietna czutos¢ i swoistosc testu sg wysokie - wynosza
odpowiednio 69% i 79%. Istotnie, Progensa PCA3 score jest bezposrednio zalezny od ilosci

nowotworowych komoérek stercza dostajgcych sie do moczu w wyniku masazu gruczotu. W



zwigzku z tym zakiada sig, ze wieksze i bardziej agresywne guzy uwalniaja do moczu wiecej
komorek rakowych, co prowadzi do wyzszej wartosci PCA3 score niz w przypadku nowotworéw
matych, ktére najprawdopodobniej nie doprowadza do $mierci chorych - okreélanych jako
nieistotne klinicznie. Nakanishi i wsp. wykazali, ze Progensa PCA3 score dodatnio koreluje z
catkowita objetoscia guza stercza w histopatologicznej ocenie gruczotu po prostatektomii
radykalnej oraz z agresywnoscia nowotworu w skali Gleasona. Co wazne, badanie potwierdzito,
ze PCA3 score jest znacznie nizszy w nowotworach o objetosci <0,5 cm3, Gleason <6 niz w
guzach >0,5 cm3, Gleason 27; {p= 0,004}). W badaniu wieloosrodkowym, Haese i wsp. wykazali,
ze PCA3 score koreluje ze stopniem zaawansowania klinicznego guza oraz z wynikiem biopsji.

Powyzsze, wstepne dane kliniczne, sugerujg, ze Progensa PCA3 score jest wyzszy w bardziej
agresywnych nowotworach. Pozwala to mie¢ nadziejg, iz stosujac PCA3 score mozliwe bedzie
doktadne wskazanie chorych wymagajacych szybkiej interwencji oraz tych (np. starszych
mezczyzn z wysoko zréznicowanymi nowotworami), u ktorych bezpiecznie bedzie mozna
odroczy¢ leczenie lub nawet z niego zrezygnowac. Ponadto, uznaje sie, ze test PCA3 jest bardzo
przydatny w kwalifikowaniu chorych do biopsji, zwlaszcza gdy rozwazana jest kolejna biopsja
gruczotu krokowego. W wielu przypadkach oznaczenie PCA3 score pozwala unikngé ponownej
biopsji, zwtaszcza u mezczyzn z niespecyficznymi czynnikami prowadzgcymi do wzrostu stezenia
PSA w surowicy.

Progensa PCA3 jest obecnie najbardziej czutym i swoistym biomarkerem RGK i tym samym
stwarza duze nadzieje na istotng poprawe w diagnostyce i leczeniu nowotwordw stercza. W
wielu krajach europejskich test PCA3 zostat juz wprowadzony do praktyki klinicznej. W Polsce
powszechno$¢ oraz dostepnosé testu sg niskie. Zwigzane jest to przede wszystkim z wysokim

kosztem badania.

Wedtug przeanalizowanego pismiennictwa, obecnie najwyzszg skutecznos¢ diagnostyczna:
75% czutosé, 83% swoistosé, wartosé predykeyjna dodatnig (PPV) >70% mozna osiggnad stosujac
PCA3 w pofaczeniu z oznaczaniem wysoce specyficznej dla raka stercza translokacji TMPRSS2-
ERG. Test genetyczny pozwalajgcy zidentyfikowaé fuzje TMPRSS2-ERG w moczu chorych na RGK
znajduje sie w ostatniej fazie badan klinicznych. Ponadto, specyficzne dla RGK translokacje
genetyczne mogg posiadal, poza wartoscia diagnostyczng, istotne znaczenie terapeutyczne. W
przysztosci leki hamujace fuzje prawdopodobnie beda w stanie opdzZniaé progresje nowotworow
gruczotu krokowego. W perspektywie indywidualizacji terapii, zapewne konieczne bedzie
skojarzenie kilku swoistych markerow RGK do wiasciwego rozpoznania konkretnego typu
nowotworu. Jest to zwigzane z duza heterogennoscig guzdéw stercza. Nalezy podkresli¢, ze
konieczne s3 dalsze badania oceniajace skutecznos¢ biomarkerdw, w tym PCA3 i TMPRSS2-ERG.
Nadrzedny cel to opracowanie precyzyjnego testu o duzej wartosci diagnostycznej i rokowniczej,

ktory w jednoznaczny sposdb pozwoli na prawidiows selekcje chorych wymagajacych leczenia.



