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WYKAZ SKROTOW

APC (antigen-presenting cell) — komorka prezentujaca antygen

APOE - apolipoproteina E

AUA (American Urological Association) — Amerykanskie Towarzystwo Urologiczne
AUC (area under the curve) - pole powierzchni pod krzywa

BCa (bladder cancer) — rak pgcherza moczowego

BCG - Bacillus Calmette-Guerin

CCI (Charlson Comorbidity Index) - wskaznik wspotchorobowosci Charlson

ChSN — choroba sercowo-naczyniowa

CIS — carcinoma in situ

CRP (C-reactive protein) - biatko C-reaktywne

CUETO (Club Urologico Espariol de Tratamiento Oncologico) — Hiszpanska Grupa

Onkologiczno-Urologiczna

dNLR (derived neutrophile-to-lymphocyte ratio) - pochodny wspotczynnik NLR
EAU (European Association of Urology) — Europejskie Towarzystwo Urologiczne
ECOG skala - skala sprawnos$ci wedtug Eastern Cooperative Oncology Group
EFS (event-free survival) - przezycie wolne od zdarzen

EORTC (European Organisation for Research and Treatment of Cancer) — Europejska

Organizacja Badan 1 Leczenia Raka
FGF-2 (fibroblast growth factor 2) - czynnik wzrostu fibroblastow 2
G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) — czynnik wzrostu granulocytéw

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) — czynnik stymulujacy

tworzenie kolonii granulocytéw i1 makrofagdw
GPS (Glasgow Prognostic Score) — skala prognostyczna Glasgow

HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) — czynnik indukowany hipoksja



HR (hazard ratio) - iloraz hazardu, hazard wzgledny

IL-1 — interleukina 1

IL-6 — interleukina 6

IL-8 — interleukina 8

IQR (interquartile range) — rozstep miedzykwartylowy

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) - biatko chemotaktyczne monocytow 1

mGPS (modified Glasgow Prognostic Score) — zmodyfikowana skala prognostyczna Glasgow
MLR (monocyte-to-lymphocyte ratio) — stosunek liczebno$ci monocytow do limfocytow
MMC (mitomycin C) — mitomycyna C

MMP (matrix metalloproteinase) — metaloproteinaza macierzy pozakomorkowej

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

transkrypcyjny sekwencji wzmacniajacej lekkiego tancucha kappa limfocytéw B
NLR (neutrophile-to-lymphocyte ratio) — stosunek liczebnos$ci neutrofilow do limfocytow

NMIBC (non-muscle invasive bladder cancer) — rak pecherza moczowego nienaciekajacy

migsniowki

OR (odds ratio) — iloraz szans

OS (overall survival) — przezycie catkowite

PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) — inhibitor aktywatora plazminogenu 1
PAS (plasminogen activation system) — system aktywacji plazminogenu

PChN — przewlekta choroba nerek

PDGEF (platelet-derived growth factor) — ptytkopodobny czynnik wzrostu

PFES (progression-free survival) - przezycie wolne od progresji

PLR (platelet-to-lymphocyte ratio) — stosunek liczebnos$ci ptytek krwi do limfocytéw

PNI (prognostic nutritional index) — prognostyczny indeks zywieniowy



Re-TURB (restaging transurethral resection of bladder tumor) — ponowna przecewkowa

resekcja guza pecherza moczowego

RFS (recurrence-free survival) — przezycie wolne od nawrotu
SD (standard deviation) — odchylenie standardowe

SE (standard error) — blad standardowy

suPAR (soluble urokinase plasminogen activator receptor) - rozpuszczalny receptor dla

urokinazowego aktywatora plazminogenu
TAM (tumor associated macrophages) — makrofagi zwigzane z nowotworem
TNF-alfa (tumor necrosis factor alpha) — czynnik martwicy nowotwordw alfa

TRAIL (tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand, TNF related apoptosis-
inducing ligand) — czynnik stymulujacy apoptoze zwigzany z TNF

TURB (transurethral resection of bladder tumor) - przecewkowa resekcja guza pecherza

moczowego
uPA (urokinase plasminogen activator) — urokinazowy aktywator plazminogenu

uPAR (urokinase plasminogen activator receptor) — receptor dla urokinazowego aktywatora

plazminogenu
VEGF (vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu §rédbtonka naczyniowego
WHO (World Health Organization) - Swiatowa Organizacja Zdrowia

95% CI (95% confidence interval) - 95-procentowy przedziat ufnosci



1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Rak pecherza moczowego (BCa) stanowi jeden z najczes$ciej wystepujacych
nowotworow w Polsce i na §wiecie. U m¢zczyzn rozpoznawany jest on okoto 4 razy czgsciej
niz u kobiet. W raporcie za rok 2022 Krajowego Rejestru Nowotworéw BCa znajdowat si¢ na
4. miejscu wsrod zachorowan na nowotwory zlosliwe u mezczyzn, jak rOwniez na 4. miejscu

wsrod nowotworowych przyczyn zgonéw mezczyzn [1, 2].

Okoto 75% rakoéw pecherza moczowego stanowig raki nienaciekajace mig$niowki
(NMIBC). Obejmuja one nowotwory w stadium zaawansowania Ta i CIS (carcinoma in situ)
ograniczone do btony §luzowej pgcherza moczowego oraz stadium T1 ograniczone do btony
podsluzowej pecherza moczowego. Pozostala cze$¢ stanowig raki, ktore naciekajg i
przekraczaja bton¢ mig$niowa pgcherza moczowego (stadium zaawansowania T2 1 wyzej).
NMIBC z uwagi na wysoki stopien nawrotowosci 1 stosunkowo wysoki stopief progresji,
wymaga szczegolnej obserwacji pacjentéw, a koszty diagnostyki i leczenia stanowig istotne

obcigzenie dla systemu ochrony zdrowia [2, 3].

Najwazniejszym czynnikiem ryzyka rozwoju BCa pozostaje dym tytoniowy. Dotyczy
to zarowno czynnego, jak i biernego palenia. Nikotynizm w wywiadzie rowniez zwigksza
ryzyko zachorowania. Kolejny istotny czynnik ryzyka stanowi ekspozycja na kancerogeny
chemiczne, takie jak: aminy 1 weglowodory aromatyczne bedace sktadnikami farb, barwnikow,
ropy naftowej 1 pochodnych. Stad na wystapienie BCa narazone sa osoby pracujace, m.in. w
przemysle metalurgicznym, garbarskim, rafineryjnym czy tekstylnym. Do pozostalych znanych
czynnikow ryzyka nalezy przebyta radioterapia, stosowanie lekow takich jak cyklofosfamid lub

pioglitazon, a takze przewlekte zapalenie pgecherza moczowego [4].

Cystoskopia jest niezbednym badaniem przy podejrzeniu raka pegcherza moczowego.
Umozliwia ona ocen¢ wielkosci guza lub mnogich zmian, ich lokalizacje¢, a takze okreslenie
rozleglosci nieprawidtowych struktur [4]. Nastgpnie przeprowadzany jest zabieg
przezcewkowej elektroresekcji guza pecherza moczowego (TURB), ktory umozliwia usunigcie
zmian, a takze pobranie materiatu do badania histopatologicznego w celu postawienia
ostatecznego rozpoznania. W toku diagnostyki, poza badaniami obrazowymi, wytyczne
Europejskiego Towarzystwa Urologicznego (EAU) zaznaczaja role cytologii moczu w
diagnostyce guzow high-grade (HG), w tym CIS, jako badania uzupehiajacego do cystoskopii
[2].



Po wuzyskaniu wyniku badania histopatologicznego, w zaleznosci od obecnosci
czynnikow ryzyka, chorzy z rozpoznaniem NMIBC powinni zosta¢ poddani stratyfikacji i
przydzieleniu do jednej z czterech grup ryzyka. Przynalezno$¢ do danej grupy implikuje dalsze
decyzje terapeutyczne oraz czestotliwos¢ nadzoru onkologicznego. Obecnie brak jest
zwalidowanych metod, ktore w sposdb nieinwazyjny pozwolilyby na rozpoznanie raka
pecherza moczowego lub obserwacje pacjentow po leczeniu i zastgpienie cystoskopii. Mimo
opracowania markeréw molekularnych, zaden z nich nie jest w stanie zastapi¢ cystoskopii
zaroOwno w zakresie diagnostyki, jak i monitorowania pacjentow z NMIBC po leczeniu. Wynika
to z faktu, ze markery te mimo wysokiej czutosci charakteryzuja si¢ niskg swoistoscig. Ponadto
zmiany nienowotworowe w pecherzu moczowym oraz stan po BCG-terapii moze wplywac na
ich wynik. Jednakze markery molekularne mogg stanowi¢ metod¢ dodatkowa w diagnostyce w
przypadku ujemnego wyniku cystoskopii i dodatniego lub niejednoznacznego wyniku cytologii
moczu. Nalezy jednak podkresli¢, ze zgodnie z wytycznymi EAU cystoskopia stanowi jedyna

zalecang metode¢ diagnostyki i obserwacji chorych z NMIBC [2].

