® Postepy Hig Med Dosw (online), 2014; 68: 291-300 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received: 2013.09.18
Accepted:  2014.02.19
Published: 2014.03.20

Genetyczne i immunologiczne uwarunkowania
odpowiedzi na dopecherzowq terapie B(G

w raku urotelialnym pecherza moczowego
nienaciekajacym btony miesniowej

Genetic and immunologic determinants of intravesical BCG
therapy in non-muscle-invasive urothelial bladder cancer

Wojciech Krajewski, Anna Kotodziej, Janusz Dembowski, Romuald Zdrojowy

Katedra i Klinika Urologii i Onkologii Urologicznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Rak pecherza jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotworéw ztosliwych. W Polsce w 2010
r. zachorowalo 6296, a zmarto 3110 oséb. Immunoterapia BCG (Bacillus Calmette-Guérin) jest
obecnie najskuteczniejsza terapig adiuwantowg stosowang w leczeni tego nowotworu. Do te-
rapii BCG kwalifikowane sg zmiany nowotworowe nienaciekajgce mie$nidéwki (stadia Ta, Tis
oraz T1). Terapia BCG polega na dopecherzowym podaniu serii wlewek zawierajacych atenu-
owany szczep bakterii Mycobacterium bovis. Efektywno$¢ leczenia BCG w nieinwazyjnym raku
pecherza wynosi 70% 5-letnich przezy¢ bez wznowy nowotworu. Leczenie zmniejsza mase guza,
ale takze opdznia i/lub zapobiega nawrotowi oraz progresji. Cytokiny jako gtéwne mediatory
stanu zapalnego, odgrywaja wazna role w patogenezie raka pecherza, ktérego powstanie jest
stymulowane procesem zapalnym. Terapia BCG wywotuje nasilong odpowiedZ immunologicz-
ngiwzrost wytwarzania cytokin. Warianty genetyczne determinuja miedzyosobnicze réznice
w zapadalno$ci, ale takze odpowied? na terapie. Istniejg dowody, ze obecno$é¢ genetycznych
wariantéw cytokin jest skorelowana z wystepowaniem tego nowotworu. Uwaza sie, ze stezenia
niektdrych cytokin w moczu moga prognozowa¢ odpowiedz na terapie.

Zwiekszone stezenia cytokin limfocytéw Th1 - IFN-y, IL-2 oraz TNF-a sg zwigzane z dtuzszym
czasem przezycia bez wznowy nowotworu, natomiast duze stezenia cytokin limfocytéw Th2,
takich jak IL-10 koreluja z gorsza odpowiedzig na terapie BCG.

rak pecherza - terapia BCG - cytokiny - polimorfizmy genéw

Summary

Bladder cancer (BCA) is one of the most common cancers. In 2010 in Poland, 6296 people
developed bladder cancer and 3110 people died of it. Immunotherapy with BCG (Bacillus
Calmette-Guérin) is by far the most effective adjuvant therapy. Noninfiltrating muscle mem-
brane changes, that is, stages Ta, Tis and T1 qualify for BCG immunotherapy. BCG immuno-
therapy comprises series of bladder instillations, containing attenuated strain of Mycobacte-
rium bovis. The effectiveness of immunotherapy in non-invasive bladder cancer is 70% 5-year
survival without recurrence of the tumor. The treatment leads to a reduction of the residual
tumor mass, but also to the delay and/or prevention of relapse, disease progression and ulti-
mately death. Cytokines, as key mediators of immune response, play an important role in the
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pathogenesis of bladder cancer, which occurrence is stimulated by the inflammatory process.
BCG immunotherapy provokes an intensive immunological response by the increase of cyto-
kine production. Genetic variants determine inter-individual differences in the incidence of
this cancer, as well as the response to the therapy. This is evidenced by the presence of differ-
ences in genetic variants of cytokines correlated with the varied risk of bladder cancer inci-
dence. 1t is believed that concentrations of particular cytokines in urine after installation of
BCG may indicate response to the therapy. Increased levels of Th1 cytokines - IFN-y, IL-2 and
TNF-a are correlated with longer survival time without recurrence, whereas high levels of

Th2 cytokines such as IL-10, predict unsuccessful BCG therapy.
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Rak PECHERZA - ETIOPATOGENEZA, DIAGNOSTYKA, LECZENIE

Rak pecherza (bladder cancer - BC) jest jednym z najczesciej
wystepujacych nowotwordw ztosliwych. W Polsce w 2010
r. zachorowato 6296, a zmarto 3110 oséb [46]. Jest drugim
pod wzgledem zapadalnosci, po raku stercza nowotworem
zto$liwym uktadu moczowego [43], a czesto$é zachorowari
wcigz ro$nie. Zapadalno$¢ na raka pecherza wzrasta z wie-
kiem i jest on cze$ciej obserwowany u mezczyzn [4,21].
Prawie 90% guzéw wywodzi sie z nablonka urotelialnego
wyscielajacego moczowody i pecherz moczowy [5,21,43].
Pozostate typy histopatologiczne nowotworéw pecherza,
to rak plaskonabtonkowy, gruczolakorak, raki niezréznico-
wane, miesaki oraz czerniaki [21].

Etiologia raka pecherza moczowego jest wieloczynnikowa.
Jednym z najlepiej udokumentowanych czynnikéw ryzy-
ka jest zaréwno czynne, jak i bierne palenie tytoniu. Do-
wiedzione znaczenie majg takze przewlekte stany zapalne
btony $luzowej pecherza, w tym te wigzace sie z dlugim
utrzymywaniem cewnika. W krajach strefy tropikalnej po-
wstawaniu BCA sprzyja bilharcjoza - zakazenie Schistosoma
haematobium [56]. Ponadto czynnikami ryzyka sa: naraze-
nie na zwigzki aromatyczne, stosowanie niektérych lekéw
- np. cyklofosfamidu i fenacetyny oraz przebyta radiotera-
pia, a takze zawarto$¢ metali, takich jak kadm, arsen i otéw
w wodzie pitnej [4,5,21,43]. Do czynnikéw predysponuja-
cych zaliczana jest réwniez kamica uktadu moczowego [5]
oraz niektdre sktadniki diety. Rak pecherza moczowego
moze réwniez wystepowad rodzinnie [5,21].

