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Streszczenie

Wstep

Rak pecherza moczowego jest dziewigtym najczgsciej diagnozowanym
nowotworem na $wiecie. Obecnie stwierdza si¢ okoto 429,800 zachorowan oraz ponad
165,100 przypadkow $miertelnych rocznie [1]. Usunigcie pecherza moczowego — radykalna
cystektomia (RC) jest preferowang metoda w przypadku nowotworu naciekajacego jego
warstwe migsniowa — muscle invasive bladder cancer (MIBC). Metoda ta zapewnia 5-letnie
przezycie tych pacjentow na poziomie okoto 50 % [2,3]. W przypadku jego nawrotu,
zajgcie wezldw chlonnych ma niezalezng i znaczaca warto$¢ prognostyczng dla przezycia
pacjentow [4]. Konwencjonalne metody oceny weztéw chltonnych — zar6wno -
przedoperacyjne jak i w trakcie samego zabiegu — oraz ich standardowe badanie
histopatologiczne oferuja niesatysfakcjonujace wyniki i moga skutkowaé przeoczeniem i
nierozpoznaniem przerzutow komoérek nowotworowych do tych weztow. U 25 %
pacjentéw poddanych RC w stadium klinicznym cNO przerzuty w weztach chtonnych sa
wykrywane w pooperacyjnym badaniu histopatologicznym [5]. U takich pacjentéw
rekomenduje si¢ wykonanie radykalnej cystektomii oraz obustronnej miedniczej
limfadenektomii — pelvic lymph node dissection (PLND), celem usuni¢cia nowotworu oraz
doktadnej oceny stopnia zaawansowania raka pecherza moczowego [6]. Obecnie brak jest
jednomyslnosci co do zalecanej rozlegtosci limfadenektomii, oraz co do ilo$ci usuwanych
weztow chtonnych w trakcie jej wykonywania. Niektore badania wykazuja, ze wykonanie
PLND zwigksza dtugos$¢ zycia zar6wno u pacjentdw z przerzutami do weztow chtonnych,

jak 1 u pacjentow bez przerzutow [7-10]. Z tego tez powodu radykalna cystektomia z



obustronng PLND jest rutynowa metoda leczenia i stagingu w przypadku MIBC [3].
Dyskusj¢ wzbudza czesto liczba usunietych weztow chlonnych, ktéra co ciekawe, nie
zawsze odzwierciedla jako$¢ wykonanej limfadenektomii. Potwierdza to badanie
przeprowadzone na zwlokach. Autorzy wskazuja duze osobnicze réznice w ilosci weztow
chlonnych, ktére usuwane byly w trakcie super - rozszerzonej limfadenektomii a liczba ich
roznita si¢ w zakresie od 10 do 53 weztow [11]. Opisywana liczba usuwanych weztow
chlonnych w zaleznosci od rozleglosci limfadenektomii przy =zabiegu radykalnej
cystektomii wynosi od ponizej 5 do powyzej 75 [12]. Przy obecnej debacie dotyczacej
zakresu limfadenektomii oraz liczby weztéw chtonnych, ktore nalezatoby usunaé w czasie
zabiegu, brakuje lepszej oceny statusu weztow chtonnych usuwanych na podstawie z gory
przyjetego schematu anatomicznego. Obiecujaca metoda w tym zakresie wydaje si¢ by¢
biopsja weztow chilonnych wartowniczych — sentinel lymph node biopsy (SLNB). Jej
zastosowanie przynosi korzySci w ocenie splywu chionnego z guza w przypadku wielu
nowotworow. Dodatkowo, pozwala potencjalnie polepszy¢ staging weztdow chlonnych,
skupiajac uwage patomorfologa badajacego preparat pooperacyjny na wezle lub weztach
narazonych na ryzyko wystgpowania przerzutowych komoérek nowotworowych. Nalezy
jednak podkresli¢, iz w nowotworach takich jak rak pecherza moczowego wykonanie
procedury SLNB nie zwalnia ze standardowej oceny pozostalych, niewartowniczych
weztow chtonnych, usunietych podczas zabiegu operacyjnego.

Koncepcja SLNB opiera si¢ na zalozeniu, ze znalezienie 1 zbadanie pierwszego
wezta lub weztdow chtonnych drenujacych chtonke z guza jest w stanie odda¢ stan catego
regionalnego systemu chlonnego. Metoda ta z powodzeniem zostata zastosowana w
leczeniu raka piersi [13], czerniaka skory [14], raka jelita grubego [15], raka pracia [16],

oraz innych nowotworow [17]. W zaleznosci od rodzaju nowotworu danego organu, splyw



chlonny mozna podzieli¢ na prosty lub ztozony. Schemat sptywu prostego spotyka si¢ na
przyktad w przypadku raka piersi [13], czerniaka skory [14] i raka pracia [16]. W tych
przypadkach splywu chlonki mozna si¢ spodziewac jednej drogi chtonnej prowadzacej z
lokalizacji guza do pierwszego we¢zta chtonnego. Istnieje jednak szereg nowotworow, w
przypadku ktorych sptyw chtonny jest znacznie bardziej skomplikowany, gdzie lokalizacja
oraz liczba pierwszych weztow chtonnych sptywu chlonnego jest trudna do przewidzenia.
Zaliczaja si¢ do nich miedzy innymi rak zotadka [18], rak jelita grubego [15] oraz rak
pecherza moczowego [19]. W przypadku kazdego z tych nowotwordéw koncepcja SLNB
znajduje zastosowanie kliniczne, rozni si¢ jednak tym, ze obecnie nie uprawnia do
zaniechania wykonywania limfadenektomii w przypadku niewykrycia przerzutow w SLNs
jak w przypadku nowotwordw o prostym sptywie chlonnym, lecz moze zapewnic
trafniejszg ocen¢ zaawansowania choroby nowotworowej poprzez doktadniejsza oceng
weztow chtonnych.

W przypadku MIBC metoda SLNB do oceny przerzutow nowotworu do weziow
chlonnych zostala po raz pierwszy zastosowana w 2001 roku przez Sherif i wsp. [19].
Autorom udato si¢ wykry¢ wezty chlonne wartownicze — sentinel lymph nodes (SLNs) u
11/13 pacjentow (85 %). Od tej pory jedynie kilku autorow opisuje zastosowanie techniki
SLNB w przypadku MIBC [20,21]. Moze by¢ to spowodowane faktem, ze odpltyw chtonki
z organu sferycznego, jakim jest pecherz moczowy, moze by¢ bardzo zréznicowany — a co
za tym idzie, trudny do oceny [21,22].

W swoim doswiadczeniu Sherif i wsp. wykonali iniekcj¢ radioznacznika oraz
biekitu metylenowego dopecherzowo, nastepnie wykonujac limfoscyntygrafie [19]. Pewien
postep w zastosowaniu tej techniki zostal pozniej osiagnigty przez Malmstrom i wsp.

Autorzy w swoim badaniu zastosowali hybrydowa limfoscyntygrafi¢ tomografii



komputerowej  pojedynczego  fotonu -  single-photon  emission  computed
tomography/computed tomography (SPECT/CT) dla lepszego uwidocznienia lokalizacji
SLNs. Technika ta z wykorzystaniem obrazowania tomografii komputerowej wraz z
wynikiem funkcjonalnej scyntygrafii zwickszyta spektrum metod wykorzystywanych do
detekcji SLNs, zwlaszcza tych o niewielkich rozmiarach wezta chlonnego [23].