Kolejnym krokiem majacym na celu poprawe skutecznoéci w diagnostyce RGK byto stworzenie
nomogramoéw. Biorac pod uwage wysoka czutodé i swoisto$é Progensa PCA3, stworzono, do
chwili obecnej, wedtug mojej wiedzy, dwa nomogramy uwzgledniajgce PCA3: nomogram Chuna
oraz rozszerzono kalkulator Prostate Cancer Prevention Trial (PCPT) o test PCA3. Nomogram
Chuna uwzglednia podstawowe czynniki ryzyka RGK tzn.: wiek, wynik badania per rectum, PSA,
objetos¢ stercza, wynik poprzedniej biopsji gruczotu oraz PCA3. W skiad rozbudowanego,
dostgpnego w internecie, kalkulatora PCPT, wchodzi sze$¢ zmiennych poza PCA3 - w
poréwnaniu z nomogramem Chuna uwzgledniona zostaje dodatkowo rasa mezczyzn oraz
wywiad rodzinny w kierunku RGK.

Przygotowujac sie do opracowywania nowego nomogramu diagnostycznego w RGK
uwzgledniajgcego test PCA3, przeanalizowano badania, w ktdrych oceniano skutecznoéé
nomogramoéw zawierajgcych test PCA3 w okreélaniu prawdopodobiefistwa stwierdzenia RGK w
biopsji. W ostatnio opublikowanych doniesieniach opisano istotng statystycznie przewage
skutecznosdci nomograméw uwzgledniajgcych PCA3 score w poréwnaniu z nomogramami, ktére
nie braly pod uwage ekspresji tego genu. Perdona i wsp., zaobserwowali nawet przewage
diagnostyczng samego testu PCA3 nad kalkulatorem PCPT. Potwierdzono réwniez, ze PCA3
score jest lepszym narzedziem diagnostycznym od PSA. Zatem rozszerzanie dotychczas
uzywanych nomograméw o nowe narzedzia diagnostyczne tj. PCA3 moze istotnie poméc
klinicystom w kwalifikowaniu mezczyzn do biopsji oraz w unikaniu tzw. ‘niepotrzebnych’ biopsiji
gruczotu krokowego, ktére przyczyniaja si¢ do dyskomfortu chorych oraz do zwiekszenia
kosztéw opieki zdrowotnej. Konieczne jest jednak potwierdzenie skutecznosci nowych metod
diagnostycznych oraz nomograméw w réznych populacjach mezczyzn oraz, o ile to mozliwe,
przeprowadzenie badafn na duzych grupach. W pracy: ‘Predicting prostate biopsy outcome
using a PCA3-based nomogram in a Polish cohort’ Anticancer Res 2013 Feb; 33 (2) 553-557.
Salagierski M., Mulders P. Schalken, JA., wedtug naszej wiedzy, po raz pierwszy w Polsce, w
prospektywnym badaniu, w ktérym wzieto udziat 80 mezczyzn, ocenialismy skutecznoéé testu
Progensa PCA3 w diagnostyce RGK oraz opracowalismy nomogram w sktad, ktérego wchodzi ten
test. Celem pracy bylo poréwnanie wartosci diagnostycznej stworzonego nomogramu z analiza
kazdego z pojedynczych czynnikéw ryzyka RGK. Ponadto, bezposrednio poréwnywano wartosé
diagnostyczna Progensa PCA3 z dotychczas powszechnie stosowanym markerem raka stercza -
PSA. Pierwszorazowg biopsje stercza, pobierajac standardowo minimum 10 rdzeni tkankowych
{po 5 z kazdego ptata gruczotu), wykonano u mezczyzn z podejrzeniem RGK oraz podwyzszonym
stezeniem PSA w surowicy krwi PSA (4-10ng/ml). Przed biopsjg pobierano mocz po masazu
stercza celem okreélenia ilosci PCA3 RNA. PCA3 score obliczono uzywajgc metody Progensa
PCA3. Wynik testu PCA3 odzwierciedla stosunek RNA PCA3/mRNA PSA x 1000. Uznaje sie, ze



wartoé¢ PCA3 score powyzej 35 wskazuje na zwigkszone ryzyko wystgpienia RGK. W analizie
statystycznej poréwnywano czufosé, swoistoéé, wartosé przepowiadajaca dodatnia oraz ujemng:
PCA3, PSA oraz testu PCA3 skojarzonego z (wiekiem mezczyzn, objetoscig stercza, PSA,
wynikiem badania per rectum) w okreéleniu prawdopodobieristwa wykrycia RGK w biopsji. Do
skojarzenia testu PCA3 z predyktorami RGK wykorzystano model regresji logistycznej (RL)
uwzgledniajacy: wiek, PSA, wynik badania per rectum oraz objeto$é¢ gruczotu krokowego.
Okreslono réwniez korelacje porzadku rang Spearmana dla PCA3 i PSA versus objetos¢ gruczotu

krokowego, versus stopief agresywnosci histologicznej nowotworu w skali Gleasona.