W patogenezie raka pecherza moczowego istotng role od-
grywa proces zapalenia[23,56]. Swiadczy o tym m.in. czest-
sze wystepowanie naciekéw zapalnych w zrebie pecherza

u chorych na raka w poréwnaniu ze zdrowg populacja [37].
W przebiegu réznych nowotwordéw $rodowisko cytokinowe
zmienia sie, pojawia sie przewaga cytokin prozapalnych,
czynnikédw wzrostu i chemokin przy zmniejszonych steze-
niach cytokin zaangazowanych w ochrone przeciwko no-
wotworowi [20]. W modelach zwierzecych wykazano, ze
czestsza zapadalno$é na raka pecherza wigzata sie z zabu-
rzeniami réwnowagi cytokin [52]. Dowody eksperymentalne
wskazuja, ze przewlekle zapalenie, ktére moze indukowad
uszkodzenie DNA oraz modyfikowaé RNA, genéw supreso-
rowych i/lub onkogendw sprzyja powstaniu oraz progre-
sji guza [5]. Proces przewlektego zapalenia promuje takze
tworzenie guza przez aktywacje komérkowych drég sygna-
towych [38,56]. Indukcja stresu oksydacyjnego w przebiegu
zapalenia powoduje wytwarzanie nadmiaru tlenku azotu,
ktéry hamuje procesy naprawy DNA, a dodatkowo pobudza
angiogeneze [84].

W patogenezie raka pecherza uczestniczy réwniez wiele
zaburzen proceséw komérkowych. Stwierdzono, ze raki
agresywnie przebiegajace, obarczone duzg $§miertelno-
$cia, charakteryzuja sie zaburzeniami szlakéw p53 oraz
retinoblastomy. Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyj-
nym o wlasno$ciach supresorowych. Jest ono zaangazowa-
ne w regulacje wielu proceséw komérkowych, a zwlaszcza
aktywacji mechanizméw naprawy DNA i indukcji apoptozy
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA [67]. Retinoblastoma,
biatko kodowane przez gen supresorowy RB1, uniemozliwia
przej$cie komérki z uszkodzonym DNA przez faze G1 i osia-
gniecie fazy S, dzieki czemu uszkodzone geny nie sa repliko-
wane [24]. Cze$ciej wystepujace raki, o mniej agresywnym
przebiegu, cechuja sie wieksza sktonnoscia do nawrotéw
i charakteryzuje je aktywacja drogi RAS-MAPK (rat sarcoma
virus homologue - mitogen activated protein kinase) [5].
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Kryterium stuzacym do oceny stopnia zaawansowania
raka pecherza moczowego jest gteboko$¢ naciekania $cia-
ny. W praktyce stosuje sie klasyfikacje TNM (tumor, noduli,
metastases). Zréznicowanie histopatologiczne ocenia sie na
podstawie klasyfikacji WHO/ISUP z 2004 . [31,58].

Gléwnym objawem klinicznym raka pecherza moczowe-
g0 jest obecno$¢ krwinkomoczu lub krwiomoczu. Czesto
wystepuje nadwrazliwo$¢, bolesne oddawanie moczu, na-
wracajace zakazenia uktadu moczowego oraz miejscowa
limfadenopatia. W pézniejszych stadiach rozwoju nowo-
tworu moze sie pojawi¢ przeszkoda w odptywie moczu lub
palpacyjnie stwierdzany guz. U czesci pacjentéw pierwsze
objawy sa spowodowane przerzutami.

Do rozpoznawania raka pecherza stosowane sg techniki
endoskopowe (cystoskopia) oraz badania radiologiczne, ta-
kie jak ultrasonografia, urografia, tomografia komputero-
wa i tomografia rezonansu magnetycznego. W diagnostyce
przydatne sa réwniez badania cytologiczne osadu moczu.
Pomocne moze by¢ tez oznaczanie markeréw nowotwo-
rowych, takich jak antygen guza pecherza (bladder tumor
antigen - BTA), biatka jadrowego matrix (nuclear matrix
protein - NMP) oraz przeciwcial skierowanych przeciwko
niektérym NMP, np. NMP-22 [21].

Leczenie chorych na raka pecherza zalezy od stopnia za-
awansowania choroby. W przypadkach rakéw zaawanso-
wanych niezbedna jest radykalna cystectomia zewentualng
chemioterapia.

W mniej zaawansowanych stadiach (TaiT1) stosuje sie przez-
cewkowg elektroresekcje (transurethral resection of the
bladder tumor - TURB) z uzupetniajacym leczeniem do-
pecherzowym chemioterapia i/lub immunoterapia BCG.

Immunoterapin BCG

Immunoterapia BCG (Bacillus Calmette-Guérin) od ponad 30
lat niezmiennie pozostaje najefektywniejszym sposobem le-
czenia adiuwantowego w rakach pecherza nienaciekajacych
mie$nidwki (non muscle invasive baldder cancer - NMIBC).
Jak wynika z doniesien literaturowych jest to leczenie sku-
teczniejsze niz dopecherzowa chemioterapia np. podawanie
thiotepy i doksyrubicyny [63].