Kilka lat pdzniej rowniez Sherif i wsp. opisuja uzycie hybrydowej limfoscyntygrafii
SPECT/CT jako dodatkowej techniki jeszcze doktadniej opisujacej potozenie SLNs co
udoskonalito metod¢ poszukiwania tych weztow [24]. Dodatkowo, dla lepszej identyfikacji
srédoperacyjnej SLNs stosuje si¢ reczng sondg y. Liedberg i wsp. udowodnili, ze poprzez
zastosowanie przedoperacyjnej limfoscyntygrafii w potaczeniu ze $rodoperacyjng detekceja,
reczng sonda mozna poprawié staging weztowy w przypadku MIBC [25]. Nalezy
podkresli¢ jednak, ze wszystkie te badania obejmuja jedynie relatywnie niewielkg grupe
badanych pacjentow.

Metody identyfikacji SLNs sg caly czas unowocze$niane. Zgodnie z jej zalozeniem
anatomiczna lokalizacja wezta wartowniczego jest niemozliwa z powodu znacznego
zrdznicowania osobniczego uktadu limfatycznego. Z tego powodu, kazdorazowo konieczna
jest wizualizacja SLNs za pomocg znacznikow.

Technika wykonywania SLNB rozni si¢ w zalezno$ci od nowotworu. Do
identyfikacji SLNs uzywane sg najczesciej radioznaczniki w polaczeniu z nanokoloidem,
oraz blekit metylenowy jako substancja wybarwiajaca wezly chtonne, polepszajaca
srédoperacyjng wizualizacje wezldw przez chirurga. Znaczniki te podawane sg przed
zabiegiem operacyjnym.

W  przypadku techniki z zastosowaniem radioznacznikOw uzywana jest

srdédoperacyjnie reczna sonda gamma do lokalizacji we¢zlow chlonnych, ktore wychwycity
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podany znacznik. Nowa technika wykorzystywang coraz czesciej jest SLNB z uzyciem
zwigzku fluorescencyjnego - zieleni indocyjaninowej (ICG), do detekcji ktérej uzywana
jest kamera wykorzystujaca $wiatlo podczerwone- near infrared fluorescence (NIRF)
camera. ICG to bezpieczna substancja, ktéra stosowana jest od wielu lat w okulistyce,
transplantologii, hepatologii i1 kardiochirurgii [12,26]. Przy uzyciu ICG mozemy
uwidoczni¢ nie tylko miejsce podania barwnika, ale takze $§rodoperacyjnie zwizualizowaé
droge chlonng w czasie rzeczywistym oraz zidentyfikowac i zlokalizowa¢ interesujgcy nas
pierwszy wezet chtonny sptywu chlonki. Uzycie ICG do wizualizacji drog chtonnych i
SLNs po raz pierwszy zaproponowali Kitai i wsp. w operacji raka piersi [15]. Od tego
czasu znacznie wzroslo zainteresowanie ta nowa technikg. Pojawity si¢ prace dotyczace jej

zastosowania do wykrywania SLNs takze w przypadku innych nowotworéw [27 — 32].

Stosujac ICG w technice SLNB nalezy mie¢ tez na uwadze wady samego zwigzku
oraz techniki [12,26]. Elementem przemawiajacym na korzys$¢ uzycia ICG jest wizualizacja
sptywu chlonnego w czasie rzeczywistym oraz optyczna wizualizacja samych SLNs.
Ograniczeniem z kolei jest gteboko$¢ na jaka mozliwa jest detekcja ICG. Obecnie granica
ta wynosi okoto lcm grubosci tkanki, co utrudnia lub uniemozliwia wykrycie SLNs
potozonych glebiej w tkance tluszczowej, zwlaszcza u otylych pacjentow. Mozliwe, ze
zastosowanie zwigzku hybrydowego ICG z innymi substancjami poprawi ten parametr

eliminujac wady samej substancji [27].

Obecnie leczenie pacjentéw z MIBC wcigz ewoluuje. Stosowane nowe techniki
operacyjne pozwalaja na indywidualizacje leczenia oraz (tam, gdzie to mozliwe)

ograniczenia urazu zwigzanego z zabiegiem chirurgicznym, oraz zmniejszenia
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ewentualnych powiktan. Rozwijane sa techniki laparoskopowe i robotyczne usuwania
pecherza moczowego, wykonywanie przy ich okazji rozleglej limfadenektomii utrudnia
znacznie wykonanie zabiegu. Dalsze badania sg potrzebne dla udowodnienia skuteczno$ci
indywidualizacji leczenia pacjentéw z tym nowotworem, jak rowniez mozliwosci
zastosowania bezpieczniejszych sposobow diagnostycznych przed- i $rodoperacyjnych.
Dzigki temu indywidualizacja leczenia pacjentow moze prowadzi¢ do poprawy wynikéw

leczenia chorych zdiagnozowanych z nowotworem pgcherza moczowego.
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Wykaz publikacji bedacych przedmiotem rozprawy doktorskiej.

Prace pogladowe:

1. Polom W., Markuszewski M., Rho YS., Matuszewski M. (2014) Usage of
invisible near infrared light (NIR) fluorescence with indocyanine green (ICG)
and methylene blue (MB) in urological oncology. Part 1. Cent European J Urol.
67(2):142-8.

IF=0; MNiSW=9

Prace oryginalne:

2. Polom W., Markuszewski M., Cytawa W., Lass P., Matuszewski M. (2016) .

Radio-Guided Lymph Node Mapping in Bladder Cancer Using SPECT/CT and

Intraoperative y-Probe Methods. Clin Nucl Med. 41(8):e362-7.

IF=4.278; MNiSW= 35

3. Polom W., Markuszewski M., Cytawa W., Czapiewski P., Lass P.,

Matuszewski M. Fluorescent versus radioguided lymph node mapping in

bladder cancer. Clin Genitourin Cancer. 2016 Nov 30

IF=2.599; MNiSW= 25
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List do redakcji:

4. Polom W., Gruszecka A., Markuszewski M., Cytawa W., Lass P., Matuszesski
M. Radio-Guided Lymph Node Mapping in Bladder Cancer Using SPECT/CT
and Intraoperative y-Probe Methods: Reply. Clin Nucl Med. 2017
Apr;42(4):327-328.

IF=4.278; MNiSW= 35

Laczna wartos$¢ IF= 11,155; MNiSW= 104 (na dzien 04.05.2017)

W tekscie rozprawy doktorskiej dane z prac, ktére sa podstawa rozprawy doktorskiej,

zaznaczono w nawiasie w nast¢pujacy sposob np. [publikacja 1].
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Charakterystyka problemu naukowego.

Cele niniejszej rozprawy:

1. Znalezienie korelacji miedzy rodzajem i lokalizacjg nowotworu pgcherza moczowego, a
umiejscowieniem zajetych wezidw chlonnych w miednicy z uzyciem nowych technik
obrazowania drég sptywu chtonki, 1 zaproponowanie zakresu limfadenektomii

wykonywanej przy usuwaniu pecherza moczowego.

2. Zaprezentowanie schematu sptywu chtonnego oraz doktadne okreslenie miejsc

przerzutéw nowotworu do weztéw chtonnych miednicy w raku pgcherza moczowego.

W pracy dokonano prospektywnej analizy wynikéw 38 [publikacja 2] oraz 50 pacjentéw
[publikacja 3] z MIBC, ktorzy byli leczeni chirurgicznie w latach 2012 — 2015 w Klinice
Urologii Uniwersyteckiego Centrum Medycznego w Gdansku. Badanie zostalo zgloszone i
zaakceptowane przez miejscowag komisje bioetyczng przy Gdanskim Uniwersytecie

Medycznym pod numerem: NKBBN/87/2012.