W badanej grupie, U 30% chorych rozpoznano RGK w preparatach biopsji stercza, a érednia
wartos¢ PCA3 score wyniosta 57.5 (1 - 263). Mediana wartoéci PCA3 score u chorych z
nowotworem stercza (PCA3 score=72.5) byla istotnie wyzsza niz u mezczyzn zdrowych (PCA3
score=31.5; p=0.0019). Wraz ze wzrostem PCA3 score zwigkszato sie prawdopodobiefistwo
wykrycia RGK. Srednia objetos¢ gruczotu u mezczyzn z ujemnym wynikiem biopsji byta wyisza
(43cm’) niz u chorych (32cm®)(p=0.01). Stwierdzono odwrotng korelacje miedzy PCA3 score a
objgtoscia stercza w catej grupie badanej, ale taka korelacja nie wystepowata u mezczyzn z
dodatnim wynikiem biopsji. Skutecznos¢ diagnostyczna testu Progensa PCA3 réznita sie w
zaleznosci od punktu odcigcia PCA3 score; dla wartoéci PCA3 score=35 czutoéé testu wynosita
75%, swoistos¢ 55%, wartos¢ przepowiadajgca: dodatnia- 42%, ujemna- 84%. Wiek, wynik
badania per rectum, PSA i objetos¢ stercza w analizie jednoczynnikowej byly niezaleznymi
predyktorami RGK (p<0.05). Jednak test Progensa PCA3 przewyiszyt wszystkie wymienione
czynniki w przewidywaniu dodatniego wyniku biopsji stercza. Poréwnujac wartoéé obszaru pod
krzywg ROC dla PCA3 i PSA stwierdzono, ze AUC ROC wynoszg odpowiednio: 0.72; 0.59 i AUC
ROC jest istotnie statystycznie wyzsze dla PCA3 score. W analizie regresji logistycznej skojarzenie
testu Progensa PCA3 z wyzej wymienionymi zmiennymi skutkowato najwieksza skutecznoscia
diagnostyczng. Obszar pod wykresem AUC ROC dla Progensa PCA3 score skojarzonego z
(wiekiem, objetoscig stercza, dodatnim wynikiem badania per rectum oraz PSA) wyniést 0.85 w
poréwnaniu do 0.72 gdy wzigto pod uwage jedynie PCA3 score. Gdy z modelu regresji
logistycznej usunigeto PCA3 score - doszto do istotnego spadku AUC ROC - do 0.71. Jak
wspomniano, w naszym badaniu AUC ROC dla PSA wykazato niewielka warto$é diagnostyczna i
wyniosto jedynie 0.59. Dla poréwnania - usunigcie z modelu regresji samego PSA - tylko w
sposéb nieznaczny wptynegto na skuteczno$¢ diagnostyczng; AUC ROC wyniosto 0.83. Nie
zaobserwowano réwniez istotnej statystycznie korelacji pomigdzy ekspresjg PCA3 w moczu a
stezeniem PSA w surowicy. W analizie rang Spearmana zaobserwowano, ze w przeciwieristwie
do PSA, PCA3 score koreluje dodatnio z agresywnoscia raka stercza - Gleason score (p=0.025)
oceniang w badaniu histologicznym bioptatéw stercza.



W pracy zaobserwowano, ze PCA3 score posiada wyzszg skutecznoéé diagnostyczng od PSA.
Wyzsze wartosci Progensa PCA3 score u chorych z bardziej agresywnymi nowotworami,
wskazuja na potencjalne korzyici wynikajace z zastosowania testu w diagnostyce
przedoperacyjnej RGK. Test Progensa PCA3 wykonywany w rutynowej praktyce klinicznej, dzieki
wyzszej swoistodci niz PSA, moze réwniez w przyszlodci istotnie zredukowaé ilogé
wykonywanych biopsji stercza. Ponadto, analiza wieloczynnikowa i stworzony model regresji
logistycznej, pozwalaja istotnie zwigkszyé okreélenie prawdopodobienstwa wykrycia RGK w
biopsji w poréwnaniu z modelem uwzgledniajacym kazdy z pojedynczych czynnikdéw niezaleznie.
Wyniki pierwszego badania na polskiej populacji potwierdzaja poprzednie doniesienia o
skutecznosci testu Progensa PCA3 oraz wskazuja, ze nieinwazyjna analiza genetyczna moczu
posiada istotne znaczenie kliniczne w diagnostyce RGK. Ograniczeniem badania jest niewielka