Do immunoterapii BCG kwalifikuja sie pacjenci, u ktérych
stwierdzane sg zmiany nienaciekajgce blony mie$niowej,
czyli w stopniu Ta (nieinwazyjny guz brodawczakowaty),
Tis (carcinoma in situ - guzy ograniczone do nablonka) oraz
T1 (guzy naciekajace lamina propria btony §luzowej) [21,43].

Wedtug wytycznych EAU (European Association of Uro-
logy), a takze IBCG (International Bladder Cancer Group)
leczenie wlewkami BCG powinno by¢ stosowane u pacjen-
téw z rakami urotelialnymi pecherza moczowego NMIBC
(non-muscle invasive bladder cancer) z grupy o po$rednim
i wysokim stopniu ryzyka. Grupy te obejmuja nowotwory
o stopniu zaawansowania TaG2/PUCALG,TaG3/PUCAHG
oraz wszystkie nowotwory T1 i Tis [11].

Immunoterapia BCG polega na serii dopecherzowych wle-
wek zawierajacych atenuowany szczep pratkéw gruzlicy
Mycobacterium bovis. Mimo wielu lat stosowania tej metody
nie zostaty ustalone formalne standardy postepowania oraz
dawki [32]. Obecnie w praktyce stosuje sie dwa podstawo-
we schematy. Obydwa rozpoczynane sa najczesciej w 14
dniu po zabiegu TURB. OpdZnienie ma na celu unikniecie
dziatari niepozadanych, w tym przedostawanie sie pratkéw
do krwiobiegu, co moze prowadzi¢ do rozwoju posoczni-
cy, a takze ciezkich reakcji immunologicznych. Pierwszy
schemat immunoterapii BCG obejmuje sze$ciotygodnio-
wy kurs indukcyjny, ewentualnie z zastosowaniem wlewek
uzupelniajacych po pdtrocznej przerwie [60]. Drugi - nazy-
wany ,,6+3” polega na zastosowaniu cyklu indukcyjnego
sktadajacego sie z 6 cotygodniowych wlewek, a nastepnie
kurséw uzupetniajacych. Pierwszy z nich podawany jest po
3 miesiacach od zakoniczenia indukgji i obejmuje 3 cotygo-
dniowe wlewki. Nastepne, podtrzymujace kursy, réwniez
ztozone z 3 cotygodniowych wlewek podawane sg co pét
roku. W czasie calej trzyletniej terapii pacjent otrzymuje
27 wlewek BCG [48,49,50].

Immunoterapia BCG jest leczeniem dobrze tolerowanym
przez wiekszo$¢ pacjentéw. W praktyce trudno jest jednak
czasem rozréznié objaw niepozadany, od zwigzanego jeszcze
ze skuteczng terapig objawu odpowiedzi immunologicznej.
Po leczeniu czesto pojawiaja sie czestomocz, krwiomocz,
dysuria oraz objawy ogélne: stany podgoraczkowe lub go-
raczka, uczucie rozbicia, ostabienia, wysypka, béle stawdw,
zapalenie spojéwek. Zdarzaja sie tez ciezsze powiklania,
takie jak zapalenie najadrza, stercza, watroby, ptuc, koci,
ropnie gruzlicze oraz posocznica i niewydolno$¢ wielona-
rzadowa wymagajace terapii tuberkulostatykami. Objawy
niepozgdane sa zwykle dobrze tolerowane przez chorych.
Badania przeprowadzone w ostatnim dziesiecioleciu wska-
7ujg, ze najciezsze objawy, czesto wymagajgce przerwania
leczenia zdarzaja sie, nie jak uprzednio sagdzono, podczas
terapii podtrzymujacej, ale w czasie pierwszego cyklu ini-
cjujacego i pierwszego pdirocza leczenia [43,44,82]. Bez-
wzglednymi przeciwskazaniami do leczenia BCG sa czynna
gruzlica oraz zaburzenia odpornosci (dotyczy to takze pa-
gjentéw poddawanych immunosupres;ji lub chemioterapii
systemowej).

Celem immunoterapii jest usuniecie zmian nowotworo-
wych, ktére mogly pozostaé po zabiegu TURB - zmniej-
szenia masy resztkowego guza, zapobieganie nawrotowi
i progresji choroby.

Mechanizm dziatania terapii BCG nie jest catkowicie wyja-
$niony. Udowodniono, ze zasadnicze znaczenie ma urucho-
mienie miejscowej reakcji immunologicznej. Pratki gruzli-
cze, po wniknieciu do $wiatta zdrowych komérek nabtonka,
jak i komédrek nowotworowych, indukuja reakcje zapalna.

Podane dopecherzowo zywe bakterie masowo przywieraja
do komdrek nabtonka pecherza. W zjawisku tym uczest-
niczy fibronektyna, glikoproteina adhezyjna, wystepuja-
ca szczeg6lnie obficie na powierzchni komdrek nabtonka
uszkodzonego podczas wczesniejszych zabiegéw TURB.
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Podanie przeciwciat antyfibronektynowych hamuje przy-
leganie BCG do $ciany pecherza co wykazano w modelach
doswiadczalnych [40].

Nastepnie kompleksy fibronektyna-BCG ulegaja internaliza-
cji. Antygeny sfagocytowanych pratkéw po przetworzeniu
i zaprezentowaniu na powierzchni nabtonka urotelialnego
komdrek guza, a takze komdrek prezentujacych antygen
sg rozpoznawane swoiscie przez limfocyty T CD4* (BCG-
-specific CD4+ T cells). Badania eksperymentalne dowodza
waznej roli limfocytéw T CD4* w odpowiedzi przeciwnowo-
tworowej. Wykazano, ze deplecja tych komérek skraca czas
przezycia bez nawrotu [23,25].