Cele rozprawy zostaty zrealizowane w cyklu czterech doniesien opublikowanych w
latach 2014 — 2016 [publikacje 1-4]. Rozprawe doktorska stanowig spojne tematycznie
dwie prace oryginalne [publikacje 2 — 3], jedna praca pogladowa [publikacja 1] oraz jeden
list do redakcji bedacy odpowiedziag na komentarz do publikacji pracy oryginalnej
[publikacja 4]. Obie prace oryginalne maja charakter prekursorski i uwzgledniaja
omoOwienie wyzej wymienionych celoéw rozprawy doktorskiej [publikacje 2 ,3]. W pracy

pogladowej omoéwiono szczegdétowo na podstawie piSmiennictwa dostgpnego w bazach
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medycznych PubMed i Medline zasade dziatania oraz wykorzystanie technologii zwigzkoéw
fluorescencyjnych — zieleni indocyjaninowe;j i biekitu metylenowego oraz niewidzialnego
dla ludzkiego oka $wiatla podczerwonego w urologii onkologicznej do obrazowania
srédoperacyjnego, szczegdlnie skupiajac sie na wykorzystaniu tej technologii w przypadku
biopsji weztdow chlonnych wartowniczych oraz $rddoperacyjnej wizualizacji zmian
nowotworowych celem okre§lenia marginesu resekcji. Wchodzacy w sktad rozprawy
doktorskiej list do redakcji [publikacja 4] odpowiada na komentarz do pracy oryginalnej

[publikacja 2] dotyczacy jej czesci statystycznej.

Publikacja 1
Usage of invisible near infrared light (NIR) fluorescence with indocyanine green
(ICG) and methylene blue (MB) in urological oncology. Part 1. Cent European J Urol.

67(2):142-8.

W pracy pogladowej na temat zastosowania nowej techniki wizualizacji $rodoperacyjnej z
zastosowaniem zwigzku o wilasciwosciach fluorescencyjnych - zieleni indocyjaninowej
(ICG), oraz $wiatla podczerwonego, near infrared light (NIR), opisano jej uzycie w dwoch
aspektach:

1. Biopsji wezta chtonnego ,,wartowniczego” w nowotworach urologicznych

Biopsja wezta chtonnego wartowniczego zostata zaproponowana przez Wawroshek i wsp.
jako dodatkowe narzedzie w celu zmniejszenia objawow ubocznych leczenia w przypadku
wykonywania rozszerzonej limfadenektomii miedniczej w raku prostaty [33]. Procedura ta
pozwala na poprawe stagingu weztow chlonnych poprzez doktadniejsze badanie

patomorfologiczne wskazanych weztow chtonnych wartowniczych jak réwniez poprzez
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maksymalizacj¢ ilo$ci pozostatych, usunigtych weziow chtonnych. W naszej publikacji
omoOwione zostaly badania dotyczace SLNB z zastosowaniem ICG 1 $wiatla
podczerwonego z wykorzystaniem zjawiska fluorescencji.

Knapp 1 wsp. wykonat biopsj¢ weztéw chtonnych wartowniczych w przypadku raka
pecherza moczowego na modelu zwierzgcym [21]. Autorzy wykorzystali do jej wykonania
nawigacje srodoperacyjng przy uzyciu kamery wykorzystujacej $wiatto podczerwone oraz
ICG.

Pierwsze badanie na ludziach z uzyciem s$rddoperacyjnej nawigacji przy pomocy kamery
na podczerwien oraz ICG zostalo przeprowadzone przez Van der Poel i wsp. w przypadku
raka prostaty [27]. W tym badaniu uzyto potaczenia zwigzku ICG wraz z radioznacznikiem
— ICG — *™Tc¢ NanoCol. Badanie to bylo przeprowadzone na 11 pacjentach i jest to
pierwsza publikacja opisujac kliniczne zastosowanie w urologii polaczenia obu zwigzkdéw
tworzacych tak zwany zwigzek hybrydowy wykazujacy korzysci wynikajace z

zastosowania obu zwigzkoéw jednoczesnie.

2. Srédoperacyjnej wizualizacji zmian nowotworowych celem okreslenia marginesu
resekcji w raku nerki.

Jest to kolejne zastosowanie zwigzkoéw fluorescencyjnych i $wiatta podczerwonego w
nowoczesnej diagnostyce srodoperacyjnej w urologii. Obecnym standardem postepowania
w przypadku duzej czesci guzow nerek jest leczenie organooszczgdzajace, w ktorym wazne
jest calkowite usunigcie zmiany oraz pozostawienie jak najwigkszej czesci zdrowej tkanki
narzadu. Niezaleznie od zastosowanej techniki ryzyko niedoszczetnej resekcji guza
szacowane jest na poziomie 2.5 % do 5.7 % wedhug réznych autorow [34-36]. Oceny

uzyskania wolnego od guza marginesu resekcji dokonuje chirurg podczas zabiegu

17



polegajac tylko na wlasnym doswiadczeniu i zmysle wzroku. Uzycie ICG z kamerg
wykorzystujaca $swiatlo podczerwone wydaje si¢ by¢ uzyteczne w przypadku oceny
marginesu resekcji guzéw nerek. Technika ta zostata opisana zarowno w zabiegach
klasycznych z wykorzystaniem laparotomii, jak rowniez endoskopowych z uzyciem robota
[37,38]. Dzigki niej mozliwe jest zaobserwowanie réznicy fluorescencji w $Swietle
podczerwonym pomiedzy tkankg zdrowa i zmiang patologiczng, co umozliwia doktadng

oceng marginesu resekcji w trakcie usuwania guza [39].

Publikacja 2
Radio-Guided Lymph Node Mapping in Bladder Cancer Using SPECT/CT and

Intraoperative y-Probe Methods. Clin Nucl Med. 41(8):e362-7.

W publikacji opisano mozliwo$¢ wykonania mapowania we¢ztéw chtonnych wartowniczych
w przypadku MIBC przy uzyciu radioizotopu technetu. SLBN jest metoda identyfikacji
weztow chtonnych wartowniczych stosowang w chirurgii onkologicznej od wielu lat i jest
uznawana za ztoty standard w leczeniu przede wszystkim takich nowotwordw jak rak piersi
i czerniak skory [40,41].

W naszej publikacji dodatkowo poréwnaliSmy wyniki przedoperacyjnej detekcji
SLNs przy zastosowaniu hybrydowej limfoscyntygrafii 3D SPECT/CT ze $rédoperacyjng
detekcja radioaktywnych wezidw chtonnych z uzyciem recznej sondy gamma. Do badania
wlaczeni zostali pacjenci bez stwierdzonych przedoperacyjnie w badaniach obrazowych
przerzutow w weztach chlonnych. Dodatkowym celem badania byla ocena splywu

chlonnego z obszaru guza pecherza moczowego — mapowanie wezldw chtonnych oraz
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zaproponowanie schematu limfadenektomii w przypadku, gdy SLNs byly znajdowane poza
miejscami standardowej limfadenektomii.

Do badania wiaczono 38 pacjentéw, ktorym usunieto w sumie 535 wezly chione
(Srednia usunictych weztéw chltonnych wyniosta 14.07). Przerzuty w oznaczonych
radioaktywnie we¢ztach chtonnych znaleziono u 13 pacjentéw. U 22 pacjentow z kolei
wezty te nie zawieraly przerzutow. W opisywanej grupie pacjentow u 3 nie zaobserwowano
sptywu chtonnego z obszaru guza — okreslono ich jako ,,pacjenci niedrenujacy”, ktérych
wylaczono z dalszej analizy.