grupa uczestnikow,

Jak uprzednio wspomniano, obecnie, poza stworzonymi nomogramami RGK, najwyzsza
skutecznos¢ diagnostyczng w wykrywaniu RGK: 75% czuftoéé, 83% swoistosé, wartoié
predykcyjng dodatnig (PPV) >70% mozna osiagnaé stosujac Progensa PCA3 score w potgczeniu z
wykrywaniem wysoce specyficznej dla raka stercza translokacji genetycznej TMPRSS2-ERG. W
zwigzku z tym, wykrycie fuzji genetycznych w mozliwie szybki i prosty sposéb z pewnoécia
pozwolifoby na poprawe w diagnostyce RGK oraz, najprawdopodobniej, stworzytoby nowe

mozliwosci terapeutyczne.

Celem pracy: ‘High resolution ERG expression profiling on Genechip exon 1.0 ST arrays in
primary and castration resistant prostate cancer’ BJU Int. 2013 May;111(5):836-42. Smit FP.*,

Salagierski M.*, Jannink SA, Schalken JA., (*w przygotowaniu pracy dwdch pierwszych autoréw:

Frank Smit oraz Maciej Salagierski miato réwnie duzy wktad i uznano, 7e obaj sa pierwszymi

autorami_artykutu) byto opracowanie techniki umozliwiajacej identyfikacje fuzji genetycznej

TMPRSS2-ERG na podstawie analizy pojedynczego genu wchodzgcego w jej sktad. W badaniu
ocenialiSmy czy okreslenie ekspresji estrogen-regulated gene (ERG) oraz poszczegdlnych jego
egzondw za pomocg mikromacierzy GeneChip Affymetrix exon 1.0 ST arrays {Affymetrix, Santa
Clara, CA) pozwala przewidzie¢ wystgpowanie translokacji genetycznych TMPRSS2-ERG u
chorych na raka stercza. Warto przy tym zaznaczyé, ze ERG uznawany jest za kluczowy onkogen
w RGK a do sprzezenia z TMPRSS2 dochodzi gtéwnie u mezczyzn ze zwiekszong ekspresjg ERG.
Uwaza sig, ze do fuzji genu ERG z TMPRSS2 w obrebie chromosomu 21 dochodzi u ponad 50%
chorych na RGK. Tym samym aberracja ta jest najczestszg dotychczas opisang translokacja
wystepujgcg w nowotworach ztoéliwych u ludzi. Ponadto, w kilku pracach wykazano, ze
obecnos¢ translokacji wigze sie z wczesniejsza wznowa biochemiczng i z wiekszym ryzykiem

zgonu z powodu RGK. W diagnostyce RGK, fuzje genetyczne TMPRSS2-ERG posiadaja ponad 90%



specyficzno$¢ oraz 94% dodatnig wartos$é przepowiadajaca.

Analizie genetycznej poddano 67 preparatéw tkanki stercza pochodzacych od chorych, u
ktérych wykonano prostatektomie radykalng z powodu RGK. Zidentyfikowano cztery grupy
nowotworéw: 1) niskiej ztodliwosci (LG-PCa; n=19), 2) wysokiej ztodliwosci (HG-PCa; n=20), 3)
hormonooporne (CR-PCa; n=21) oraz 4) przerzutowe {Met-PCa; n=7). Uzywajac mikromacierzy
GeneChip Affymetrix exon 1.0 ST arrays oceniono profil ekspresji gendéw: ERG, ETV1, ETV4 oraz
ETV5 we wszystkich preparatach. Obecnos¢ translokacji potwierdzano wykonujac ilosciowy (q)
PCR, a w niektérych przypadkach wykonujac réwniez sekwencjonowanie DNA. W badanej grupie
wzrost ekspresji ERG umozliwit prawidiowe rozpoznanie fuzji TMPRSS2-ERG w blisko 100%
przypadkéw. Wykrycie translokacji za pomoca okredlenia ekspresji genu ERG bylo nawet
skuteczniejsze niz diagnostyka przy uzyciu analizy ekspresji poszczegéinych egzonéw tego genu.
Ponadto, stwierdzono, ze ekspresja translokacji genetycznych TMPRSS2-ERG, ktéra oceniano
rowniez przy pomocy ilosciowego PCR, byta nizsza u chorych na hormonoopornego (CR-PCa)
RGK w poréwnaniu z chorymi na pierwotnego RGK (LG-PCa oraz HG-PCa), ale do fuzji w grupie

mezczyzn z CR-PCa dochodzito znacznie czesciej niz u pozostatych chorych.