W wyniku rozpoznania antygenu przez limfocyty T CD4",
pod wplywem terapii BCG, inicjowana jest gtéwnie odpo-
wiedZ immunologiczna typu Th1, zwytwarzaniem interleu-
kin 2 i 12, IFN-y i TNF-P. Dochodzi do aktywacji limfocytéw
cytotoksycznych, makrofagéw i komérek NK, a w konse-
kwencji do nasilonej odpowiedzi immunologicznej i era-
dykacji guza [88]. Jednocze$nie, cho¢ w mniejszym stopniu
aktywowana jest odpowiedZ Th2, co wiaze sie ze zwiek-
szonym wytwarzaniem cytokin IL-4, -5, -6, -10 oraz IL-13
[88]. Indukcji ulega wytwarzanie chemokin, w tym IL-8,
a takze zwieksza sie ekspresja molekut adhezyjnych [42].
Wykazano, ze IL-8 wydzielana przez komdrki nabtonka pod
wplywem BCG stymuluje rekrutacje granulocytéw wielo-
jadrzastych i powoduje ich masywny naptyw do pecherza.
Oceniono, ze po podaniu wlewki BCG stanowig one 75%
wszystkich leukocytéw. Dowodzi to ich istotnej roli w odpo-
wiedzi na terapie BCG. Leukocyty wydzielane sag do moczu,
a wielko$¢ leukocyturii, cho¢ nie jest to objaw swoisty, po-
zytywnie koreluje z dobra odpowiedzig na terapie BCG [71].
Doniesienia literaturowe wskazuja, ze przed leczeniem BCG,
w okolicy guza stwierdza sie mniejsza liczbe makrofagéw
niz w zdrowej $cianie pecherza. Terapia BCG normalizuje
liczbe makrofagéw, ro$nie tez liczba limfocytéw pomocni-
czych, limfocytéw B, komdrek NK i komérek dendrytycz-
nych. Nasila sie ekspresja antygenéw zgodnosci tkankowej
klasy I, molekut adhezyjnych i kostymulujacych na komér-
kach immunologicznie kompetentnych [70].

Wzmocnienie lokalnej odpowiedzi immunologicznej
w $wietle pecherza po wlewkach BCG moze wynika¢ z dtu-
gotrwatej obecno$ci DNA BCG w komérkach rakowych,
atakze z trwajacego nawet 2 lata okresu zwiekszenia ekspre-
sji MHC klasy II w komérkach nabtonka urotelialnego [30].

Jak wykazuja badania kliniczne w moczu pacjentéw po te-
rapii BCG wzrasta stezenie cytokin, m.in. TNF-a, IFN-y, IL-1,
-2,-5,-6,-8,-101-12 oraz czynnika stymulujacego tworzenie
kolonii granulocytéw (granulocyte colony stimulating fac-
tor - G-CSF) [1,42]. Wiekszo$¢ z tych cytokin zaangazowa-
nych jest w komérkowg odpowiedzZ przeciwnowotworowa.

Aktywacja odpowiedzi immunologicznej prowadzi do re-
akgji cytotoksycznej wobec komérek nowotworowych,
w ktérej udzial biorg przede wszystkim komdérki NK (natu-
ral killers). Dostepne sg doniesienia opisujace subpopulacje
aktywowanych komérek NK swoistych tylko dla terapii BCG

nazywanych komdrkami BAK (BCG activated killer cells).
Komérki te przez wytwarzanie perforyn uszkadzajacych
$ciane komérki nowotworowej uruchamiajg mitochondrial-
ny szlak apoptozy niezaleznie od mechanizméw apoptozy
zwigzanych z TRIAL czy Fas [19]. Udowodniono réwniez ak-
tywacje apoptozy bezposrednio przez receptory Fas i TRIAL
[53,55,65]. Dowiedziono takze, ze w komdrkach nowotwo-
rowych poddanych ekspozycji na szczepionke BCG naste-
puje zwiekszona ekspresja antygendw zgodnosci tkankowej
(MHCTi11), co umozliwia ich rozpoznanie i eliminacje przez
limfocyty cytotoksyczne [5].

Poniewaz zwiekszenie wytwarzania cytokin, gtéwnie Thi,
stanowi istotny element mechanizmu dziatania BCG, podej-
mowane sg préby taczenia terapii BCG z dopecherzowym
podawaniem cytokin w celu osiagniecia wiekszej skutecz-
nosci, przy mniejszej liczbie dziatart niepozadanych. Po po-
zytywnych wynikach badan do$wiadczalnych pierwsze kli-
niczne sukcesy pojawily sie po zastosowaniu IFN-y i IL-12
[54,77,86]. W ostatnich latach wiele cytokin, w tym interfe-
rony o, p iy, TNF-q, IL-2, -3, -4, -6 i -12, GM-CSF testowano
w badaniach klinicznych, ale jedynie IL-2, IFN-a i TNF-a
zarejestrowano w Europie i USA do immunoterapii nowo-
twordw [13]. Nadal trwajg badania z zastosowaniem kom-
binacji IL-15 i -21 [34].

Préby wykorzystania metod alternatywnych dla szczepion-
ki BCG, takich jak zastosowanie komponentéw bakteryjnych
lub bakterii modyfikowanych genetycznie nie powiodty sie.
Wstepne wyniki byly obiecujgce, jednak w toku badati oka-
zalo sie, ze zywotno$¢ bakterii, a takze aktywne zakazanie
majg podstawowe znaczenie w indukowaniu efektywnej
odpowiedzi immunologicznej w tym leczeniu [5].