Metoda hybrydowej limfoscyntygrafii 3D SPECT/CT wykryta 58 radioaktywnych
weztow chionnych. Podobny wynik uzyskano w trakcie $rddoperacyjnej detekcji
radioaktywnych weztéw chlonnych przy uzyciu rgcznej sondy gamma. W tym przypadku
wykryto rowniez 58 radioaktywnych weziow chtonnych, jednak w przypadku 2 pacjentéw
obie metody daly rézne wyniki. Sposrod tych 58 radioaktywnych weztéw chtonnych, 55
(94%) zostatlo znalezionych dystalnie oraz doogonowo w stosunku do skrzyzowania
moczowodu z naczyniami biodrowymi. W przypadku 3 pacjentow (8.6%), wezty chlonne
radioaktywne znaleziono poza obszarem standardowej limfadenektomii, i nie znaleziono w
nich przerzutow komorek raka. Mimo, ze jest to niewielka grupa pacjentdw, znalezienie
sptywu chlonnego poza standardowym zakresem limfadenektomii rekomendowanym przez
EAU (Europan Association of Urology) moze doprowadzi¢ do zmiany zakresu
limfadenektomii w oparciu o technik¢ SLNB. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie kliniczne
konieczne sg dalsze badania na wigkszej grupie pacjentow.

Warto tu podkresli¢, ze zastosowanie techniki SLNB w raku pecherza moczowego
prawdopodobnie pozwoliloby na znalezienie podgrupy pacjentéw, ktorzy odniesliby

korzy$¢ z rozszerzonej limfadenektomii lub tylko usuniecia wezidw chlonnych
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wartowniczych znajdujacych si¢ poza standardowym obszarem sptywu chtonki z guza. Jest
to odpowiedz na postawione w niniejszej pracy doktorskiej pytanie dotyczace zakresu
celow badania, proponujace indywidualizacje zakresu limfadenektomii, w zaleznosci od
wyniku badania SPECT/CT weztow chltonnych wartowniczych przed zabiegiem
operacyjnym (cel numer 1).

Drugim zagadnieniem dotyczacym indywidualizacji zakresu limfadenektomii jest
propozycja wykonania samej procedury SLNB w raku pecherza moczowego. W tym
aspekcie w naszym badaniu wyniki falszywie negatywne wystapily w 8% przypadkdow.
Dodatkowym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo znalezienie korelacji pomiedzy
rodzajem 1 lokalizacja guza pecherza moczowego, a umiejscowieniem zajetych weztow
chlonnych w miednicy. W naszym badaniu u wszystkich pacjentéw w koncowym wyniku
histopatologicznym zdiagnozowano raka urotelialnego pecherza moczowego (cel numer 1).
W grupie badanej przeciwlegly odptyw chlonny zostal zaobserwowany u 9 pacjentéw
(45%), co zdaje si¢ potwierdzaé teori¢ krzyzowego drenazu limfatycznego do weziow
chlonnych miednicy opisang réwniez przez innych autoréw. Thimaczy to takze
konieczno$¢ wykonania pelnej obustronnej limfadenektomii miedniczej niezaleznie od
umiejscowienia guza w pecherzu moczowym [42]. Prawdopodobnie wytlumaczeniem tego
zjawiska jest ztozono$¢ uktadu chtonnego pecherza moczowego (cel numer 1). Aby w pelni
odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace indywidualizacji zakresu limfadenektomii w raku
pecherza moczowego konieczne sg dalsze wieloosrodkowe badania z randomizacja.

W 13 radioaktywnych wezlach chtonnych znaleziono przerzuty raka. W 6 z nich
byly one jedynym miejscem przerzutu nowotworu. Srednio 1.52 radioaktywnego wezta
chlonnego (od 1 do 5) zostato zlokalizowanych przedoperacyjnie oraz $rodoperacyjnie. W

3 przypadkach przerzuty nowotworu zostaly znalezione poza we¢ztami oznaczonymi
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radioaktywnie 1 nie zaobserwowano odptywu chlonnego z obszaru guza. Taka sytuacja
mogta mie¢ miejsce w przypadku obecnosci komorek nowotworowych blokujacych
odptyw chlonny.

Celem numer 2 w niniejszej pracy doktorskiej jest zaprezentowanie schematu
splywu chtonnego oraz doktadne okreslenie miejsc przerzutow nowotworu do weztow
chlonnych miednicy w raku pecherza moczowego. Dzigki prospektywnemu okresleniu
anatomicznego podzialu stacji wezlowych, celem lepszego okreslenia miejsca
wystepowania we¢ztow chtonnych wartowniczych, stworzona zostata mapa przedstawiajaca
lokalizacje sptywu chtonki do pierwszych weztéw chionnych obszaru sptywu chtonnego z
guza nowotworowego. Rycina 4 przedstawia podsumowanie lokalizacji znalezionych
radioaktywnych weztow chtonnych. Rycina ta przedstawia w sposob graficzny odpowiedz
na cel numer 2 zawarty w zalozeniach niniejszej pracy doktorskiej. Obecnie
limfadenektomia w raku pegcherza moczowego naciekajacego mig$niowke opiera si¢ na
usuni¢ciu weztow chtonnych z miednicy wedtug przyjetego schematu anatomicznego. Jest
to wigc w pewnym sensie usunigcie ,,na slepo” tych weztéw. Przygotowywana praca ma na
celu znalezienie narzedzi majacych poprawi¢ ocene weztdw chtonnych przewidzianych do

usunigcia.

Publikacja 3
Fluorescent versus radioguided lymph node mapping in bladder cancer. Clin

Genitourin Cancer. 2016 Nov 30.

W publikacji przedstawiono wyniki pordwnania dwoch metod $rodoperacyjnej detekcji

weztow chtonnych wartowniczych w przypadku MIBC. Poréwnano standardowa technike
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detekcji 1 lokalizowania weztéw chlonnych wartowniczych z  zastosowaniem
radioznacznika oraz nowej techniki ich obrazowania i identyfikacji przy uzyciu zwigzku
fluorescencyjnego ICG oraz kamery emitujacej swiatlo podczerwone. Poniewaz nie sg to
standardowe metody postgpowania u kazdego pacjenta dla weryfikacji wynikow wykonano
dodatkowo miednicza limfadenektomig.

Badanie zostato przeprowadzone na grupie 50 pacjentéw ze zdiagnozowanym
rakiem pecherza moczowego naciekajacym jego mig$niowke poddanych nastepnie
zabiegowi radykalnej cystektomii/cystoprostatektomii. W grupie badanych pacjentéw
usuni¢to facznie 681 weztow chtonnych, $srednia liczba usunietych weztéw chlonnych na
pacjenta wyniosta 13.62 (+4.99). Troje pacjentow (6%) zostalo wytaczonych z dalszej
analizy z powodu braku zdiagnozowanego odplywu chtonnego z obszaru guza. Jako ze w
tych przypadkach zostaly =znalezione przerzuty do weztow chtonnych, mozna
domniemywaé, ze byto to powodem zablokowania dalszego sptywu chlonnego z obszaru
guza do pierwszych weztow chlonnych. U 47 pacjentéw zostaty znalezione wezly chlonne,
oznaczone przez co najmniej jeden ze znacznikdw (radioznacznik lub znacznik
fluorescencyjny). U 16 pacjentéw przynajmniej jeden wezet chlonny wartowniczy zawierat
przerzuty raka, natomiast u 31 pacjentéw wezly te nie zawieraly przerzutow nowotworu. U
17 pacjentow znaleziono 56 weztow chlonne innych niz we¢zly chtonne wartownicze,
zawierajacych przerzuty raka niezaleznie od tego, czy wezly chionne wartownicze
zawieraly komorki raka. W badanej grupie 47 pacjentdw, biopsja weztow chionnych
wartowniczych wykonana metoda fluorescencyjng wykryla te same wezty chlonne, co
metoda radioaktywna z uzyciem zwigzku promieniotworczego. W przypadku 12 z 47
pacjentow (25.6%) metoda fluorescencyjna pozwolila na oznaczenie wigkszej liczby

weztow chtonnych niz metoda radioaktywna. W przypadku 8 z 47 pacjentow (17%), u
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ktérych wezty chlonne byly oznaczone obydwoma metodami, i ktére zawieraly przerzuty
nowotworu, inne w¢zly chtonne réwniez zawieraly przerzuty nowotworu. U 3 pacjentéw
(6.4%) znalezliSmy wezly chlonne wartownicze poza obszarem standardowe;j
limfadenektomii, to jest powyzej skrzyzowania moczowodu z naczyniami biodrowymi (cel
numer 1). Sposrod tych weziow chtonnych zaden nie zawieral przerzutow nowotworu.
Takze wykorzystujac technike fluorescencyjng mozliwa jest wizualizacja weziow
chlonnych wartowniczych znajdujacych sie poza standardowym zakresem limfadenektomii,
co mogloby pozwoli¢ na indywidualizacj¢ zakresu usunigcia weztow chlonnych w
przypadku resekcji MIBC (cel numer 1).