1.2. Badane biomarkery i ich patofizjologia

W niniejszym badaniu ocenie poddano biomarkery zwigzane z reakcja zapalna,
aktywacja uktadu plazminogenu 1 stanem odzywienia pacjenta. Sg to: rozpuszczalny receptor
dla urokinazowego aktywatora plazminogenu (suPAR), inhibitor aktywatora plazminogenu
typu 1 (PAI-1), czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego (VEGF), interleukina 8 (IL-8),
apolipoproteina E (APOE), stosunek liczebnos$ci neutrofildéw do limfocytow (NLR), pochodny
wspotczynnik NLR (dNLR), stosunek liczebno$ci monocytow do limfocytéw (MLR) i stosunek
liczebnosci plytek krwi do limfocytow (PLR). Przeanalizowano rdwniez stosowane
powszechnie skale prognostyczne odzwierciedlajace stan odzywienia: (zmodyfikowang) skale

prognostyczng Glasgow ((m)GPS) oraz prognostyczny indeks zywieniowy (PNI).

1.2.1. Biomarkery zwigzane z reakcja zapalng i aktywacja ukladu plazminogenu

1.2.1.1. suPAR

suPAR jest czescig systemu aktywacji plazminogenu (PAS) i stanowi rozpuszczalng
frakcje receptora dla urokinazowego aktywatora plazminogenu. Z btong komdrkowa zwigzany
jest poprzez glikozylofosfatydyloinozytol 1 wystepuje na powierzchni makrofagow,
monocytéw, limfocytow T, megakariocytéw, komorek $rodblonka, keratynocytow,
fibroblastow oraz komodrek migsni gladkich. W swojej postaci rozpuszczalnej obecny jest w

krwi, moczu i plynie mézgowo-rdzeniowym [5]. Receptor dla urokinazowego aktywatora
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plazminogenu (UPAR) ekspresjonowany jest na powierzchni miofibroblastow i makrofagow
tworzacych zrab nowotworu oraz w mniejszej ilosci przez komorki nowotworowe. W
mikrosrodowisku nowotworu urokinazowy aktywator plazminogenu (uPA) poprzez potaczenie
z uPAR uruchamia kaskade reakcji, wskutek czego dochodzi do degradacji btony komoérkowe;j
1 macierzy pozakomodrkowej. Proces ten ulatwia komorkom nowotworowym inicjacje
angiogenezy, naciekania i tworzenia przerzutow [6]. Stad uwaza si¢, ze suPAR jest silnie
zwigzany z kancerogenezg i przebudowa mikrosrodowiska nowotworu [7]. Opisano zalezno$¢
pomiedzy ekspresja uPAR w obrebie makrofagow, miofibroblastow 1 komorek
nowotworowych a stopniem zaawansowania i ztosliwosci tkanki nowotworu [8].

1.2.1.2. PAI-1

PAI-1, podobnie jak suPAR, nalezy do PAS. Hamuje on fibrynoliz¢ poprzez inhibicje
urokinazowego 1 tkankowego aktywatora plazminogenu. Mimo spodziewanego dziatania
przeciwnowotworowego PAI-1, opisano jego paradoksalny udzial w procesach zwigzanych z
kancerogeneza. Dzieje si¢ tak za sprawa stymulowania angiogenezy, hamowania apoptozy
komorek nowotworowych oraz promowania ich migracji i zwigkszaniu adhezji do komorek
endotelium, co umozliwia rozsiew nowotworu [9, 10]. Hamujac fibrynoliz¢ PAI-1 zapewnia
,budulec” dla macierzy zewnatrzkomorkowej, niezbedny dla komorek endotelium do migracji
1 tworzenia nowych naczyh. PAI-1 zapobiega apoptozie komoérek endotelium poprzez
blokowanie powstawania plazminy i mediowanego przez nig uwolnienia Fas-ligandu [11].
1.2.1.3. VEGF

VEGF stanowi glowny czynnik proangiogenny w kancerogenezie. Poza
stymulowaniem tworzenia naczyn krwiono$nych i ich remodellingiem, pobudza mitoze
komorek §rodbtonka i ich migracje [12, 13]. Zwigksza przepuszczalno$¢ naczyn krwiono$nych
umozliwiajagc w ten sposob przesigkanie bialek osocza 1 tworzenie si¢ macierzy
pozakomoérkowej. Ponadto VEGF pobudza chemotaksje, ekspresje aktywatorow plazminogenu
oraz kolagenaz w komodrkach endotelium. Wykazano, ze VEGF ma zdolno$¢ pobudzania
komorek macierzystych w procesie hematopoezy. W mikrosrodowisku nowotworu hamuje
apoptoz¢ nieprawidtowych komorek poprzez stymulowanie wydzielania czynnikow

antyapoptotycznych [14].

Czynnikiem pobudzajacym wydzielanie VEGF jest hipoksja, co odgrywa istotna rolg w
procesie kancerogenezy. Angiogeneza jest niezbedna do dalszej proliferacji nieprawidtowych
komorek, natomiast wraz ze zwigkszaniem si¢ rozmiaru nowotworu wzrasta ilo§¢ obszarow
narazonych na hipoksj¢. Wtedy poprzez czynnik indukowany hipoksja (HIF) pobudzane jest
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wydzielanie VEGF. Powstajace podczas kancerogenezy naczynia krwiono$ne charakteryzuja
si¢ nieprawidtowa budowa, chaotycznym przebiegiem: wystepuja $lepe zakonczenia, naczynia
s nieregularne i poszerzone. Cechuja si¢ one rowniez brakiem zachowanej hierarchii struktur:
tetnic, zyt 1 kapilar. W ten sposéb naczynia te narazone sg na uszkodzenia, zaburzony jest w

nich przepltyw krwi, co sprzyja hipoksji stymulujacej dalsze wydzielanie VEGF [14-16].
1.2.1.4.1L-8

Nalezy do grupy chemokin CXCL i wytwarzana jest zarowno przez komorki uktadu
odpornosciowego (makrofagi, neutrofile, limfocyty T), jak i komorki nabtonka oraz
srédblonka. IL-8 oddziatuje na komorki efektorowe poprzez receptory CXCR1 oraz CXCR2.
Wykazano, ze IL-8 wydzielana przez komoérki nowotworowe pobudza angiogenezg¢ oraz
prokancerogenne szlaki sygnalowe. W badaniach neutralizacja chemokin i/lub receptorow
CXCR1/CXCR2 zwigzana byta z zahamowaniem wzrostu nowotworu i zmniejszong gestoscia
naczyn w jego mikrosrodowisku. IL-8 stymuluje komorki endotelium do wydzielania
metaloproteinaz (MMP), w tym metaloproteinazy 9 (MMP-9). MMP niszczac macierz
pozakomorkowa promuja proliferacj¢ i tworzenie nowych naczyn niezbednych do wzrostu
guza. Ponadto IL-8 oddziatuje na leukocyty 1 mieloidalne komorki supresorowe powodujac

zahamowanie immunologicznych reakcji obronnych organizmu [17, 18].
1.2.1.5. APOE

W literaturze znajduje si¢ niewiele doniesien na temat mechanizmu dziatania APOE w
procesie kancerogenezy. Sugeruje si¢, ze APOE poprzez gen supresorowy nabtonka
przejsciowego TEREI1, wplywa na przyspieszenie cyklu komoérkowego 1 zwigkszenie
oporno$ci na apoptoze [19]. W badaniu McGarvey 1 wsp. [20] wykazano, ze APOE
ekspresjonowana jest zar6wno w zdrowych, jak i nowotworowych komorkach urotelialnych w
pecherzu moczowym. Stad autorzy sugeruja, ze APOE moze by¢ regulatorem proliferacji
komoérek w pecherzu moczowym. Przejsciowa lub utrzymujaca si¢ na stalym poziomie
ekspresja TEREl w komorkach nabtonka przejSciowego powoduje zmniejszenie ich
proliferacji. W innej publikacji wykazano zalezno$¢ pomiedzy ekspresja TERE1 a nasileniem
kancerogenezy. W badaniach z wykorzystaniem mikromacierzy tkanki guza pecherza
moczowego zaobserwowano, ze nasilona ekspresja TEREl hamowata wzrost guza.
Zmniejszenie ekspresji TERE1 byto z kolei obecne w obrgbie nowotworowo transfekowanych
linii komorkowych, w tym w obrgbie probek z rakiem w stadium T2. Ponadto wykazano, ze

wzrost ekspresji TERE1 skutkowal zmniejszeniem st¢zenia cholesterolu w komorce
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nowotworowej, ktory niezbedny jest w procesie kancerogenezy do zapewnienia ,,budulca” oraz
proliferacji. Opisano roéwniez udziat cholesterolu w etiopatogenezie oraz progresji raka piersi i
gruczotlu krokowego. Jednoczes$nie zaobserwowano, ze w komorkach, w ktorych zwigkszona
byta ekspresja TERE]1, st¢zenia cholesterolu pozostawaly obnizone. Autorzy wykazali réwniez,
ze mutacja w zakresie genu biatka TEREI1 uposledza jego wigzanie si¢ z APOE skutkujac
wzrostem stg¢zenia cholesterolu w komorce. Z kolei wzrost ekspresji TERE1 powodowat

wyplyw cholesterolu z komorki i zmniejszenie jego stgzenia [21].