Tak wiec analiza ekspresji wytgcznie jednego genu uczestniczacego w fuzji - ERG przy pomocy
mikromacierzy GeneChip Affymetrix exon 1.0 ST arrays, pozwala w doskonaly sposéb
zidentyfikowa¢ translokacje TMPRSS2-ERG. W najblizszej przysztosci mozemy sie spodziewaé
wykorzystania powyzszej metody do identyfikacji chorych na RGK, u ktérych wystepuje
translokacja. Chorzy na RGK, u ktérych obecna jest fuzja majg szansg na indywidualng terapie
genowa, ktéra moze poprawi¢ rokowanie kliniczne. W pracy nie stwierdzono korelacji miedzy
wystepowaniem translokacji genetycznych TMPRSS2-ERG a histopatologicznym stopniem
Ztosliwosci wedtug klasyfikacji Gleasona (p=0.729; r’=0.026). Nie zaobserwowano réwniez fuzji
TMPRSS2 z innymi genami ETS: ETV1, ETV4 i ETV5 mimo ich wysokiej ekspresji. Warto
podkresli¢, ze do wzrostu ekspresji ETV1 oraz ETV5 dochodzito jedynie w agresywnych

nowotworach stercza.
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Podsumowanie cyklu prac

W przedstawionych publikacjach zacbserwowano (ze):

* wykorzystywany w diagnostyce RGK transkrypt, PCA3-TS5, to podstawowa izoforma
genuy, ktdra uwazana jest obecnie za najbardziej czuty i swoisty marker RGK;

* transkrypt PCA3-TS4 wykrywany jest w nowotworach stercza w $ladowych ilosciach;

* naktadajace si¢ geny PCA3 i BMCC!l (PRUNE2) posiadaja odmienng regulacje
hormonalng; wydaje sie mato prawdopodobne zeby wzajemnie na siebie oddziatywaty;

* PCA3 score posiada wyzsza skutecznosé diagnostyczng od PSA;

* istotna statystycznie przewage skutecznosci nomograméw uwzgledniajgcych PCA3 score
w poréwnaniu z nomogramanmi, ktére nie braty pod uwage ekspresji tego genu;

* najwigksza skuteczno$¢ diagnostyczng przy skojarzeniu kilku predyktoréw RGK: (wieku,
wyniku badania per rectum, PSA, PCA3 score oraz objetosci stercza) w oparciu o model
regresji logistycznej;

* dodatnig korelacje migdzy PCA3 score a ztosliwoscig RGK w skali Gleasona;

* analiza ekspresji ERG przy pomocy mikromacierzy GeneChip Affymetrix exon 1.0 ST
arrays, pozwala zidentyfikowac translokacje TMPRSS2-ERG;

* brak korelacji miedzy wystgpowaniem translokacji genetycznych TMPRSS2-ERG a skala
Gleasona;

* wzrost ekspresji gendw ETVI oraz £TV5 jedynie w agresywnych RGK;

* diagnostyka translokacji TMPRSS2-ERG stwarza nowe mozliwoéci terapeutyczne.

5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

A. Dane bibliometryczne

Méj dorobek obejmuje: 45 prac naukowych (autor lub wspdtautor) w tym 22 prace

oryginalne (w tym 5 prac stanowigcych cykl publikacji)

- Suma punktéw MNiSW za publikacje naukowe w czasopismach (bez suplementéw)

wynosi, 379
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- wtym pkt przypada na pierwszoautorskie prace oryginalne i kazuistyczne; 122

- impact factor prac wynosi w sumie 31.817, w tym przypada na pierwszoautorskie

prace oryginalne; 10,821

- tacznie 67 cytowan, indeks Hirscha wynosi 5.
(Zrédto: ISI Web of Science).

- tgcznie 72 cytowan, indeks Hirscha wynosi 5.