Analizujac cata grupe 50 pacjentdow, wykorzystujac do tego badanie
histopatologiczne wszystkich usunietych weziow chlonnych wykazano, ze w 6
przypadkach (12%) nie udato si¢ zidentyfikowal przerzutéw nowotworu do weztdw
chlonnych stosujac procedure biopsji wezta chlonnego wartowniczego, niezaleznie od
uzytej] metody radioaktywnej lub fluorescencyjnej. Dodatkowo nalezy podkresli¢, iz w
przypadku radiokoloidu wyniki fatszywie negatywne zostaly znalezione w 6.2%
przypadkow, a przy zastosowaniu ICG- w 11.1%.

SLNB z uzyciem nowej techniki wizualizacji jakim jest wizualizacja ICG w §wietle
podczerwonym wydaje si¢ by¢ obiecujaca metoda diagnostyczng. Naturalnym etapem
rozwoju tej metody wydaje si¢ by¢ zastosowanie zwigzku hybrydowego zaproponowanego
przez zesp6t holenderski — czyli potaczenie radiokolloidu z ICG. Badania wieloosrodkowe
na wigkszej liczbie pacjentdw z randomizacja pozwala na znalezienie jasnej odpowiedzi co

do zastosowania tej metody w codziennej praktyce klinicznej [27].
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Publikacja 4
Radio-Guided Lymph Node Mapping in Bladder Cancer Using SPECT/CT and

Intraoperative y-Probe Methods: Reply. Clin Nucl Med. 2017 Apr;42(4):327-328.

W odpowiedzi na list do redakcji w ktorym autorzy zaproponowali uzycie ich metody
statystycznej, dodatkowo sugerujac btedne zastosowanie metod statystycznych w naszej
publikacji. W odpowiedzi nie zgodziliSmy si¢ z sugestiami i podtrzymalis$my zastosowanie
przez nas klasycznych metod statystycznych, ktore sa standardowo stosowane w

dostepnych publikacjach.

Podsumowanie

Indywidualizacja diagnostyki oraz leczenia choroby nowotworowej jest niezbedna.
Zastosowanie jej w przypadku pacjentdow z rakiem pecherza moczowego ma duze
znaczenie ze wzgledu na czegste zmienne, zardbwno co do potozenia guza w pecherzu
moczowym, jak réwniez co do ztozonej sieci ukladu chlonnego drenujacego chtonke z
pecherza moczowego. Zastosowanie nowych technik diagnostycznych oraz obrazujacych
przedoperacyjnie oraz w trakcie samego zabiegu chirurgicznego, pozwala na lepsze
leczenie tych pacjentdw, oraz znalezienie grupy pacjentdow o niestandardowym przebiegu
choroby, u ktorych dodatkowe informacje uzyskane przed zabiegiem moga wptynaé na

zakres wykonywanego zabiegu.

Whioski
1- Zastosowanie zwigzkow fluorescencyjnych z uzyciem S$wiatla podczerwonego

wydaje sie by¢ nowa i obiecujacg metoda do badania SLNs oraz wizualizacji guzow
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nowotworowych i1 ewentualnego okreslenia ich granic ze zdrowa tkanka. Ta nowa
metoda jest obecnie we wczesnym etapie rozwoju i wydaje si¢ by¢ obiecujacym
narzedziem $rodoperacyjnym, ktore prawdopodobnie poprawi jako$¢ oraz
doktadno$¢ wykonywanych operacji.

Przedoperacyjne zastosowanie SPECT-CT do obrazowania weztéw chtonnych z
wychwytem radioaktywnego znacznika pozwala na lepsze zaplanowanie zabiegu
operacyjnego oraz ewentualne poszerzenie zakresu limfadenektomii o dodatkowe
stacje weztowe znajdujace si¢ poza standardowym zakresem limfadenektomii.
Nowe techniki wizualizacji weztow chtonnych takie jak uzycie zwigzku ICG
pozwalaja na ocen¢ w czasie rzeczywistym drég chtonnych oraz weztdéw chtonnych
wartowniczych. Ta obiecujaca, nowa metoda diagnostyczna wymaga dalszych
badan klinicznych, jednakze dostepne wstepne wyniki wydaja si¢ by¢ obiecujace.
SLNB w raku pecherza moczowego nie jest procedurg standardowa. W naszych
publikacjach mapowanie drog i wezidw chionnych jako narzedzie dodatkowe do
standardowej limfadenektomii miednicznej w przypadku raka pgcherza moczowego
wydaje si¢ by¢ uzytecznym sposobem optymalizacji i indywidualizacji wynikow

leczenia onkologicznego.
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Rycina 1.
Limfoscyntygrafia SPECT/CT z rekonstrukcja tréjwymiarowa u pacjenta z rakiem
pecherza moczowego. Przyktad umiejscowienia wezta chtonnego wartowniczego powyzej

rozwidlenia aorty, poza obszarem standardowej limfadenektomii.
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Rycina 2.

Wezly chlonne ex vivo roztozone na schemacie sptywu chtonnego miednicy.
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Rycina 3.

Identyfikacja radioaktywnego wezta chtonnego (wezta wartowniczego) reczng sonda

gamma.
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Rycina 4.
Schemat przedstawiajacy lokalizacje sptywu chionki do pierwszych weztow chtonnych

obszaru sptywu chtonnego z guza pecherza moczowego.
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Rycina 5.
Limfoscyntygrafia SPECT/CT przedstawiajaca przyktad przeciwlegtego sptywu chlonnego

z obszaru guza pecherza moczowego, tak zwany ,,crossover phenomenon”.
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Rycina 6.

Wezet chtonny wartowniczy oznaczony zwigzkiem fluorescencyjnym ICG widoczny

srédoperacyjnie w miednicy.
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Rycina 7.

Preparat przedstawiajacy droge chtonng wraz z weztami chlonnymi po resekcji widziany w

swietle biatym.
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Rycina 8.

Preparat przedstawiajacy droge chtonng wraz z weztami chlonnymi po resekcji widziany w
$wietle podczerwonym przy uzyciu techniki fluorescencyjnej. Widoczny wybarwiony,

fluorescencyjny wezet chtonny.
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Rycina 9.