1.2.2. Biomarkery systemowej odpowiedzi zapalnej

Do monitorowania intensywnosci reakcji zapalnej mozna zastosowa¢ markery
systemowej odpowiedzi zapalnej, wyliczane na podstawie parametréw pozyskanych

z automatycznego rozmazu krwi obwodowej. Nalezg do nich: NLR, dNLR, MLR i PLR.
1.2.2.1. NLR i dNLR

Wskazniki te wzrastajg wraz z pojawieniem si¢ stanu zapalnego w organizmie, w tym
w odpowiedzi na rozwdj nowotworu. W wielu doniesieniach naukowych obserwowano, ze
wzrost ww. wskaznikow jest wynikiem neutrofilii i/lub limfopenii. Sugeruje si¢, ze neutrofilia
moze by¢ spowodowana wydzielanym przez nowotwor czynnikiem wzrostu granulocytéw (G-
CSF) oraz stanem zapalnym w mikrosrodowisku nowotworu za posrednictwem wydzielanej
interleukiny 1 (IL-1) oraz czynnika martwicy nowotworow alfa (TNF-alfa). Neutrofile
wydzielaja VEGF, interleuking 6 (IL-6), IL-8 oraz jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kB. Za
przyczyn¢ limfopenii przyjmuje si¢ natomiast zmniejszenie liczby limfocytow T CD4+
obserwowane u pacjentdw z toczacym si¢ procesem nowotworowym. W ten sposob ostabiona
zostaje przeciwnowotworowa odpowiedZ organizmu mediowana przez limfocyty, co sprzyja
progresji choroby [22, 23].
1.2.2.2. MLR

Wskaznik MLR podwyzszony jest w stanie reakcji zapalnej towarzyszacej procesowi
kancerogenezy. Monocyty pobudzaja wydzielanie VEGF, TNF-alfa oraz biatka
chemotaktycznego monocytéw 1 (MCP-1) [24]. W ten sposéb uczestnicza w procesie
angiogenezy 1 umozliwiaja tworzenie si¢ przerzutow. Pod wplywem komoérek nowotworowych
monocyty mogg roznicowac si¢ w makrofagi zwigzane z nowotworem (TAM). Wykazano, ze
zwigkszona obecno$¢ TAM zwigzana jest z krotszym czasem przezycia w licznych

nowotworach [25].

1.2.2.3. PLR
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Wskaznik PLR podwyzszony jest w zwigzku ze stanem zapalnym w przebiegu procesu
nowotworowego. Zwigkszona liczba ptytek krwi przyczynia si¢ do stymulowania angiogenezy
i tworzenia przerzutow poprzez uwalnianie VEGF, plytkopodobnego czynnika wzrostu
(PDGF), PAI-1 oraz czynnika wzrostu fibroblastow (FGF-2) i MMP-9. Z kolei limfopenia,
podobnie jak w przypadku NLR i MLR spowodowania jest zmniejszeniem liczby limfocytow

T CD4+ [26, 27].

1.2.3. Powszechnie stosowane skale prognostyczne w chorobach nowotworowych

1.2.3.1. Skala prognostyczna Glasgow (GPS i mGPS)

Wartos¢ skali GPS i mGPS ustalana jest w oparciu o stezenie biatka C-reaktywnego
(CRP) oraz albumin. Gdy stezenie CRP wynosi > 10 mg/1 oraz albumin < 35 g/, wartos¢ GPS
wynosi 2 punkty, co oznacza zte rokowanie. W przypadku stwierdzenia nieprawidtowego
stezenia tylko jednego z tych parametrow warto$¢ GPS wynosi 1 punkt, natomiast, gdy stezenie
CRP i albumin sg ponizej ww. granic, warto$¢ GPS wynosi 0 i oznacza dobre rokowanie. W
punktacji skali mGPS wigksza warto$¢ uzyskuje si¢ w przypadku nieprawidtowego stezenia
CRP. Przy stgzeniu CRP > 10 mg/1 i albumin < 35 g/l przyznaje si¢ 2 punkty, co oznacza zte
rokowanie. W przypadku stezenia CRP > 10 mg/l i prawidlowego stezenia albumin uzyskuje
si¢ 1 punkt, natomiast przy stezeniu CRP < 10 mg/l uzyskuje si¢ 0 punktow niezaleznie od

stezenia albumin. Uzyskanie 0 punktéw w skali mGPS oznacza dobre rokowanie.

Prognostyczna rola sktadowych skali GPS zostatla po raz pierwszy opisana przez
Forrest’a 1 wsp. w pracy dotyczace] nieoperacyjnego raka niedrobnokomorkowego ptuc.
Wykazano w niej istotno$¢ statystyczng w analizie wieloczynnikowe] pomiedzy stezeniem
CRP, albumin, stadium zaawansowania nowotworu i skalg sprawnosci ECOG. Podwyzszone
stezenie CRP jest wynikiem toczacego si¢ stanu zapalnego wskutek wydzielanych przez
komorki nowotworowe cytokin prozapalnych. Gorsze rokowanie w przypadku
hipoalbuminemii zwigzane jest ze zwigkszong utratg masy ciata, w tym utratg masy migsniowe;j
[28, 29]. Skala mGPS zostala opracowana po zaobserwowaniu, ze w grupie pacjentow
zakwalifikowanych do radykalnego leczenia chirurgicznego z powodu raka odbytnicy,
przezywalnos$¢ pomiedzy chorymi z hipoalbuminemig a chorymi z prawidlowym stezeniem
albumin pozostawata na zblizonym poziomie. Podobne wyniki uzyskano w innych badaniach.
Stad obecnie postuluje si¢, ze w predykcji rokowania wigksza role odgrywa nasilony stan
zapalny wyrazony za pomoca podwyzszonego stezenia CRP, a hipoalbuminemia wydaje si¢

mie¢ mniejsze znaczenie [30-34].
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1.2.3.2. Prognostyczny indeks zywieniowy (PNI)

Wskaznik PNI odzwierciedla stan odzywienia pacjenta i nasilenie reakcji zapalnej, a
jego wysoka warto$¢ zwigzana jest z dobrym rokowaniem u pacjentow onkologicznych [35].
Wskaznik ten po raz pierwszy zostal opisany w badaniu Onodera i wsp. do oceny rokowania u
niedozywionych pacjentoéw z nowotworami w obrebie przewodu pokarmowego. Na przestrzeni
lat byt on rowniez wykorzystywany do oceny rokowania w innych nowotworach, w tym w raku

pecherza moczowego [36].

1.2.4. Modele prognostyczne EAU

Zgodnie z wytycznymi EAU pacjenci z NMIBC powinni zosta¢ przyporzadkowani do
jednej z czterech grup ryzyka w celu predykeji progresji: grupy ryzyka niskiego, $redniego,
wysokiego 1 bardzo wysokiego. W celu predykcji nawrotu pacjenci, ktérzy w leczeniu nie
otrzymywali BCG-terapii powinni zosta¢ poddani ocenie za pomoca modelu Europejskiej
Organizacji Badan i Leczenia Raka (EORTC) 2006. Aby oceni¢ ryzyko nawrotu u pacjentow,
ktérzy w leczeniu mieli zastosowang BCG-terapi¢ dopecherzowa wskazane jest zastosowanie

modelu Hiszpanskiej Grupy Onkologiczno-Urologicznej (CUETO) [2].
1.2.4.1. Model prognostyczny EORTC 2006

Klasyfikacja ta zostala opracowana w celu oceny prawdopodobienstwa nawrotu i
progresji NMIBC po 1 roku 1 po 5 latach. Uwzglednia ona cechy histopatologiczne i kliniczne
w postaci: liczby guzow (pojedynczy; 2-7; > 8), Srednicy guzow (< 3 cm; > 3 cm),
wczesniejszego nawrotl guza (guz pierwotny; < 1 nawrot/rok; > 1 nawrdt/rok), kategorii T
stopnia zaawansowania nowotworu (Ta; T1), wspotwystgpowania CIS (nie; tak), stopnia
zroznicowania histopatologicznego w klasyfikacji WHO 1973 (G1; G2; G3). Populacje
pacjentow, ktorzy zostali wlaczeni do badania w celu opracowania modelu stanowili gtdéwnie
chorzy, ktorzy w leczeniu otrzymali chemioterapi¢ dopecherzowsa [37].