CzynNIKI RoKOWNICZE W TERAPI BCG

Guzy pecherza sa potencjalnie §miertelne, dlatego identy-
fikacja pacjentéw kwalifikujacych sie do terapii BCG oraz
takich, ktérym bezwzglednie nalezy wykona¢ cystektomie
ma podstawowe znaczenie. Wiadomo, ze wywiad rodzinny
raka pecherza, starszy wiek, wspétwystepowanie nowotwo-
ru ograniczonego do nabtonka (carcinoma in situ), mnogie
guzy, duzy rozmiar guza, czy wreszcie guzy niskozréznico-
wane (high grade tumors) wiaza sie z wiekszym ryzykiem
nawrotu i progresji [88]. Istnieja jednak takze doniesienia,
niepotwierdzajace tych zaleznoéci [72], co oznacza, ze do-
stepne obecnie parametry kliniczno-patologiczne nie iden-
tyfikuja pacjentéw w sposdb dostatecznie swoisty. Trwa
poszukiwanie wczesnych markeréw skutecznosci lecze-
nia, dzieki ktérym mozliwe bedzie zastosowanie najbardziej
efektywnej i najmniej okaleczajgcej terapii.

Skuteczno$¢ immunoterapii w raku pecherza nienaciekaja-
cym mie$niéwki wynosi 70% 5-letnich przezyé bez wznowy
nowotworu i nie u wszystkich pacjentéw reakcja na zasto-
sowarne leczenie jest zadowalajaca. U cze$ci chorych nie
stwierdza sie odpowiedzi na leczenie, pojawiajg sie nawroty,
dochodzi do nacieczenia mie$nidéwki i powstaja przerzuty.
Na brak skutecznosci leczenia moga mie¢ wptyw m.in. nie-
catkowite usuniecie guza podczas zabiegu przezcewkowej
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elektroresekgji, ale takze odstepstwa od obowigzujacego
harmonogramu wlewek, wynikajgce np. z wystapienia ob-
jawéw niepozadanych [88].

Czynniki rokownicze dla terapii BCG moga by¢ rozpatry-
wane w réznych punktach czasowych. Po pierwsze, przed
leczeniem, oznaczane sa m.in. zaréwno we krwi, jak i w mo-
czu, a takze w tkankach guza ekspresja p53, Ki-67, retinobla-
stoma, ezryny oraz profil ekspresji genéw guza.

Ocena efektywnosci odpowiedzi immunologicznej podczas
terapii obejmuje liczbe komérek dendrytycznych, granulo-
cytéw wielojadrzastych, stezenia interelukin 2, 8, 18, a tak-
7e TRAIL [88].

W ostatnich latach wiele uwagi po$wieca sie genetycznym
uwarunkowaniom osobniczej odpowiedzi na terapie BCG.
W tym celu badane byly przede wszystkim polimorfizmy
gendw kodujacych cytokiny, a takze gendéw nalezacych do
szlaku apoptozy oraz szlaku naprawy DNA. Metaanaliza opu-
blikowanych w ciagu ostatnich 25 lat badati wykazata jednak,
ze zaden z ocenianych wskaznikéw nie jest niezaleznym
czynnikiem predykcyjnym powodzenia terapii BCG [88].

Reakcja zapalna bedgca wynikiem dziatania szczepionki
BCG, jest czescig nie do korica poznanego procesu prowadza-
cego do eradykacji guza. Warto$¢ niektérych stosowanych
obecnie wskaznikéw zwigzanych z procesem zapalnym zo-
stata opisana na nieduzych grupach pacjentéw, dlatego po-
trzebne sg badania potwierdzajgce. Jednym z tych wskaz-
nikéw jest duza liczba komdrek dendrytycznych w moczu,
pozytywnie skorelowana z dobrym wynikiem leczenia. Duza
liczba makrofagéw naciekajacych guz (tumor infiltrating
macrophages - TAMs) jest niekorzystnym markerem ro-
kowniczym w terapii BCG, przeciwnie niz w wiekszosci no-
wotwordw, gdzie obecno$¢ makrofagéw wigze sie z dobra
prognoza [9].

ZNACZENIE CYTOKIN I ICH UWARUNKOWANIA GENETYCZNEGO
JAKO MARKEROW PROGNOSTYCZNYCH ROZWOJU RAKA PECHERZA
1 0DPOWIEDZI NA TERAPIE BCG

Cytokiny to gléwne mediatory procesu zapalnego stano-
wigcego element patogenezy raka pecherza, a zaburzenia
réwnowagi cytokin sprzyjaja jego rozwojowi [52]. Wiadomo
takze, ze istnieje zwiazek miedzy indukcja wytwarzania cy-
tokin i odpowiedzig na immunoterapie BCG [27].

Miedzyosobnicze réznice w ekspresji cytokin bedace skut-
kiem réznych wariantéw genetycznych moga modyfikowaé
zaréwno zapadalno$é na raka pecherza, jak i sposéb odpo-
wiedzi na stosowane leczenie, na co dowodem sa m.in. réz-
nice genetycznych wariantéw cytokin korelujace zréznym
ryzykiem rozwoju tego nowotworu [5].

Podobnie jak w innych nowotworach litych, w przebiegu
raka pecherza wytwarza sie stan niedoboru odpowiedzi
immunologicznej typu Th1 skierowanej przeciwko nowo-
tworowi, natomiast stezenie cytokin Th2 jest podwyzszone
[1,2]. Z tego powodu polimorfizmy genetyczne biatek szla-

kéw metabolicznych regulujacych synteze cytokin, kté-
re zmieniaja réwnowage Th1/Th2 sg szczegblnie wazne
z punktu widzenia patogenezy.

Rodzina IL-1 odgrywa gléwna role immunoregulacyjna. Ra-
zem z innymi cytokinami prozapalnymi, takimi jak TNF-q,
uczestniczy w przekazywaniu sygnatéw przez aktywowanie
czynnika transkrypcyjnego NF-kB w komdrkach nowotwo-
ru[8,11]. Jak wynika z danych literaturowych polimorfizm
typu zmiennej liczby tandemowych powtérzen (variable
number tandem repeats - VNTR) genu kodujacego IL-1Ra
o dziataniu przeciwzapalnym jest zwigzany z ryzykiem za-
chorowania na raka pecherza [15].