(Zrédto: Scopus).
B. Tematyka prac badawczych

Moje zainteresowania skupiajg sig wokét onkologii klinicznej i doswiadczalnej. W 2008 roku
obronitem prace doktorska ,Ocena zwigzku antagonisty receptora adrenergicznego ze szlakiem
PI3-kinazy (PI3K) w progresji raka gruczotu krokowego; badania mechanizméw komérkowych in
vitro”. Czeé¢ doswiadczalng pracy zrealizowatem podczas rocznego stazu naukowego na
Uniwersytecie w Birmingham, w Zakfadzie Patologii, Cancer Studies w Wielkiej Brytanii. Na
przetfomie 2008/2009 roku kontynuowatem prace naukowo-badawczg nad rakiem gruczotu
krokowego na Uniwersytecie w Nijmegen w Holandii. Temat mojego projektu obejmowat
badania podstawowe nad biologia raka stercza i poszukiwanie nowoczesnych markeréw
molekularnych tego nowotworu: ,,New targets for molecular diagnostic of Prostate Cancer” m.
in. Prostate Cancer Gene 3 (PCA3). Do prowadzenia badan zostatem wybrany w drodze
miedzynarodowego konkursu. Po powrocie do kraju kontynuowatem poszukiwania
biomarkeréw RGK oraz zajgtem sie wdrazaniem w Polsce nowoczesnego testu genetycznego
Progensa PCA3 (vide, cykl publikacji). Uczestnicze w tworzeniu pismiennictwa naukowego -
jestem autorem komentarzy edytorskich dotyczacych m.in. diagnostyki molekularnej raka
stercza: “Urine markers and prostate cancers” CEJUrol 2011;64;2:102. Salagierski M. oraz
termoablacji: ‘What Is the Contemporary Role of Radiofrequency Ablation in the Management
of Small Renal Masses? Are Small Lesions the Radiologist's Tumors?’ Eur Urol. 2013
Mar;63(3):493-5. Salagierski M, Akdogan B, Brookman-May S. i wsp.

Doswiadczenie, wiedza oraz kontakty zdobyte podczas pobytdéw zagranicznych umozliwiajg mi
realizowanie nowoczesnych programéw badawczych. Ostatni projekt dotyczy fuzji genetycznych
ETS w diagnostyce RGK. Obok pracy naukowej uczestniczytem we wdrazaniu nowych metod

zabiegowych w urologii m.in. przezskdrnej termoablacji guzéw nerek.
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Przezskérna termoablacja (pTA) jest matoinwazyjng metoda leczenia matych guzéw nerki
ograniczonych do narzadu. W metodzie tej wykorzystuje sie efekt termiczny przeptywu pradu
wysokiej czestotliwosci od 300 do 500 kHz (zakres zblizony do zakresu radiowych fal dtugich i
$rednich; RF — radiofrequency) przez tkanke. Oddzialtywanie ciepta powoduje miejscowe
nagrzewanie komoérek i substancji miedzykomdrkowej, a biatka tkanek ulegaja denaturacji i
koagulacji. W bazie Pubmed, od opisanego w 1997 roku przez Zlotte i wsp. pierwszego zabiegu
TA w nerce, pojawifo si¢ juz blisko 500 publikacji poruszajacych to zagadnienie. Publikacja:
‘Percutaneous ultrasound-guided radiofrequency ablation for kidney tumors in patients with
surgical risk’ Int J Urol. 2006 Nov; 13(11):1375-9. Salagierski Marek, Salagierski Maciej,
Salagierska-Barwinska A, Sosnowski M., stanowita istotny wkiad w rozwdj techniki przezskérnej
termoablacji na $wiecie oraz byta, wedtug naszej wiedzy, pierwszym duzym opracowaniem w
Polsce, ktére zostato uwzglednione w wielu pézniejszych metaanalizach.

Wyniki TA s3 bardzo obiecujace, a metoda zyskuje coraz wigkszg popularnoéé. Obecnie jest
alternatywsa dla chirurgicznego leczenia w przypadkach matych guzéw nerek {(pT1a), szczegdlnie
atrakcyjng dla oséb obcigzonych innymi powaznymi problemami zdrowotnymi i/lub z
przeciwskazaniami do interwencji chirurgicznej. Przezskérnie TA mozna wykonywaé pod
kontrolg ultrasonografii (USG), tomografii komputerowej (TK), rezonansu magnetycznego (RM).
Najczesciej wykorzystuje sig TK. Zalet3 USG jest powszechna dostepnoié¢ i mozliwoéé
przeprowadzenia TA na oddziale urologicznym. Niestety, zadna z obecnych metod obrazowania

nie pozwala na jednoznaczng oceng zabiegu w czasie rzeczywistym.