1.2.4.2. Model prognostyczny Hiszpanskiej Grupy Onkologiczno-Urologicznej (CUETO)
dla pacjentow leczonych BCG-terapia

Model umozliwia predykcje nawrotu i progresji NMIBC i zostal opracowany na
populacji pacjentow, ktorzy otrzymali 12 dawek wlewek dopecherzowych BCG w okresie od
5 — 6 miesigcy po TURB. Uwzglednia on nastepujace czynniki: pte¢, wiek, nawrotowos¢
choroby (nie; tak), liczba guzéw (3 lub mniej; powyzej 3), kategoria T stopnia zaawansowania
nowotworu (Ta; T1), wspotwystepowanie CIS (nie; tak), stopien zrdéznicowania
histopatologicznego w klasyfikacji WHO 1973 (G1; G2; G3). Za pomoca modelu CUETO
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mozliwe jest okreslenie procentowego ryzyka nawrotu i progresji po 1 roku, 2 latach 1 5 latach

[38].
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2. CEL BADAWCZY

Gléwnym celem badania bylo okreslenie czy biomarkery zwigzane z reakcja zapalng i
aktywacja uktadu plazminogenu moga by¢ wiarygodnymi predyktorami nawrotu lub progresji
NMIBC po TURB. Dodatkowo celem badania byto sprawdzenie czy badane biomarkery moga
zastgpi¢ lub zmniejszy¢ czestos¢ wykonywania zabiegdw cystoskopii podczas obserwacji

pacjentdw po leczeniu.
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3. MATERIALY I METODY

Badanie zostato zaprojektowane jako prospektywne pilotazowe badanie obserwacyjne.
Uzyskato ono zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu
(numer opinii: KB - 692/2019). Grupg¢ chorych kwalifikowanych do badania stanowili pacjenci
hospitalizowani w Klinice Urologii i Urologii Onkologicznej we Wroctawiu z powodu
rozpoznania lub podejrzenia raka pecherza moczowego nienaciekajacego migsniowki
(NMIBC) w latach 2020-2022. Badanie przeprowadzono zgodnie z zasadami Deklaracji
Helsinskiej 1 Dobrej Praktyki Klinicznej. Badanie finansowane bylo z grantu naukowego
Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego ,.Diamentowy Grant”. Badanie zostato

zarejestrowane w bazie clinicaltrails.gov, z numerem rejestracyjnym: NCT06235853.

3.1. Grupa badana i przebieg badania

W badaniu poddano screeningowi tacznie 318 chorych z podejrzeniem NMIBC. Do
badania wlaczono pacjentdéw, ktérzy spetniali predefiniowane kryteria wiaczenia 1 wyrazili
swiadomg zgod¢ na udzial w badaniu. U pacjentow tych przed zabiegiem TURB pobrano krew
i mocz do badania w celu oznaczenia biomarkeréw zwigzanych z reakcja zapalng i aktywacja
uktadu plazminogenu: suPAR, PAI-1, VEGF, IL-8, APOE. Materiat biologiczny pobrano
réwniez w celu oznaczenia biomarkeréw zwiazanych z reakcja zapalng i stanem odzywienia

pacjentow: NLR, dNLR, MLR, PLR, GPS, mGPS, PNI.

3.2. Kryteria wlaczenia i wylaczenia z badania

Kryteria wlaczenia do badania:
e uzyskanie §wiadomej zgody pacjenta
e obecnos¢ guza lub podejrzenia guza pegcherza moczowego
e kwalifikacja do zabiegu TURB.
Kryteria wylaczenia z badania:
o wiek<18r.zZ.
e aktywne zakazenie ukladu moczowego
e aktywna choroba z autoagresji
e schylkowa niewydolnos¢ nerek 1 leczenie nerkozastepcze
e aktywne wirusowe zapalenie watroby typu A, B lub C
e aktywne zakazenie HIV

e cigza
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czynniki dyskwalifikujace pacjenta od leczenia adjuwantowego (immunoterapii
dopecherzowej lub chemioterapii dopecherzowej)

zaawansowanie guza pgcherza moczowego rowne T2 i wiecej lub nowotwor urotelialny
W innym miejscu niz pecherz moczowy

inny nowotwor lub leczenie przeciwnowotworowe systemowe prowadzone do 5 lat
wstecz

czynniki dyskwalifikujace pacjenta z leczenia zabiegowego, np. koagulopatie

brak zgody pacjenta na seryjne pobranie probek krwi i moczu oraz na wizyty kontrolne.

3.3. Punkty koncowe badania

Pierwszorzedowe punkty koncowe:

nawrot raka pecherza moczowego (w czasie obserwacji)
progresja raka pecherza moczowego do stadium zaawansowania T2 lub wyzej (w czasie

obserwacji).

Drugorzedowe punkty koncowe:

zgon specyficzny dla raka pecherza moczowego

zgon niespecyficzny dla raka pecherza moczowego

konieczno$¢ wykonania leczenia radykalnego (cystektomia radykalna)

pojawienie si¢ nowotworu urotelialnego w innym miejscu niz pgcherz moczowy

(uktady zbiorcze nerek, moczowody, cewka moczowa).

3.4. Zakres gromadzonych danych

Od pacjentow wiaczonych do badania zebrano dane antropometryczne (pte¢, wiek, wzrost,

masa ciala, BMI) i dane kliniczne (dotyczace choréb wspolistniejacych, farmakoterapii,

uwzgledniajace nikotynizm oraz niezbedne do oznaczenia wskaznika wspotchorobowosci

Charlson (CCI)). Pacjentom pobrano krew i1 mocz w celu oznaczenia podstawowych

parametrow (morfologia 5-DIFF, CRP, albumina) oraz badanych biomarkerow: suPAR, PAI-

1, IL-8 (oznaczenie z krwi) oraz APOE, VEGF, IL-8 (oznaczenie z moczu). Na podstawie

morfologii 5-DIFF, st¢zenia CRP i albumin wyliczono parametry zwigzane z reakcja zapalng i

stanem odzywienia pacjenta wedlug ponizszych wzordéw:

liczba neutrofili

NLR =

liczba limfocytow

liczba ptytek

PLR =

" liczba limfocytow
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__ liczba monocytow

e MLR

" liczba limfocytow

liczba neutrofili

e dNLR =

liczba leukocytow—liczba limfocytow

e PNI = 10 X stezenie albuminy we krwi (d%) + 0.005 X liczba limfocyow/pl.

Warto$¢ skali GPS 1 mGPS obliczono zgodnie z metodologia opisang we Wstepie.

Zgromadzono réwniez wyniki wszystkich badan histopatologicznych uzyskanych po

przeprowadzeniu zabiegéw endoskopowych TURB u wszystkich pacjentow.

3.5. Postepowanie ze zgromadzonym materialem biologicznym i oznaczanie badanych

biomarkerow

Od kazdego pacjenta zakwalifikowanego do badania pobierano probki krwi i moczu.
Materiat kazdorazowo dostarczany byt do Laboratorium Specjalistycznego Katedry i Kliniki
Nefrologii 1 Medycyny Transplantacyjnej we Wroctawiu w czasie < 2h od pobrania i
poddawany odwirowaniu przez 10 min przy 1000xg. Uzyskane: surowica, osocze i supernatant
zostawaly nastgpnie zmrozone w temperaturze <-70°C i byly przechowywane w warunkach
monitorowanej temperatury w zamrazarkach do czasu oznaczen biomarkerow. Wszystkie
biomarkery oznaczone zostaty metoda ELISA za pomocg zestawow firmy R&D Systems oraz
Thermo Fisher Scientific. Do oznaczenia ilosciowego metoda ELISA biomarkerow: suPAR,
PAI-1, IL-8 we krwi oraz VEGF, APOE, IL-8 w moczu zostaly uzyte: Human uPAR
Quantikine ELISA Kit DUP00, Human Serpin E1/PAI-1 Quantikine ELISA Kit DSE100,
Human IL-8/CXCL8 Quantikine ELISA Kit D8000C, Human VEGF Quantikine ELISA Kit
DVEO00, Apolipoprotein E Human ELISA Kit EHAPOE. W przypadku oznaczania st¢zen 1L-8
konieczne byto 10-krotne rozcienczenie probek krwi i moczu. Stezenia biomarkerow w moczu

zostaly znormalizowane wzgledem stezenia kreatyniny w probce.