Interleukina 2 - wydzielana przez aktywowane limfocyty
T CD4" jest cytoking zapalng odpowiedzi Th1, pobudzajaca
wzrost i réznicowanie limfocytéw cytotoksycznych. Ukaza-
ly sie publikacje, w ktérych wykazano, ze duze stezenie IL-2
w moczu po podaniu BCG jest zwigzane z dtuzszym czasem
przezycia bez nawrotu choroby [83], a zwiekszona ekspresja
genu IL-2 w jednojadrzastych komdrkach z krwi obwodowej
jestniezaleznym czynnikiem rokowniczym terapii BCG [39].
Jednak, jak wynika z doniesieti, przedtuzone podawanie BCG
u niektdrych pacjentéw, po wstepnym okresie nadmier-
nego wytwarzania IL-2, prowadzi do aktywowania nieko-
rzystnej w tym wypadku odpowiedzi Th2 ze zwiekszeniem
ekspresji IL-10. Wskazuje to, ze cze$¢ pacjentéw nie odnosi
korzysci z przedtuzania leczenia BCG, a badanie stezenia
IL-2 1 -10 w moczu moze by¢ pomocne w identyfikacji tej
grupy chorych [69].

Interleukina 4 to podstawowa cytokina funkcjonujaca jako
autokrynny czynnik réznicowania komdrek Th2, induku-
jaca aktywacje i réznicowanie limfocytéw B. Podobnie jak
inne cytokiny typu Th2 - IL-6 i IL-10 - IL-4 aktywizuje wy-
twarzanie przeciwcial. IL-4 antagonizuje dodatkowo akty-
wujgcy makrofagi dziatanie IFN-y i hamuje komérkowa od-
powiedz immunologiczna, co sprzyja rozwojowi nowotworu
[45]. Jak potwierdzono w wielu badaniach u pacjentéw z ra-
kiem pecherza stwierdzane sg wysokie stezenia tej cytokiny
w moczu [13]. Wykazano réwniez znaczenie tej cytokiny
w patomechanizmie odpowiedzi na terapie BCG. Badania
genetycznego uwarunkowania odpowiedzi na szczepion-
ke BCG wskazujg, ze genotyp (-1098 GG) IL-4 jest zwiazany
z brakiem odpowiedzi na leczenie [13].

Interleukina 8 jest wydzielana przez aktywowane makro-
fagi i rekrutuje oraz aktywuje granulocyty wielojadrzaste.
W moczu pojawia sie jako jedna z pierwszych po podaniu
wlewki BCG, a wysoka ekspresja tej cytokiny jest zwigzana
zlepsza odpowiedzig na terapie BCG. Duze stezenia tej inter-
leukiny w 6 godzin po podaniu BCG wiazaly sie z dtuzszym
czasem przezycia bez nawrotu choroby, ale kryteria rézni-
ly sie znacznie w poszczegdlnych badaniach [47,66,68,80].
Wykazano natomiast zwiazek polimorfizmu IL-8 (-251A/T)
z mniejszym ryzykiem nawrotu po terapii BCG [7].

Aktywowane przez BCG makrofagi wydzielaja takze IL-18,
ktéra nastepnie aktywuje komdrki NK i limfocyty cytotok-
syczne. Duze stezenia IL-18 w moczu w 12 godzin po poda-
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niu BCG prognozowaty dtuzszy czas przezycia bez nawrotu
choroby [81].

Interleukina 10, podobnie jak IL-4, jest cytoking przeciw-
zapalng, ale takze czynnikiem proliferacji limfocytéw B.
Uczestniczy w procesach autoimmunologicznych i tole-
rancji transplantacyjnej. Oslabia prezentacje antygenéw
guza przez spadek ekspresji antygenédw zgodnosci tkan-
kowej klasy I i II. Wplywa ponadto na regulacje apoptozy
zaleznej od szlaku Fas/FasL. Interleukina 10 hamuje takze
wytwarzanie IFN-y przez komérki NK, T CD4* i CD8* [59]. Jak
wynika z doniesieni literaturowych do aktywacji komdrek
BAK uczestniczacych w lizie guza wymagane sg IFN-y, IL-2
i -12 [17,18]. Zmniejszenie wydzielania IFN-y regulowane
przez IL-10 ostabia efektywnos$¢ terapii BCG.

Zwickszona ekspresja IL-10 hamuje tez wytwarzanie TNF-a
- cytokiny odgrywajacej gtéwng role w odpowiedzi Thi
[61] i w konsekwencji zmniejsza efektywno$¢ leczenia BCG.
Badania nad zwigzkiem polimorfizméw genu IL-10 z od-
powiedzig na terapie BCG wykazaly, ze genotyp (-1082GG)
i genotyp GCCIL-10 (-1082A/G, -819C/T i-592C/A) GCC/GCC
- zwigzane ze zwiekszonym wytwarzaniem IL10 wiazg sie
z brakiem odpowiedzi na szczepionke BCG [13].

Interleukina 6 nalezy do prozapalnych cytokin wydziela-
nych przez makrofagi i limfocyty T. Jej wplyw na rozwdj
réznych komdrek raka moze by¢ odmienny - zwiekszajacy
lub hamujacy proliferacje. W uktadzie moczowo-ptciowym
funkcjonuje jako autokrynny czynnik wzrostu komérek raka
nerki i stercza. Wyniki badari dotyczace wptywu polimor-
fizmu tej cytokiny na rokowanie w raku pecherza sg prze-
ciwstawne w réznych populacjach. Genotyp IL-6 (-174C/C)
u rasy kaukaskiej wiazat sie ze zwiekszonym ryzykiem na-
wrotu choroby [51], przeciwnie niz w populacji pétnocno-
-indyjskiej, gdzie byt zwigzany z dtuzszym czasem wolnym
od nawrotu choroby (recurrence free survival - RFS) [4].