Celem pracy: ‘Radiofrequency ablation in kidney tumour management: A method of real-
time monitoring’ Scand J Urol Nephrol. 2010 Mar;44(2):84-90. Salagierski Maciej, Salagierski
Marek, Salagierska-Barwiriska A., byto przedstawienie metody termoablacji monitorowane;j
termicznie. Aby uzyska¢ prawidtowa dystrybucje energii cieplnej w guzie, umozliwiajaca
uzyskanie planowanej temperatury (>70°C} we wnetrzu i na obwodzie nowotworuy,
stosowalidmy podczas zabiegu jednoczesnie kilka sond ablacyjnych. Przy zabiegu z uzyciem
dwoch igiet oddalonych od siebie o okoto 1,5 cm kazda z elektrod najpierw uczestniczyta w
procesie TA, emitujgc energie wysokiej czgstotliwosci, a nastgpnie stuzyta do pomiaru
temperatury we wnetrzu guza. Uzyskany obszar ablacji byt sumg objetosci zniszczonej tkanki
przez obie igty. Dochodzito w ten sposdb do efektu naktadania sie zakresu dziatania sond, ktory
dodatkowo poprawia skuteczno$¢ zabiegu. Wyniki naszej pracy potwierdzity (do 2010r
wykonano ponad 130 zabiegéw), ze pTA jest minimalnie inwazyjng, bezpieczng i skuteczna
metodg leczenia nowotworéw nerki. TA ma najwigksza skuteczno$é¢ w przypadku matych,
obwodowo pofozonych, egzofitycznych guzéw. TA moze by¢ postepowaniem z wyboru u
chorych z jedyng nerka, u pacjentdéw, u ktérych wystepuja przeciwwskazania internistyczne i
anestezjologiczne do nefrektomii oraz u oséb dotknietych choroba von Hippel- Lindau’a lub
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Bourneville’a-Pringle’a. Czas hospitalizacji jest krétki, a koszt zabiegu znacznie nizszy od
postgpowania chirurgicznego. Mimo bardzo zachecajacych wynikéw, konieczna jest dalsza
dtugoterminowa obserwacja chorych oraz histopatologiczna i radiologiczna ocena wykonanych

zabiegdw.

Opisalismy rowniez nowa metodg wykorzystanie termoablacji podczas zabiegéw czeiciowej
nefrektomii tzw. hemostatyczng technike tumorektomii metoda termoablacji: ‘Haemostatic
radiofrequency-assisted partial nephrectomy. Is radiofrequency energy a viable solution?’
Urol Int 2008; 81:77-81. Salagierski Marek, Salagierski Maciej. W zabiegu tym wykorzystywano
TA do ablacji termicznej guza przed jego usunigciem. Takie postepowanie ufatwiato usuniecie
zmiany nowotworowej bez istotnego krwawienia, mimo ze w trakcie zabiegu nie zamykano
szypuly naczyniowej. Warto podkredli¢, ze krwawienie nalezy do najczestszych powiktan po

operacjach oszczedzajacych nerkg.

Do niedawna, mimo bardzo zachecajacych wynikéw, brakowato doniesien naukowych
potwierdzajgcych diugotrwaty skutecznosé¢ onkologiczng przezkérnej termoablacji w guzach
nerek. W biezgcym roku na famach European Urology, Psutka i wsp., na grupie 185 chorych
wykazali doskonaty efekt terapeutyczny zabiegu TA, wykonywanego pod kontrolg TK, w matych
guzach nerek tj. o Srednicy ponizej 4 cm (Psutka et al. ‘Long-term oncologic outcomes after
radiofrequency ablation for T1 renal cell carcinoma’ Eur Urol. 2013 Mar;63:486-92). W guzach
powyzej 4 cm wyniki zabiegu byly istotnie gorsze. Co wazne autorzy pracy u wszystkich chorych
wykonali biopsje guza przed zabiegiem a po zabiegu pacjenci byli poddani diugotrwatej
obserwacji - dla catej grupy chorych mediana czasu obserwacji wyniosta prawie 6.5 roku,
natomiast chorych z guzami ponizej 4 cm obserwowano przez 10 lat. Psutka i wsp. nie
zaobserwowali istotnych powiktan po zabiegach, a 5-letnie przezycie w matych guzach nerki byto
bliskie 100%.

Pracujgc w grupie badawczej zajmujgcej sie rakiem nerki ‘Renal Cancer Working Group of the
Young Academic Urologists Working Party of the European Association of Urology (EAU)
napisatem komentarz edytorski dotyczacy wspdtczesnego zastosowania termoablacji w leczeniu
guzéw nerki: ‘What Is the Contemporary Role of Radiofrequency Ablation in the Management
of Small Renal Masses? Are Small Lesions the Radiologist's Tumors? Eur Urol. 2013
Mar;63(3):493-5. Salagierski M, Akdogan B, Brookman-May S. i wsp. Dtuga obserwacja po
zabiegu, duza liczba uczestnikéw oraz doskonaty efekt onkologiczny to bez watpienia ogromne
zalety pracy Psutki i wsp. Ograniczenia, to retrospektywny charakter badania oraz brak grupy
kontrolnej. Z punktu widzenia urologa, zastanawia fakt, czy leczenie malych guzéw nerek

pozostanie w ‘rekach’ chirurgdw czy tez stanie sie wkrotce domeng radiologéw inwazyjnych.
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Udziat w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych:

Wspélprzewodniczacy sesji dotyczacej nauk podstawowych w urologii podczas 42
Kongresu PTU w todzi w 2012r.