3.6. Analiza statystyczna

Dane liczbowe o charakterze ciaglym zostaly poddane analizie rozktadu za pomoca
testow normalno$ci W Shapiro-Wilka 1 w zaleznosci od typu rozktadu byty prezentowane jako
wartos¢ Srednia + odchylenie standardowe (SD) lub mediana 1 zakres miedzykwartylowy
(IQR). Analiza tabel dwudzielczych wykonana zostala z zastosowaniem testu Fishera, a analiza
tabel wielodzielczych z wykorzystaniem testu Chi-kwadrat. Istotno$¢ réznic warto$ci
zmiennych ciggltych pomiedzy dwoma grupami oceniana byta testem t-Studenta dla zmiennych
o rozktadzie normalnym lub testem U Mann-Whitney w przypadku rozktadu nie-normalnego.
Analiza warto$ci predykcyjnej badanych biomarkeréw zostala przeprowadzona przy uzyciu
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analizy krzywych ROC. Pole pod krzywa (AUC) z 95% przedziatem ufnosci (CI), swoistosc,
czuto$¢, punkt Youden’a z najlepszym punktem odcigcia wyznaczono dla kazdej krzywej ROC.
Asocjacje pomiedzy danymi cigglymi zostaly zbadane z wykorzystaniem wspotczynnika
korelacji rang Spearmana ze wzgledu na dominujgcy rozktad nie-normalny danych. Wartos¢
prawdopodobienstwa p<0.05 dla hipotezy statystycznej zostala przyjeta jako istotna
statystycznie. Analizy statystyczne zostalty wykonane przy uzyciu programu Statistica 13.2

StatSoft Inc. Polska.

3.7. Analiza statystyczna dla modeli uczenia maszynowego (ML)

W celu zbadania wlasciwosci predykcyjnych biomarkerow i zalezno$ci pomigdzy nimi,
wykorzystano modele uczenia maszynowego (ML). Wykonano optymalizacje
hiperparametryczng algorytméw dla modeli ML: Random Forest, Support Vector Machine
(SVM), Naive Bayes, K-nearest Neighbours (KNN) i MLP, AdaBoost, XGBoost oraz
LightGBM. Najlepsze wyniki uzyskano z wykorzystaniem algorytméw Random Forest 1
LightGBM. Aby zminimalizowa¢ problem niezréwnowazonego zbioru danych, wykorzystano
metodologi¢ opisang przez Lemaitre i wsp. [39]. Dla kazdego algorytmu dokonano oceny

znormalizowanej istotnosci czynnikoéw wspottworzacych model.
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4. WYNIKI

4.1. Rekrutacja i obserwacja pacjentow

W badaniu poddano screeningowi tacznie 318 pacjentow, ktorzy nie wykazywali
przeciwwskazan do udzialu w badaniu. Na Rycinie 1 przedstawiono doktadny przebieg procesu
rekrutacji, obserwacji i1 analizy uzyskanych danych. Do badania witaczono ostatecznie 241
uczestnikow. W zwigzku z: utratg cze¢sci probek materiatu biologicznego, brakiem obserwacji
(zmiana o$rodka leczacego/odmowa kontaktu) lub nieradykalnego zabiegu TURB koncowe
analizy oparto o grup¢ 223 pacjentow. W niektorych przypadkach analizy wykonywane byly
na mniejszych podgrupach z uwagi na niepelny zestaw danych. W opracowaniu wynikéw
postuzono si¢ ztozonym punktem koncowym, zdefiniowanym jako brak nawrotu lub progresji

po trzech miesigcach, wzgledem ktorego podzielono pacjentow na dwie grupy.

Screening (n=318|
Pacjenci u ktorych zaplanowano cystoskopie z
powodu klinicznego podejrzenia guza pecherza od
01.01.2020 do 31.12.2022

> -odmowa udziatu (n=22)
v -pacjent wczesniej wiaczony do badania
(n=11)

Pacjenci u ktérych wykonano TURB (n=285)

-nowotwor prostaty (n=4)
P | -pacjenci bez nowotworu (n=32)

-MIBC (n=8)

v

Pacjenci po TURB z rozpoznaniem NMIBC
(n=241) Pacjenci wykluczeni z analizy*:
-utracone probki krwi i/lub moczu do
oznaczenia biomarkeréw (n=11)
-utraceni z obserwacji (n=6)
> -nie-radykalny TURB (w oparciu o opis

procedury lub badanie histopatologiczne)
(n=5)

A 4

Pacjenci po radykalnym TURB
z NMIBC ktérzy zostali wiaczeni do analizy (n=223)

= TSy

Grupa 1 Grupa 2
Pacjenci bez nawrotu lub progresji Pacjenci z nawrotem lub progresja
po badaniu kontrolnym (n=92) po badaniu kontrolnym (n=131)

Rycina 1 Schemat rekrutacji pacjentdéw do badania
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4.2. Ogolna charakterystyka grup badanych

Pacjentow podzielono na dwie grupy w zaleznosci od wyniku uzyskanego podczas

pierwszej kontroli po trzech miesigcach. Grupe 1 (n=92) stanowili pacjenci, u ktérych nie

stwierdzono nowotworu (brak nieprawidtowosci stwierdzonych w badaniu cystoskopowym lub

brak nowotworu w badaniu histopatologicznym materialu z kolejnego zabiegu TURB).

Grupe 2 (n=131) stanowili chorzy, u ktérych doszto do nawrotu lub progresji nowotworu do

MIBC. Sredni czas od przeprowadzenia zabiegu TURB do wykonania kontrolnego badania

wyniost 97 dni. W Tabeli 1 przedstawiono charakterystyke grup badanych i st¢zenia

poszczegodlnych biomarkerow. Pacjenci w Grupie 2 byli bardziej obcigzeni chorobowo, co

przektada si¢ na wyzszg liczbe punktow uzyskanych w Indeksie Charlson: 4 (IQR: 2.5 - 5) vs

5 (IQR: 4-6), p<0.0001. Zabieg re-TURB z powodu wysokiego ryzyka zostat przeprowadzony

w 5 przypadkach wsrod pacjentow z Grupy 11w 11 przypadkach wsroéd chorych w Grupie 2.

Nie zaobserwowano innych istotnych r6éznic miedzy tymi grupami.

Badania populacja

Brak nowotworu

Obecny nowotwor —

_ post-TURB — Grupa 1 Grupa 2 warto$¢ p
(n=223) (n=92) (n=131)

Wiek [lata] 70; IQR (65 - 76) 69; IQR (64 - 74) 70; IQR (65 - 77) 0.1969
Ple¢ [M/K] 162 /61 63/29 99 /32 0.3629
BCG-terapia przed

. . 107 (45.39 51 (55.4% 56 (42.7° 0.0767
rekrutacja do badania (45.3%) (55.4%) (42.7%)
Chemioterapia
dopecherzowa przed 42 (18.8%) 22 (23.9%) 20 (15.3%) 0.1189
wlaczeniem do badania
CCI (Charlson 5;1QR (4 - 6) 4;IQR (2.5 -5) 5;1QR (4 - 6) <0.0001
Comorbidity Index)
Otylosé 13 (5.8%) 8 (8.7%) 5 (3.8%) 0.1517
ChSN 44 (19.7%) 15 (16.3%) 29 (22.13%) 0.3092
PChN 7(3.1%) 1 (1%) 6 (4.6%) 0.2970
Cukrzyca 53 (23.8%) 22 (23.9%) 31 (23.7%) 0.9999
Nikotynizm 32 (14.3%) 11 (11.9%) 21 (16.0%) 0.4422
EORTC punkty

2; IQR (1 - 1; IQR (0-2 ; IQR(2-4 .0001

nawrotu ;IQR(1-3) ;IQR(0-2) 3;IQR(2-4) <0.000
EORTC punkty 2;1QR (0 - 6) 2:1QR (0 - 4) 4;1QR (2 - 6) 0.0001
progresji
Wyjsciowa charakterystyka histopatologiczna nowotworu:
Nowotwor pierwotny 83 (37.2%) 36 (39.1%) 47 (35.9%) 0.6737
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Nowotwoér wtorny* 140 (62.8%) 56 (60.9%) 84 (64.1%)

pTis 11 (4.9%) 2 (2.2%) 9 (6.9%) 0.1294
pTa 112 (50.2%) 45 (48.9%) 67 (51.1%) 0.9999
pTl 83 (37.2%) 39 (42.4%) 44 (33.6%) 0.2062
Isntgfrll:i ;aawansowa“ia 17 (7.6%) 6 (6.5%) 11 (8.4%)