Wezetl chtonny wybarwiony fluorescencyjnie ex-vivo na schemacie sptywu chtonnego
miednicy zidentyfikowany przy uzyciu zwigzku fluorescencyjnego oraz kamery na

podczerwien.
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Abstract

Introduction

Nowadays bladder cancer is the ninth most commonly diagnosed type of tumor in
the world, with approximately 429,800 new cases diagnosed, and more than 165,100 deaths
annually [1]. Radical cystectomy (RC) is a treatment method of choice in muscle invasive
bladder cancer (MIBC). This method increases life expectancy by approximately 50% [2,
3]. In terms of cancer recurrence, the spread of lymph nodes has a significant independent
prognostic value for patients’ survival [4]. The conventional methods of lymph nodes
examination — both intra- and post-operative — as well as their histopathological
examination do not offer satisfactory results, and consequently can leave metastases in
these lymph nodes overlooked and thus undetected. In 25% of patients subjected to RC in
¢50 clinical stage, metastases in lymph nodes are found in post-operative histopathological
examination [5]. Such patients are recommended to undergo radical cystectomy and pelvic
lymph node dissection (PLND) in order to resect the tumor and conduct detailed
examination of the stage of bladder cancer [6].

Nowadays the recommended extensity of PLND and the number of lymph nodes
that should be resected in the procedure are still a matter of discussion. Some studies imply
that PLND increases life expectancy in patients both with and without metastases in lymph
nodes [7-10]. Hence, RC with PLND is a treatment and staging method of choice in case of
MIBC [3]. The number of resected lymph nodes is a frequent subject of discussion — yet,
interestingly, this criterion does not always reflect the quality of the performed PLND

procedure. This observation is supported by autopsy results. The authors present great
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individual differences in the number of lymph nodes resected in super-extended
lymphadenectomy, which varied from 10 to 53 lymph nodes [11]. The described number of
resected lymph nodes, depending on the extent of lymphadenectomy, varied from fewer
than 5 to over 75 [12]. The current discussion regarding the extent of lymphadenectomy
and the number of lymph nodes which should be resected in the procedure, requires a better
assessment of the stage of the lymph nodes which are resected on the basis of the
preconceived anatomical outline. Sentinel lymph node biopsy (SLND) seems to be a
promising solution. This method is beneficial regarding the assessment of the lymphatic
flow and cancer spread into lymph nodes in various types of cancer. Additionally, during
the pathological examination of the post-operative microscopic slide, it can potentially
improve nodal staging by focusing on the lymph node(s) which may be affected by
metastatic cells. However, it should be stressed that in neoplasms such as bladder cancer,
conducting the SLNB procedure still requires the standard assessment of the remaining,
non-sentinel lymph nodes resected during the procedure.

The concept of SLNB is based on the assumption that the identification and
examination of sentinel lymph node(s) which drain the tumor can provide an accurate
picture of the whole lymphatic drainage of the tumor. So far, this method has been
successfully applied in the treatment of breast cancer [13], malignant melanoma [14],
colorectal cancer [15], penile cancer [16], as well as other neoplasms [17]. Depending on
the type of tumor and the affected organ, the lymphatic drainage can be simple or complex.
The simple drainage is characteristic of, for instance, breast cancer [13], malignant
melanoma [14], and penile cancer [16]. In these neoplasms one can expect one, simple
lymphatic drainage route, leading from the tumor to the sentinel lymph node. However,

there are also numerous cancers in which the lymphatic drainage is far more complex than
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this, in which it is thus difficult to predict the location and the number of sentinel lymph
nodes. Such neoplasms include, among others, stomach cancer [18], colorectal cancer [15],
as well as bladder cancer [19]. In all these cancers SLNB is applicable, as it can provide a
more accurate staging of the neoplasm through a more detailed examination of lymph
nodes. However, nowadays the application of SLNB still requires PLND when no
metastases are found in SLNs, which is not the case in cancers with simple lymphatic
drainage.

For MIBC, SLNB was used for the first time back in 2001 by Sherif et al. [19]. The
authors managed to successfully identify sentinel lymph nodes in 11 out of 13 patients
(85%). Since then, only a few authors have researched the application of SLNB in MIBC
[20, 21]. This may be due to the fact that that the lymphatic drainage from bladder, a
spherical organ, can be highly varied — and, consequently, difficult to assess [21, 22].

In their experiment, Sherif et al. conducted intravesical injection of radioactive
tracer and blue dye marker into the bladder, followed by planar lymphoscintigraphy [19].
This technique was somewhat improved by Malmstrom et al. The authors used a hybrid
lymphoscintigraphy combined with single-photon emission computed
tomography/computed tomography (SPECT-CT) in order to estimate the location of SLNs
more accurately. This technique, through combining computed tomography with the results
of functional scintigraphy, has increased the spectrum of available methods used for SLNs
detection, especially the smaller ones [23].

A few years later Sherif et al. described the application of hybrid
lymphoscintigraphy SPECT-CT as an additional technique which provides an even more
accurate estimation of the location of SLNs, which improved the method of SLNs detection

[24]. Additionally, a manual y probe is used for a better intra-operative SLNs detection of
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SLNs. Liedberg et al. have proved that preoperative lymphoscintigraphy combined with
intraoperative SLNs detection provides further improvement of nodal staging in muscle
invasive bladder cancer [25]. Unfortunately, most of these studies were conducted on
relatively small groups of patients.

SLNs identification methods are constantly being improved upon. It is based on the
assumption that the anatomical location of the sentinel lymph node is impossible due to the
high wvariability in lymphatic drainage from patient to patient. Consequently, the
visualisation of the SLNs through using markers is necessary in every individual case.

SLNB can be conducted in various ways, and the choice of the technique depends
on the type of neoplasm. Radioactive tracers combined with nanocolloid are typically used
in SLNs detection, where methylene blue is used as a substance which dyes lymph nodes,
improving the intra-operative visualisation of lymph nodes. The markers are injected prior
to surgery.

In the case of radioactive tracers, a manual gamma probe is used intra-operatively
for tracing lymph nodes which are marked with the injected radioactive tracer. SLNB
combined with indocyanine green (ICG) is a new and increasingly more commonly applied
technique. Thanks to its fluorescent activity in near-infrared light, the use of ICG with a
near-infrared fluorescence (NIRF) camera allows to observe not only SLNs, but also
lymphatic routes from the tumor to the SLNs. ICG is a safe substance, which has for a long
time been used in ophthalmology, transplantology, hepatology and cardiosurgery [12, 26].
The application of ICG for visualising lymphatic drainage and SLNs was proposed for the
first time by Kirai et al. in breast cancer treatment [15]. Since then the technique has been
attracting increasing interest, which has given rise to research into its application in SLNs

detection in various other types of neoplasm [27-32].
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When applying ICG in SLNB one has to bear in mind the downsides of both the
substance and the technique [12, 26]. On the one hand, ICG is doubtlessly valuable in
visualising the lymphatic drainage in real time and in visualising SLNs. On the other, the
depth of fluorescence penetration through the tissue is relatively small; currently it is about
1 cm, which makes it difficult or even impossible to detect SLNs which are located deeper
in the adipose tissue, especially in obese patients. It is likely that thanks to using hybrid
ICG dyes it will be possible to improve this parameter and at the same time eliminate the
drawbacks of this substance in the future [27].

Currently the treatment of MIBC patients is still evolving. The applied surgical
techniques allow for personalizing the treatment and, whenever possible, minimizing the
trauma resulting from the surgery, as well as the possible complications. There is a lot of
research being conducted into laparoscopic and robotic techniques of bladder resection, and
conducting extensive PLND with these techniques makes the procedures significantly more
difficult. Further research is necessary in order to prove the effectiveness of individualized
treatment in patients suffering from this type of neoplasm, as well as the possibility of
using safer pre- and intra-operative methods. Thanks to this, personalization of the

treatment can lead to improving the results in patients diagnosed with bladder cancer.
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Characteristics of the scientific problem

Aims of the thesis:

1. To find a correlation between the type and location of bladder cancer and the location of
the affected pelvic lymph nodes, by using new techniques of visualising the lymphatic

drainage, and to propose the extent of lymphadenectomy for bladder resection.