Zastosowanie kliniczne testu PCA3 w diagnozowaniu chorych na raka stercza. Maciej
Salagierski, Marek Sosnowski. 42 Kongres PTU, t6dz 2012.

Dziesigcioletnie doswiadczenie w ablacji termicznej guzéw nerek. Salagierski, Maciej
Salagierski, Marek Sosnowski, Waldemar Rézarski. 42 Kongres PTU, £6dz 2012.

Enhanced ERG expression on exon 1.0 ST arrays can identify TMPRSS2-ERG fusions in
prostate cancer patients Smit, F.P., Salagierski, M., Schalken, J.A. 25™ EAU Congress,
Barcelona (16-20.04) 2010.

Differential expression of PCA3 and its overlapping PRUNE2 transcript in prostate cancer
‘Prostate cancer translational research in Europe’ meeting in Amsterdam {22-23 czerwca
2009); M. Salagierski, G.W. Verhaegh, S. A. Jannink, F. P. Smit, D. Hessels and J. A.
Schalken.

Identification of ETS gene fusions using Affymetrix exon 1.0 arrays EAU meeting,
Stockholm (17-21 marca 2008); F. P. Smit. M. Salagierski, S. A. Jannink, , D. Hessels and
1. A. Schalken.

Radiofrequency ablation for kidney tumors: A way of a real-time monitoring EAU
meeting, Stockholm {17-21 marca 2009} Salagierski M., Salagierski M.S., Konecki T.
Rézanski W.

7

Detection of ETS translocations using Affymetrix exon 1.0 ST array Central European
Meeting, Ljubljana 2009; F. P. Smit. M. Salagierski and J. A. Schalken.

Identyfikacja fuzji genetycznych ETS w raku stercza metoda Affymetrix exon 1.0 ST array.
40 Kongres PTU, Bydgoszcz 2010 M. Salagierski, F. P. Smit, J. A. Schalken. Praca

nominowana do nagrody podczas kongresu.

Ocena zwiazku antagonisty receptora adrenergicznego ze szlakiem PI3-kinazy w progresji

raka gruczotu krokowego; badania mechanizméw komérkowych in vitro. Salagierski M,
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Romanska HM, Bruton R, Gulzar Z, Abel P, Sosnowski M, Lalani E-N. Praca nagrodzona
podczas 38 Kongresu Polskiego Towarzystwa Urologicznego, 19-21 czerwca 2008, Wista.

Multi-sliced Computed Tomography /MSCT/ in diagnosis and monitoring of Renal Cell
Carcinoma /RCC/ after Thermo Ablation /TA/. Salagierska-Barwiriska A, Salagierski M

Salagierski Maciej. Barcelona, 2-4 listopada 2007, Embracing Excellence in Prostate and

?

Kidney Cancer Meeting, Barcelona.

Haemostatic partial nephrectomy - is radiofrequency ablation an alternative? Salagierski
M, Salagierski Maciej, Salagierska-Barwinska A, Konecki T, Sosnowski M. Barcelona, 2-4

listopada 2007, Embracing Excellence in Prostate and Kidney Cancer Meeting, Barcelona.

DHT rescues prostate cancer cells from Doxazocin induced apoptosis. Salagierski M,

Romanska HM, Bruton R, Gulzar Z, Abel P, Sosnowski M, Lalani E-N. 27-29 wrzeénia 2007,
ESUR Meeting, Dublin.

Doxazosin inhibits p-AKT, inducing cell death in androgen independent DU145 (PTEN-
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Podsumowanie uczestnictwa w konferencjach miedzynarodowych:

* European Urological Association: Paryz, Barcelona, Sztokholm
* European Society of Urological Research: Dublin

* National Cancer Research Institute Meeting: Birmingham

¢ Central European Meeting: Budapeszt, Praga, Zagrzeb, Lublana
* Prostate Cancer Translational Research in Europe: Amsterdam

* Embracing Excellence in Prostate and Kidney Cancer Meeting: Barcelona
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