Low-grade (LG) 92 (41.3%) 36 (39.1%) 56 (42.7%) 0.2941
High-grade (HG) 114 (51.1%) 50 (54.4%) 64 (48.9%) 0.2510
Grading nieznany 17 (7.6%) 6 (6.5%) 11 (8.4%)

Nawrot 120 (50.8%) n/a 120 (91.6%)

Progresja 11 (4.7%) n/a 11 (8.4%)

Badane biomarkery:

PAI-1 we krwi 3.65;IQR (2.17 - 6.2) 3.51; IQR (2.16 - 6.51) 3.76; IQR (2.16 - 5.44) 0.8057
suPAR we krwi 2.69; IQR (1.97 - 3.58) 2.4; 1QR (1.89 - 3.08) 2.86; IQR (2.06 - 3.75) 0.0332
IL-8 we krwi 21.6; IQR (12.43 - 66.4) | 19.0; IQR (10.12 - 35.71) 24.4; 1QR (13.93 - 83.57) 0.0065
IL-8 w moczu 55.9; IQR (16.9 - 67.2) 58.7; IQR (18.1 - 67.2) 53.96; IQR (16.06 - 67.15) 0.9716
VEGF w moczu 122:5 ;215((2)1;)(74‘9 i 96.0; IQR (72.45 - 149.1) | 153.4; IQR (78.84 - 329.3) 0.0011
APOE w moczu 9.54; IQR (5.19 - 21.46) 7.9;IQR (4.33 - 14.69) 9.91; IQR (5.58 - 24.53) 0.0434

* Nowotwor nawrotowy

Tabela 1 Ogolna charakterystyka badanej populacji z podziatlem na grupy

4.3. Wartos¢ prognostyczna biomarkerow zwiazanych z reakcja zapalna i aktywacja

ukladu plazminogenu

Sposrod biomarkeréw zwigzanych z reakcja zapalng 1 aktywacja uktadu plazminogenu
w Grupie 2 stwierdzono wyzsze stezenia IL-8 we krwi (24.4; IQR 13.9-84.6 vs 19.0; IQR 10.1-
35.71, p=0.0065) oraz wyzsze stezenia sSuPAR (2.86; IQR 2.06-3.75 vs 2.4; IQR 1.89-3.08,
p=0.0033). Ponadto znaczaco wyzsze byto stezenie VEGF (153; IQR 78.84-329.3 vs 96; IQR
72.45-149.1, p=0.0011) oraz APOE (9.91; IQR 5.58-24.53 vs 7.9; IQR 4.33-14.69, p=0.0434)

w tej grupie chorych. Obie grupy pacjentéw uzyskaty zblizone wyniki w zakresie st¢zen PAI-

11 IL-8 oznaczanej w moczu.
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W celu oceny warto$ci prognostycznej biomarkeréw w zakresie predykcji nawrotu lub
progresji po TURB wykonano analiz¢ krzywych ROC dla kazdego z nich - Rycina 2. Wartosci
AUC krzywych ROC przedstawiono w Tabeli 2.
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Rycina 2 Krzywe ROC dla badanych biomarkeréw zwigzanych z reakcjg zapalng i aktywacjg uktadu
plazminogenu
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AUC AUC 95% CI SE warto$¢ p
PAI-1 we krwi 0.49 0.41-0.57 0.041 0.9062
SuPAR we krwi 0.587 0.508 - 0.665 0.040 0.0305
IL-8 we krwi 0.611 0.534-0.687 0.039 0.0044
IL-8 w moczu 0.499 0.42-0.577 0.040 0.9704
VEGF w moczu 0.632 0.557-0.707 0.038 0.0006
APOE w moczu 0.582 0.505 - 0.660 0.040 0.0375
EORTC punkty nawrotu 0.778 0.748 — 0.804 0.030 <0.0001
EORTC punkty progresji 0.654 0.580—-0.728 0.038 <0.0001
g?::ﬁf;;ﬁﬁfx; 0.806 0.775 - 0.837 0.031 <0.0001

Tabela 2 Analiza krzywych ROC dla biomarkeréw zwiazanych z reakcja zapalng i aktywacja uktadu
plazminogenu w przewidywaniu nawrotu lub progresji nowotworu
2 Model opisany w Tabeli 3

Zaden z badanych biomarkeréow zwigzanych z reakcja zapalng i aktywacja uktadu
plazminogenu nie uzyskat wysokiej wartosci w przewidywaniu nawrotu lub progresji w
analizie jednoczynnikowej. Stezenie IL-8 we krwi i VEGF uzyskalo najwyzsza wartos¢
prognostyczng z AUROC wynoszacym odpowiednio 0.611 (95% CI: 0.534 — 0.687, p=0.0044)
oraz 0.632 (95% CI: 0.557 — 0.707, p=0.0006). Stezenie PAI-1 i IL-8 w moczu nie wykazaty
istotnosci statystycznej dla przewidywania punktu koncowego badania.

W celu zwigkszenia uzyteczno$ci klinicznej badanych biomarkeréw zbadano czy
zwigkszaja one wartos¢ predykcyjng istniejacego juz modelu prognostycznego EORTC.
Przeprowadzono wieloczynnikowa analiz¢ regresji logistycznej ze wsteczng eliminacja
zmiennych. Liczba punktéw ryzyka nawrotu modelu EORTC, stezenie VEGF w moczu i IL-8
we krwi stanowily niezalezne czynniki ztego rokowania. Model osiggnat wartos¢ AUROC

wynoszacg 0.806 1 SE 0.031. Doktadne wyniki zostaly zaprezentowane w Tabeli 3.
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Zmienna Analiza jednoczynnikowa Analiza wieloczynnikowa

OR warto$¢ p Skorygowany OR warto$¢ p

(95% CI) (95% CI)

PAI-1 we krwi 1.014 (0.969 — 1.060) 0.5535 - -
suPAR we krwi 1.271 (1.012 — 1.598) 0.0396 - -
1L-8 we krwi 1.005 (1.002 — 1.009) 0.0051 1.006 (1.001 — 1.010) 0.0091
IL-8 w moczu 1.001 (0.999 — 1.003) 0.3278 - -
VEGF w moczu 1.002 (1.001 — 1.003) 0.0258 1.002 (1.001 — 1.003) 0.0478
APOE w moczu 1.006 (1.000 — 1.013) 0.0642 - -
EORTC punkty 2,531 (1.927 - 3.323) <0.0001 |  2.466 (1.866 —3.259) <0.0001
nawrotu
EORTC punkty 1.183 (1.080 - 1.297) 0.0003 .
progresji

Tabela 3 Model wieloczynnikowej regresji logistycznej dla predykcji nawrotu lub progresji nowotworu
Model AUC=0.806 (95% CI: 0.775 — 0.837, p=0.0001)

W celu dalszej eksploracji mozliwosci oceny wlasciwosci prognostycznych
biomarker6éw i zbadania interakcji pomigdzy nimi, wykorzystano uczenie maszynowe (ML). W
toku analiz utworzono liczne modele ML oparte o najbardziej adekwatne architektury i
porownano je pomiedzy soba. Charakterystyka utworzonych modeli ML zbudowanych z wielu
zmiennych (wiek, BCG-terapia, punkty ryzyka nawrotu i progresji modelu EORTC oraz
stezenia badanych biomarkeréw) zostata zaprezentowana na Rycinie 3. Najwyzszg wartos¢
prognostyczng uzyskano z wykorzystaniem modelu LightGBM, ktory osiagnat AUROC 0.84
(95% CI: 0.73-0.95, p<0.0001) dla rozpoznawania punktu koncowego badania. W obrgbie
czterech modeli, ktore uzyskaly najwyzsza warto$¢ prognostyczng, dokonano oceny
znormalizowanej istotnos$ci czynnikow wspottworzacych model, aby oceni¢, ktoére z nich

wnoszg najwiecej informacji w kontekscie predykcji punktu koncowego. Uzyskane wyniki

zaprezentowano na Rycinie 4.
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Znormalizowana istotno$¢ zmiennych w r6znych modelach

Models
N Random Forest
B AdaBoost
BN XGBoost
BN LightGBM

1.0 4

0.8

0.6

0.4 4

Znormalizowana istotno$¢

0.2 4

0.0-

Zmienne

Rycina 4 Ocena znormalizowanej istotno$ci czynnikow wspottworzacych modele ML

Powtarzalne zmienne 0 najwyzszej kontrybucji prognostycznej, z ktorych ztozone byty
modele ML, stanowity: punkty progresji modelu EORTC, st¢zenie VEGF w moczu, stezenie
IL-8 we krwi oraz stgzenie suPAR we krwi.