TNF-a jest jednym z najwazniejszych mediatoréw stanu
zapalnego i uczestniczy we wszystkich stadiach rozwoju
nowotworu - transformacji komérkowej, promocji, prolife-
racji, inwazji, angiogenezie oraz powstawaniu przerzutéw
[74,78]. Dodatkowo komérki nowotworu autokrynnie wy-
dzielaja TNF-a, co zwieksza ekspresje czynnikéw wzrosto-
wych, takich jak TGF-a (transforming growth factor alpha)
czy receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (epidermal
growth factor receptor - EGFR) [73]. Dowiedziono, ze ist-
nieje zwigzek genetycznych wariantéw TNF-a z ryzykiem
zachorowania na wiele nowotwordw [57,64], ale nie wyka-
zano takiej zalezno$ci dla raka pecherza. TNF-a - cytokina
aktywujaca makrofagi to jedna z wazniejszych cytokin Th1
wydzielana w odpowiedzi na terapie BCG. W ciagu 24 godzin
po dopecherzowym podaniu BCG istotnie wzrasta sekrecja
tego czynnika w moczu pacjentéw. Zwiekszone wytwarza-
nie TNF-a zwigzane z genotypem CC (T-1031C) zmniejsza
ryzyko nawrotu po terapii BCG [6], a poziom sekrecji zwig-
zany jest z efektywnodcia leczenia [14].

TGF-P to czynnik utatwiajacy inwazje komérek nowotwo-
rowych w $cianie pecherza przez nasilenia réznicowania

fibroblastéw do miofibroblastéw [28,79]. Do parakrynnych
dziatart TGF-P1 nalezy takze stymulacja angiogenezy [35].
W wielu komdrkach dziata on jak hamujacy czynnik wzro-
stu i wptywa na wytwarzanie macierzy pozakomdrkowej
i immunosupresje. Jest zewnatrzkomérkowym ligandem
wigzgcym receptory inicjujgc sygnaly regulujace wzrost,
réznicowanie i apoptoze [12]. Wykazano, ze TGF-p1 ma zdol-
no$¢ hamowania ekspresji antygendw zgodnosci tkankowej
klasy I, ICAM-1, kostymulujacej molekuty B7 na komérkach
prezentujacych antygen [85]. TGF-B1 pelni réwniez istotng
role w odpowiedzi na BCG. Indukowanie wytwarzania IgA
przez TGF-P1 zwieksza tzw. ,,$luzéwkowg obrone” a przez
to zmniejsza skuteczno$¢ terapii BCG [16]. Wykazano réw-
niez, ze TGF-B1 hamuje wytwarzanie TNF-a przez komérki
stymulowane BCG. Badanie wptywu polimorfizmu genu
TGF-P1 wykazato, ze genotyp TGF-B1 (codon 25G/G) wig-
ze sie z brakiem odpowiedzi na terapie BCG, a genotyp
(+28T/T) zwiekszajacy synteze bialka, z lepsza odpowie-
dzig na leczenie [3,13].

Wskazniki wewnatrzkomérkowe

Do markerdéw cyklu komdrkowego nalezy m.in. ezryna,
biatko zaangazowane w takie procesy, jak przezycie komé-
rek, adhezja i migracja. Odgrywa ono réwniez kluczowa
role w regulowaniu adhezji i polaryzacji komdrek. Mate
stezenia ezryny wiaza sie z wiekszym ryzykiem naciekania
blony mie$niowej i ztym rokowaniem [22,36]. Mozna wiec
uznad, ze ten wskaznik identyfikuje pacjentéw wymagaja-
cych agresywniejszej terapii niz BCG.

Do tej grupy wskaznikéw zaliczane jest tez p53, biatko su-
presorowe cyklu komérkowego oraz indukujace apoptoze
w odpowiedzi na uszkodzenie DNA i inne czynniki stresu
komdérkowego. Niestety dowody na uzytecznos¢ tego wskaz-
nika w ocenie przewidywania odpowiedzi na leczenie BCG
sgw literaturze sprzeczne [33,62]. Ki-67 - marker proliferacji
komérkowej to kolejny wskaznik, dla ktérego wyniki badar
oceniajgcych jego przydatno$é tez okazaly sie przeciwstaw-
ne [62,87]. Badania innego wskaznika - retinoblastoma maja
charakter wstepny i chociaz sa obiecujace, wymagaja po-
twierdzenia w dalszych badaniach klinicznych [22].

Karcynogeneza jest ztozonym procesem, dlatego logiczne
wydaje sie, ze do oceny rokowania ryzyka zachorowania,
a takze potencjalnej odpowiedzi na leczenie powinno sie
uzywaé zestawu wskaznikéw, np. biatek supresorowych
guza. Niedawno podjeto prébe zbadania jednoczasowej
ekspresji p53 i retinoblastoma w rakach powierzchownych
pecherza po zastosowaniu tacznej terapii BCG i IFN-a. Ba-
dany zestaw wskaznikéw nie spetnit jednak poktadanych
w nim nadziei [33].