2. To present a scheme of lymphatic drainage and to determine the exact location of

metastases in pelvic lymph nodes in bladder cancer.

The present thesis is based on a prospective analysis of the results obtained from 38
[publication 2] and 50 [publication 3] patients diagnosed with MIBC, who underwent
surgical treatment between 2012 and 2015 at the Urology Department of Medical
University of Gdansk. The study was approved by the local ethics committee under the
number NKBBN/87/2012 and was performed in accordance with the ethical standards laid
down in the 1975 Declaration of Helsinki and its later amendments. All patients included in

this study gave their informed consent prior to inclusion into the study.

The aims of the thesis were achieved over the course of four academic papers
published between 2014 and 2016 [publications 1-4]. The present thesis comprises two
thematically consistent original papers [publications 2-3], one overview paper [publication
1], and one letter to the editor [publication 4]. Both original papers are of innovative nature,
and cover the research aims as stated above [publications 2, 3]. The overview paper
provides a detailed outline compiled on the basis of the literature available on Pubmed and

Medline. The outline concerns the effects and the application of fluorescent substance
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technologies - indocyanine green and methylene blue - as well as near-infrared light, in
terms of their application in intra-operative visualization in urologic oncology, with a
special focus on the application of these technologies in sentinel lymph nodes biopsy and
intra-operative visualization of the extent of the tissue affected by the neoplasm, in order to
assess the margin for resection. The letter to the editor which is included in this thesis
[publication 4] is an answer to a comment to one of the original papers [publication 2]

regarding the statistical aspects of the paper.

Publication 1
Usage of invisible near infrared light (NIR) fluorescence with indocyanine green
(ICG) and methylene blue (MB) in urological oncology. Part 1. Cent European J Urol.

67(2):142-8.

This overview paper discusses the application of the new technique of intra-operative
visualisation with the use of a fluorescent substance — indocyanine green (ICG) — together

with near-infrared light (NIR). The technique is discussed in the following two aspects:

1. Sentinel lymph node biopsy in urologic neoplasms

Subjecting the sentinel lymph node to biopsy was suggested by Wawroshek et al. as an
additional tool used in order to minimize the side effects of extensive pelvic
lymphadenectomy in prostate cancer [33]. This procedure allows a better staging of lymph
nodes through a more detailed pathomorphological examination of the selected sentinel

lymph nodes, as well as through maximizing the total number of resected lymph nodes. The
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paper discusses research into SNB with the use of ICG and NIR and the use of
fluorescence.

Knapp et al. conducted a biopsy of sentinel lymph nodes in bladder cancer on an
animal model [21]. The authors used intra-operative navigation thanks to a NIR camera and
ICG. The first study conducted on humans with the use of intra-operative navigation
through a NIR camera and ICG was conducted by Van der Poel et al. in prostate cancer
[27]. They used a combination of an ICG compound with a radiotracer — ICG - *™Tc
NanoCol. The study was conducted on 11 patients. It is the first publication reporting the
clinical application of the so-called hybrid compound which is a combination of the two
substances. The study also proved the benefits of applying these two substances at the same

time.

2. Intra-operative visualisation of neoplastic lesion in order to determine the margin for
resection in kidney cancer.

This is another application of fluorescent compounds and infrared light in modern intra-
operative diagnostics in urology. The present standard procedure in most cases of kidney
cancer is nephron sparing surgery, which consists in the total resection of the neoplasm
while leaving as much of the healthy tissue as possible. Regardless of the applied technique
the risk of incomplete tumor resection is estimated at 2.5-5.7% depending on the report
[34-36]. The estimation of the cancer-free tissue margin is conducted by the surgeon during
the operation, relying solely on their experience and the sense of sight. The application of
ICG with a NIR camera seems to be useful in assessing the margin in the resection of
kidney tumors. This technique has been described both in classical surgery with the use of

laparotomy, as well as in endoscopic surgery with the use of robotic devices [37, 38]. It
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enables the visualisation of the difference in fluorescence in infrared light between healthy
and neoplastic tissue, which facilitates accurate estimation of the resection margin in tumor

resection [39].

Publication 2
Radio-Guided Lymph Node Mapping in Bladder Cancer Using SPECT/CT and

Intraoperative y-Probe Methods. Clin Nucl Med. 41(8):e362-7.

The paper discusses the possibility of mapping sentinel lymph nodes in MIBC with the use
of Technetium-99m. SLBN has been a method of detecting sentinel lymph nodes used in
oncologic surgery for many years and is considered to be the golden standard, especially in
the treatment of breast cancer and malignant melanoma [40, 41].

The present paper offers a comparison of the results of the pre-operative SLNs with
the use of hybrid lymphoscintigraphy 3D SPECT/CT and intra-operative detection of
radioactive lymph nodes with a manual gamma probe. The study was conducted on a group
of patients without metastases in lymph nodes. Additional goals of the study included the
assessment of the lymphatic drainage of the bladder tumor, together with mapping the
lymph nodes and designing the scheme of lymphadenectomy whenever SLNs were found
outside the extent of standard lymphadenectomy.

38 patients were included in the study. In total, we removed 535 lymph nodes (on
average 14.07 per patient). In 13 patients we found metastases in lymph nodes which were
tagged radioactively. In 22 patients these lymph nodes did not show any trace of
metastases. In 3 patients we found no lymphatic drainage of the tumor — these patients were

classified as “non-draining patients”, and excluded from further analysis.
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The hybrid 3D SPECT/CT lymphoscintigraphy method allowed us to detect 58
radioactive lymph nodes. A similar result was obtained with the intra-operative detection of
radioactive lymph nodes with the use of a manual gamma probe. With the latter method we
also found 58 radioactive lymph nodes, however, in 2 patients the two methods offered
different results. Out of these radioactive lymph nodes, 55 (94%) were found distal and
caudal to the uretero-iliac crossing. In 3 patients (8.6%), radioactive lymph nodes were
found outside the extent of standard lymphadenectomy, and no trace of cancerous cells was
found in them. Although admittedly this group of patients is small, finding lymphatic
drainage outside the standard extent of lymphadenectomy as recommended by EAU
(Europan Association of Urology) may lead to the change in the extent of
lymphadenectomy, based on the SLNB technique. In order to answer this clinical question,
more research conducted on a larger group of patients is required.

Importantly, the application of the SLNB method in bladder cancer would likely
allow for finding a group of patients who could benefit from extended lymphadenectomy or
from minimizing the extent of the resection to sentinel lymph nodes outside the standard
area of the tumor’s lymphatic drainage. This is the answer to one of the research questions
of the present thesis, proposing personalization of the extent of lymphadenectomy
depending on the SPECT/CT results of the sentinel lymph nodes prior to the surgery (aim
No 1).

The second question regarding treatment personalization in the extent of
lymphadenectomy is the idea to conduct the SLNB procedure in bladder cancer. In this
respect, our analysis found false-negative results in 8% of the cases. An additional goal of
the paper was to find a correlation between the type and position of bladder tumor and the

position of the affected pelvic lymph nodes. In our study, all the patients were diagnosed

52



with urothelial bladder cancer (aim No 1). In the analysed group of patients the opposite
lymphatic drainage was observed in 9 patients (45%), which seems to support the
hypothesis of cross-lymphatic drainage to pelvic lymph nodes, which has already been
described in several papers by other authors. This finding also shows that bilateral pelvic
lymphadenectomy is necessary, regardless of the location of the bladder tumor [42]. A
possible explanation for this phenomenon lies in the complexity of bladder’s lymphatic
drainage (aim No 1). In order to fully answer the question of the personalization of the
extent of lymphadenectomy in bladder cancer further, randomised research is required.