Kolejne analizy majace na celu oceng wlasciwosci diagnostycznych biomarkerow
zwigzanych z reakcjg zapalng i aktywacjg uktadu plazminogenu w rozroznianiu MIBC od
NMIBC oraz NMIBC od zdrowych pacjentow zostaty przedstawione w Tabelach 4-7.

W Tabeli 4 ukazano poréwnanie st¢zen biomarkerow u pacjentow wiaczonych do
badania, u ktorych rozpoznano NMIBC lub MIBC. Pacjenci z MIBC prezentowali istotnie
wyzsze stezenia APOE, VEGF i IL-8 w moczu. Wartosci pola pod krzywa ROC dla kazdego z
biomarkeréw przedstawiono w Tabeli 5. Ponadto, aby poréownaé i zweryfikowa¢ hipoteze
postawiong w poprzednich doniesieniach literaturowych [40], zbudowano wieloczynnikowy
model regresji logistycznej (Tabela 6), ktoéry uzyskal AUROC=0.892 1 SE=0.041 dla
rozpoznawania MIBC.
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Biomarker Pacjenci z NMIBC (n=223) Pacjenci z MIBC (n=8) warto$¢ p
PAI-1 we krwi 3.65(2.17-6.2) 4.89 (2.49 — 5.45) 0.5114
suPAR we krwi 2.69 (1.97 - 3.58) 3.70 (2.87 -4.99) 0.0399
IL-8 we krwi 21.6 (12.43 - 66.4) 30.76 (25.34 — 85.43) 0.1360
IL-8 w moczu 55.9(16.9 - 67.2) 280 (67.15-524.9) 0.0065
VEGF w moczu 122.5 (74.9 - 250.8) 460.4 (214.7 - 1049) 0.0069
APOE w moczu 9.54 (5.19 - 21.46) 62.37 (16.98 — 259.2) 0.0089

Tabela 4 Poréwnanie stezen biomarkerow u pacjentdéw z NMIBC i MIBC (w momencie wigczenia do badania —

warto$¢ diagnostyczna)

AUC AUC 95% CI SE warto$¢ p
PAI-1 we krwi 0.569 0.407 - 0.732 0.083 0.4025
suPAR we krwi 0.712 0.527-0.898 0.095 0.0250
IL-8 we krwi 0.656 0.528 - 0.785 0.065 0.0170
IL-8 w moczu 0.773 0.580 - 0.967 0.099 0.0056
VEGF w moczu 0.775 0.594 - 0.956 0.093 0.0029
APOE w moczu 0.765 0.560 - 0.970 0.105 0.0112
EORCT punkty nawrotu? n/a n/a n/a n/a
EORCT punkty progresji* n/a n/a n/a n/a

Tabela 5 Analiza krzywych ROC dla badanych biomarkeréw dla rozpoznawania pomigdzy MIBC i NMIBC (w
momencie wigczenia do badania — warto$¢ diagnostyczna)
*W 5 z 8 przypadkow MIBC postawiono rozpoznanie de-novo, stad nie dokonano oceny w modelu EORTC. W
zwigzku z tym analiza krzywych ROC nie zostata wykonana dla tych parametrow.
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Zmienna Analiza jednoczynnikowa Analiza wieloczynnikowa
OR wartos¢ p Skorygowany OR wartos¢ p
(95% CI) (95% CI)
VEGF w moczu | 1.001 (1.001 —1.006) 0.0041 | 1.001 (1.000 — 1.002) 0.0330
IL-8 w moczu 1.003 (1.001 — 1.005) 0.0290 | 1.003 (1.000 — 1.005) 0.0791
APOE w moczu | 1.000 (0.999 —1.001) 0.5711 | 1.000 (0.998 — 1.001) 0.4735

Zmienna modelowana — MIBC: AUROC=0.892 (SE=0.041)

Tabela 6 Wieloczynnikowa regresja logistyczna dla rozpoznawania pomi¢dzy NMIBC i MIBC w momencie

wlaczenia do badania

Analiza zostata przeprowadzona w celu poréwnania do wynikéw opisanych przez Goodisona i wsp. [40]

Dodatkowo poréwnano stezenia biomarkerow u chorych, u ktérych wstepne badanie
endoskopowe wykluczyto nowotwor pecherza moczowego z osobami, u ktérych rozpoznano

NMIBC (Tabela 7). Nie wykazano zadnych réznic pomigdzy tymi dwoma grupami.

Biomarker Pacjenci bez nowotworu | Pacjenci z NMIBC (n=223) warto$¢ p
(mediana; IQR) (n=32)

PAI-1 we krwi 3.45 (2.15 — 5.44) 3.65(2.17 - 6.2) 0.7696
suPAR we krwi 2.43 (1.80-3.39) 2.69 (1.97 - 3.58) 0.3824
1L-8 we krwi 14.75 (10.52 — 39.69) 21.6 (1243 - 66.4) 0.1224
IL-8 w moczu 67.15 (33.28 - 67.15) 55.9(16.9 - 67.2) 0.5704
VEGF w moczu 95.42 (52.64 — 221.76) 122.5(74.9 - 250.8) 0.1170
APOE w moczu 9.16 (4.38 —20.28) 9.54 (5.19 - 21.46) 0.5709

Tabela 7 Porownanie st¢zen biomarkeréow dla rozpoznawania pomigdzy pacjentami bez nowotworu
i pacjentami z NMIBC w momencie wlgczenia do badania (warto$¢ diagnostyczna)

W Tabeli 8 stezenia biomarkerow poréwnano w podgrupach uwzgledniajacych: stopien
ztosliwosci, charakter nowotworu i BCG-terapi¢ w wywiadzie przed wiaczeniem do badania.
Zaobserwowano podwyzszone stezenia IL-8 w moczu w grupie HG (w poréownaniu do LG)
oraz w grupie pacjentow, ktorzy otrzymali wlewki BCG przed wigczeniem do badania. Ponadto
stwierdzono wyzsze stezenie VEGF w grupie pacjentoéw z pierwotnym nowotworem. Z uwagi
na fakt, ze podgrupe chorych, ktorzy otrzymywali wlewki BCG stanowili gtéwnie pacjenci z
rozpoznaniem NMIBC HG (NMIBC-HG), w Tabeli 9 dokonano poréwnania stgzen
biomarkeréw pomig¢dzy chorymi z NMIBC-HG i -LG, w zalezno$ci od tego czy otrzymywali
BCG-terapi¢e. U chorych, ktorzy nie otrzymywali wlewek BCG zaobserwowano 2-krotnie
wyzsze stezenia VEGF i APOE w moczu.
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Podgrupy

Liczebnos¢ podgrup

Biomarker (Grupa 1 / Grupa 2) Mediana grupy (IQR) warto$¢ p
PAI-1 we krwi 0.1182
suPAR we krwi Low-grade (LG): 0.0885
Low-grade (LG) IL-8 we krwi n=92 - 0.9512
versus 34.36 (11.23-65.02) vs
High-grade (HG) IL-8 w moczu High-grade (HG): 67.15 (26.21-109.51) 0.0002
VEGF w moczu n=114 - 0.8054
APOE w moczu 0.9937
PAI-1 we krwi 0.1117
suPAR we krwi . . 0.5056
pierwotny nowotwor IL-8 we krwi plerwot(rlll};gg)w otwor 0.8194
wtérn‘;/ell;zbi)svotwér S Wibrny nowotwor 145.5 (85.2 3;)1 5)vs 107.3 n050
_ . .2-301.5) vs 107.
VEGF w moczu (n=140) (66.4-201.1) 0.0085
APOE w moczu - 0.0618
[Wtéme nowotwory]: PAI-1 we krwi Brak BCG-terapii 0.7711
suPAR we krwi | przed wigczeniem do 0.1663
Brak BCG-terapii przed | IL-8 we krwi tzi{’ﬂg;‘ S — 0.0893
. . - . B8 /-07/. 'S .
wlaczeniem do badania | IL-8 w moczu (18.22-82.09) 0.0114
BCG tverSL.ts d VEGF w moczu | BCG-terapia przed - 0.2216
-terapia prze ;
APOE w moczu wigczeniem do 0.4052

wlaczeniem do badania

badania (n=107)