Ligand czynnika martwicy nowotworéw wywotujacego
apoptoze (tumor necrosis factor related apoptosis inducing
ligand - TRAIL) jest prezentowany na blonie komérkowej,
ale wystepuje takze w postaci rozpuszczalnej. Sugeruje sie,
ze whasciwosci przeciwnowotworowe granulocytéw obojet-
nochtonnych sa zwigzane z jego uwalnianiem [76]. Wyniki
badani dotyczacych znaczenia TRAIL jako czynnika ryzyka
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sg obiecujace 1 wydaje sie, ze czynnik ten powinien by¢
brany pod uwage jako potencjalny wskaznik odpowiedzi
na leczenie BCG [26,53].

Polimorfizmy innych genéw

Polimorfizmy genetyczne wplywaja na podatno$¢ na zacho-
rowanie na raka pecherza, wrazliwo$¢ na toksyny, w tym
palenie papieroséw i stanowig klucz do tzw. personalizo-
wanej medycyny. Zmiana ekspresji genéw, ktéra moze by¢
wynikiem polimorfizmu, wptywa takze na odpowiedz na
terapie BCG [88].

Poza polimorfizmami genéw cytokin istotne dla rozwoju
raka pecherza i powodzenia terapii sa polimorfizmy genéw
odpowiedzialnych za naprawe przez wyciecie nukleoty-
du (nucleotide excision repair - NER). Jest to mechanizm
naprawy DNA majacy na celu usuwanie uszkodzeti DNA
spowodowanych czynnikami chemicznymi lub fizycznymi.
W mechanizmie NER uczestnicza takie biatka jak XPA, XPC,
TFIIH: XPB, helikazy, XPG, ERCC2 i ERCC6, polimeraza DNA
d lub ¢ i ligaza. Mechanizm NER usuwa uszkodzenia DNA
znieksztatcajace strukture podwdjnej helisy. Wazna role
tego mechanizmu u cztowieka potwierdzaja takie choro-
by genetyczne, jak xeroderma pigmentosum, spowodowana
mutacjami w genach kodujgcych XPA-XPG. Polimorfizmy
biatek XPA, XPC, ERCC2 i ERCC6 sa zwiazane z krétszym
czasem bez wznowy raka pecherza po leczeniu BCG. Badai
okre$lajacych potencjalny panel alleli, kt6ry charakteryzo-
walby rodzaj odpowiedzi na terapie BCG jest na razie nie-
wiele i wymagaja walidacji [88].

Makrofagowe biatko 1 zwigzane naturalng odpornoscia
(natural resistance-associated macrophage protein 1 -
NRAMP), kodowane przez gen SLC11A1 kontroluje odpo-
wiedZ na leczenie BCG wptywajgc na wewngtrzkomdrko-
wa proliferacje pratkéw i odpowiedz zapalng makrofagéw.
Wykazano, ze polimorfizmy zlokalizowane w obrebie genu
SLC11A1 koreluja z czasem wolnym od nawrotu choroby po
leczeniu BCG [29].

Polimorfizmy typu SNP genéw kodujacych PPARG (pero-
xisome proliferator-activated receptor y) byly zwigzane
ze zmniejszonym ryzykiem nawrotu u nieleczonych pa-
cjentéw [51].

PismienNicTWO

PobsumowaNIE

Na leczenie immunomodulujgce BCG nie odpowiada prawie
30-35% zakwalifikowanych pacjentéw. Tych niepowodzeri
nie da sie wyttumaczy¢ jedynie czynnikami srodowiskowy-
mi - réznicami w stylu zycia, wieku pacjentéw, compliance
czy wplywem dodatkowego leczenia. Polimorfizmy genéw
zmieniajace ekspresje biatek moga wptywac na genetycznie
uwarunkowang sktonno$¢ do zapadania na rézne choroby,
w tym réwniez raka pecherza oraz na indywidualny prze-
bieg schorzenia. Ich identyfikacja pozwala na optymaliza-
cje terapii i zastosowanie leczenia przeciwnowotworowego,
ktérego sita oparta o testy identyfikujace ryzyko, zmniejsza
liczbe niepowodzen terapeutycznych [41].

Mechanizmy przeciwnowotworowego dziatania pratkéw
nie sg dokladnie poznane, ale z pewno$cia znaczenie ma
miejscowa nieswoista reakcja immunologiczna, w przebie-
gu ktdrej dochodzi do aktywacji komérek immunologicznie
kompetentnych i wytwarzania cytokin. Okreslenie cech ge-
netycznych pacjenta moze utatwié¢ klinicyscie przewidy-
wanie odpowiedzi na terapie i zastosowanie tzw. persona-
lizowanej medycyny (tailored therapy). Wiedza na temat
znaczenia genetycznych wariantéw w molekularnych i ko-
mdrkowych mechanizmach immunoterapii BCG jest ciagle
niewystarczajaca, a dostepne publikacje sa nieliczne i do-
tycza w wiekszoéci jednej populacji - pétnocno-indyjskie;j.
Do potwierdzenia znaczenia genetycznego zréznicowania
cytokin w raku pecherza potrzebne sa badania w innych
grupach etnicznych.

Uwaza sie obecnie, Ze stezenia poszczegdlnych cytokin
w moczu po wdrozeniu BCG moga by¢ czynnikiem rokow-
niczym odpowiedzi na terapie. Wyzsze stezenia cytokin Th1
- IFN-y, IL-2 i TNF-a sg zwiazane z dhuzszym przezyciem
bez nawrotu choroby, natomiast wysokie stezenia cytokin
Th2, takich jak IL-10, prognozuja nieskutecznos$é¢ leczenia
BCG [75].

Najbardziej uzytecznym markerem w immunoterapii w raku
pecherza wydaja sie stezenia IL-2 w moczu. Jej wysokie ste-
Zzenia po terapii BCG sa skorelowane z dobrym wynikiem.

Obiecujace sa réwniez wskazniki, takie jak ezryna, ale wy-
maga to potwierdzenia w dalszych badaniach.
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