We found neoplastic cells in 13 radioactive lymph nodes. 6 out of these were the
only location of metastases. On average, 1.52 radioactive lymph nodes (from 1 to 5) were
identified pre- and intra-operatively. In 3 cases metastases were found through radioactive
detection outside lymph nodes, and no lymphatic drainage from the tumor was observed.
Such a situation could only happen due to neoplastic cells blocking the lymphatic drainage.

Aim No 2 of the present thesis was to present a scheme of the lymphatic drainage
and to determine the precise location of metastases to pelvic lymph nodes in bladder
cancer. Thanks to prospective determination of anatomical distribution of major lymph
nodes, in order to better determine the location of sentinel lymph nodes, we devised a
schematic map showing the scheme of lymphatic drainage to sentinel lymph nodes. Fig. 4
presents a summary of the locations of the lymph nodes found radioactively. The figure
thus graphically presents the answer to aim No 2 of the present thesis. Currently
lymphadenectomy in MIBC is based on the resection of lymph nodes from the pelvis
according to the accepted anatomical template. Thus, in a way, it is a “blind” resection. The
present thesis researches tools which are supposed to improve the examination of lymph

nodes which are to be resected.
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Publication 3
Fluorescent versus radioguided lymph node mapping in bladder cancer. Clin

Genitourin Cancer. 2016 Nov 30.

The paper presents the results of a comparative analysis of two methods of intra-operative
detection of sentinel lymph nodes in MIBC. The two compared methods are the standard
technetium radiocolloid (RadCol) detected by a gamma ray detection probe, and-
experimentally- ICG detected by near infrared fluorescent (NIRF) camera. Since the latter
is not a standard method, in order to verify the results each patient was subjected to routine
pelvic lymphadenectomy.

The study was conducted on a group of 50 patients diagnosed with MIBC, who
were subsequently subjected to cystectomy. In total, 681 lymph nodes were resected — on
average 13.62 (£4.99) per patient. 3 patients (6%) were excluded from further analysis due
to the fact that no lymphatic drainage from the tumor was found in them. As in these 3
cases metastases were found in lymph nodes it may be assumed that they were responsible
for the blocked lymphatic drainage. We found lymph nodes tagged with at least one tracer
(radiotracer or fluorescent tracer) in 47 patients. In 16 patients at least one sentinel lymph
node had metastases, whereas in 31 patients we found no metastases in sentinel lymph
nodes. In 17 patients we found 56 non-sentinel lymph nodes with metastases regardless of
the presence of metastases in sentinel lymph nodes. In the analyzed group of 47 patients the
biopsy of sentinel lymph nodes conducted with the use of the fluorescent method detected
the same lymph nodes as the radiotracer method. In 12 out of 47 patients (25.6%) the

fluorescent method resulted in more tagged lymph nodes than the radioactive method. In 8
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out of 47 patients (17%), in whom we found lymph nodes tagged by two methods and
containing metastases, other lymph nodes also had metastases. In 3 patients (6.4%) we
found sentinel lymph nodes outside the extent of standard lymphadenectomy, i.e. above the
uretero-iliac crossing (aim No 1). None of these lymph nodes had metastases. The
fluorescent method allows for visualising sentinel lymph nodes outside the extent of
standard lymphadenectomy as well, which could facilitate the personalization of the extent
of the resection of lymph nodes in MIBC resection (aim No 1).

Analyzing the whole group of 50 patients in histopathological examination of all the
resected lymph nodes, we failed to identify metastases in lymph nodes through the biopsy
of sentinel lymph node in 6 cases (12%), regardless of the method. Moreover, it should be
stressed that the use of radiocolloid gave false-negative results in 6.2% of the cases,
whereas ICG —in 11.1%.

Using the new visualization technique of ICG with a NIRF camera seems to be a
promising diagnostic method. The next step should be to use a hybrid compound as
proposed by the Dutch team, i.e. a compound of radiocolloid and ICG. Multicenter,
randomized studies conducted on larger groups of patients should help find a clear answer

to the question of the feasibility of including this method in standard clinical practice [27].

Publication 4
Answer to comment on the publication '"Radio-Guided Lymph Node Mapping in
Bladder Cancer Using SPECT/CT and Intraoperative y-Probe Methods”. Clin Nucl

Med. 2017 Apr;42(4):327-328.
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In answer to our paper, a letter was sent to the editor in which it was implied that we used
wrong statistical methods, and an alternative method was suggested. In answer to the letter
we disagreed with its authors, arguing that the classical statistical methodology that we
used and which is commonly used in the available literature, was superior to the one

suggested.

Summary

It is necessary to personalize the diagnostics and treatment of cancer. Personalization is
especially important in the case of bladder cancer due to numerous variables regarding the
position of the tumor in the bladder, as well as the lymphatic drainage of the tumor. The
application of new diagnostic methods, as well as methods providing pre- and intra-
operative visualization creates better, more effective treatment options, as well as the
possibility to identify patients with a non-standard course of disease, in whom obtaining

additional information prior to surgery can affect the extent of the applied procedure.

Conclusions
1- The use of fluorescent compounds with NIR light seems to be a new and
promising method of examining SLNs and visualizing tumors, as well as
assessing the safe margin of healthy tissue. This new method is currently in its
early stages and seems to be a promising intra-operative tool, which is likely to
improve the quality and accuracy of the surgery.
2- Pre-operative application of SPECT-CT for visualizing lymph nodes through the

use of radioactive tracers allows for better planning of the surgical procedure
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and facilitates potential extension of lymphadenectomy outside the standard
extent of the procedure.

New techniques of visualizing lymph nodes, such as the use of ICG compounds,
allow for real-time assessment of the lymphatic drainage and sentinel lymph
nodes. This new, promising diagnostic technique requires further clinical
research, however, the preliminary results which are currently available seem to
be promising.

SLNB in bladder cancer is not a standard procedure. In our publications, we
showed that mapping the lymphatic routes and lymph nodes as a tool
accompanying the standard pelvic lymphadenectomy in bladder cancer seems to
be a useful method of optimizing and personalizing the results of oncologic

treatment.
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Figure 1.
SPECT / CT lymphoscyntygraphy with 3D reconstruction in a patient with bladder cancer.
Example of positioning of the sentinel lymph node above the aortic bifurcation, outside the

area of standard lymphadenectomy.
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Figure 2.

Lymph nodes ex vivo visualized on the pelvic lymph drainage scheme.
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Figure 3.

Identification of the radioactive lymph node (sentinel lymph node) by a hand-held gamma

probe.
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Figure 4.
Diagram presenting the localisation of the lymphatic outflow to the first lymph nodes from

the bladder tumor area.

A1



1487147 L) : Symbia T6
*09/07/1954 B SViitlo CT 2007E>Symbia T6>8.5.10.7 SP{>VAG0B
07/06/2013 A
09:14:25

)

FUSED MPR

SL:4.795

Figure 5.
SPECT / CT lymphoscintigraphy showing an example of an opposite lymphatic outflow

from the bladder tumor area, the so-called "crossover phenomenon".
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Figure 6.

Sentinel lymph node marked by ICG fluorescence compound visible intraoperatively in the

pelvis.
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Figure 7.

Figure shows the specimen of lymphatic pathway with lymph nodes after resection seen in

white light.
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Figure 8.

Figure shows the specimen of lymphatic pathway with lymph nodes seen in infrared light

using fluorescence technique. Visible stained, fluorescent lymph node.
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Figure 9.

Lymph node stained with fluorescent compound seen ex-vivo on the pelvic lymphatic

outflow scheme seen with the use of fluorescent compound and infrared camera.
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