Tabela 8 Poréwnanie stezen biomarkerow w podgrupach uwzgledniajacych stopien ztosliwosci, charakter

nowotworu i BCG-terapi¢ W wywiadzie

NMIBC — rak HG — NMIBC - rak HG — wartos¢ p
BCG(-) (n=30) BCG(+) (n=84)

PAI-1 we krwi 3.92 (2.58 —5.82) 3.09 (1.99 —4.83) 0.0929
suPAR we krwi 297 (2.31-4.19) 2.67 (2.03 —3.28) 0.0247
IL-8 we krwi 19.88 (10.79 — 66.41) 19.97 (15.49 — 51.09) 0.5456
IL-8 w moczu 67.15 (41.89 — 67.15) 67.15 (18.11 - 115.03) 0.3099
VEGF w moczu 226 (114.1 — 542.2) 98.02 (66.37 — 154.79) <0.0001
APOE w moczu 15.76 (7.72 — 81.20) 7.56 (4.28 — 12.09) <0.0001

Tabela 9 Porownanie stgzen badanych biomarkerow u pacjentow z rakiem HG w zalezno$ci od wczesniejszej
ekspozycji na BCG-terapie
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4.4. Biomarkery zwigzane z reakcjq zapalna i stanem odzywienia pacjentéow

Z uwagi na utrat¢ w czasie pandemii COVID-19 czesci probek krwi stuzacych
oznaczeniu morfologii, st¢zenia CRP i albuminy (utrata probek, hemoliza) analiza warto$ci
prognostycznej biomarkerdw zwigzanych z reakcja zapalng i1 stanem odzywienia zostata

przeprowadzona na mniejszej podgrupie chorych obejmujacej 183 pacjentow.

Biomarkery zwigzane z reakcjg zapalng i stanem odzywienia osiagnety niska warto$¢
predykcyjng dla nawrotu lub progresji nowotworu. W Tabeli 10 przedstawiono wyniki analizy
krzywych ROC. Najwyzsza warto§¢ AUC osiagnat wskaznik NLR 0.618 (95% CI: 0.536-
0.699). NLR >1.5 uzyskat czutos¢ 90% i1 swoisto$¢ 19% w przewidywaniu punktu koficowego.
Iloraz szans (OR) wyliczony dla NLR wyniost 1.46 (95% CI: 1.104-1.921) z wartos$cig
p<0.0001. Warto$ci punktow nawrotu i progresji EORTC zaprezentowano jako punkt

odniesienia.
AUC AUC 95% CI SE wartos$¢ p
NLR 0.618 0.536 - 0.699 0.042 0.0047
PLR 0.59 0.508 - 0.672 0.042 0.0305
MLR 0.617 0.537 - 0.698 0.041 0.0044
dNLR 0.521 0.436 - 0.606 0.043 0.6335
GPS 0.536 0.463 - 0.630 0.043 0.2760
mGPS 0.543 0.460 - 0.627 0.043 0.3109
PNI 0.429 0.345-0.512 0.043 0.0935
EORTC punkty nawrotu 0.804 0.740 — 0.868 0.033 <0.0001
EORTC punkty progresji 0.685 0.577-0.738 0.041 0.0001

Tabela 10 Analiza krzywych ROC dla biomarkerow zwiagzanych z reakcjg zapalng i stanem odzywienia w
przewidywaniu nawrotu lub progresji nowotworu

Zaden spo$rod biomarkeréw zwigzanych ze stanem odzywienia pacjenta nie wykazat
wartosci predykcyjnej dla nawrotu lub progresji nowotworu. Na Rycinie 5 zostaly
zaprezentowane krzywe ROC dla biomarkeréw przedstawionych w Tabeli 10. Podobnie jak w
przypadku biomarkeréow zwiazanych z reakcja zapalng i aktywacja uktadu plazminogenu,
zbadano czy biomarkery reakcji zapalnej i stanu odzywienia maja wptyw na poprawe wartosci
predykcyjnej skali EORTC. Przeprowadzono dwuczynnikowg analize regresji logistycznej, w

ktorej zbadano zalezno$¢ pomiedzy punktami nawrotu i progresji EORTC oraz kolejno kazdym
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z biomarkeréw, co zaprezentowano w Tabeli 11. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze NLR, MLR oraz dNLR zwigkszaly warto$¢ predykcyjnag modelu EORTC
zardbwno w zakresie nawrotu, jak i progresji. Z kolei GPS, mGPS oraz PNI nie zwigkszyly

warto$ci predykcyjnej modelu w tym kontekscie.
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Rycina 5 Krzywe ROC dla biomarkerow zwigzanych z reakcja zapalna
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Struktura modeli AUC (SE) wartos¢ p Drugi parametr
modeli modeli OR (95% CI)

+ NLR** 0.821 (0.031) <0.0001 1.432 (1.050-1.953)

+ MLR** | 0.829 (0.030) <0.0001 64 (2.9-1446.8)
EORTC + PLR* 0.830 (0.031) <0.0001 1.008 (1.002-1.014)
punkty + dNLR* 0.818 (0.032) <0.0001 1.69 (1.032-2.772)
nawrotu + GPS™ 0.814 (0.032) <0.0001 n/a

+mGPS™ | 0.821 (0.031) <0.0001 n/a

+ PNI™ 0.817 (0.032) <0.0001 n/a

+ NLR** 0.701 (0.039) 0.0030 1.47 (1.096-1.972)

+ MLR* 0.704 (0.039) 0.0013 79.6 (4.48-1210)
EORTC + PLR* 0.683 (0.039) 0.0054 1.007 (1.001-1.012)
punkty + dNLR** | 0.692 (0.039) 0.0083 1.658 (1.059-2.596)
progresji + GPS™ 0.677 (0.040) 0.0190 n/a

+ mGPS™ | 0.686 (0.039) 0.0089 n/a

+ PNI™ 0.663 (0.040) 0.0101 n/a

Tabela 11 Dwuczynnikowa analiza regresji logistycznej biomarkerow zwiazanych z reakcjg zapalng i stanem
odzywienia oraz punktami EORTC w przewidywaniu nawrotu lub progresji nowotworu
warto$¢ p zmiennych modelu: ™ - >0.05, * 0.05-0.01, ** 0.01-0.001, *** <0.001

W zwigzku z tym, ze NLR osiggnal najlepsza warto§¢ prognostyczna sposrod

biomarkeréw zwigzanych z reakcja zapalna 1 stanem odzywienia przeanalizowano czy istnieje

zalezno$¢

histopatologicznym. Uzyskane warto$ci z podzialem na podgrupy zostaly przedstawione w

pomigdzy jego wartoscig a

stanem nawrotu/progresji 1

Tabeli 12. Nie zaobserwowano réznic w poziomie NLR pomiedzy wyrdznionymi grupami.

rozpoznaniem

Pacjenci z NMIBC high-grade (n=67)*

2.666 (2.004 - 3.350)

Podgrupy pacjentow: Warto$¢ NLR wartos¢ p
(mediana, IQR)
Pacjenci z nawrotem (n=94) 2.758 (1.951 - 3.366)
Pacjenci z progresja (n=10) 2.708 (2.393 - 7.062) 0.2586
Pacjenci z NMIBC low-grade (n=37) 2.468 (1.941 - 3.125)
0.3546

Pacjenci z rozpoznaniem pTa (n=88)

2.634 (1.871 - 3.209)

Pacjenci z rozpoznaniem pT1 (n=71)

2.600 (2.104 - 3.422)

Pacjenci z rozpoznaniem pTis (n=7)

3.001 (2.184 —3.200)

wartos$¢ p >0.05 dla
poréwnania pomig¢dzy
pTa, pT1ipTis.

Tabela 12 Wartosci NLR w podgrupach pacjentow w odniesieniu do kontekstu klinicznego i rozpoznania

histopatologicznego

*Pacjenci z rozpoznaniem Tis zostali przydzieleni do podgrupy high-grade.
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5. DYSKUSJA

5.1. Biomarkery zwigzane z reakcjq zapalna i aktywacjq ukladu plazminogenu

W niniejszej pracy sposrdéd biomarkeréw zwigzanych z reakcja zapalng 1 aktywacja
uktadu plazminogenu najwyzsza warto$¢ prognostyczng dla oceny nawrotu lub progresji
nowotworu uzyskato stezenie 1L-8 we krwi i VEGF w moczu - odpowiednio 0.611 (95% CI:
0.534 - 0.687, p=0.0044) oraz 0.632 (95% CI: 0.557 — 0.707, p=0.0006). W modelach opartych
0 ML, utworzonych ze zmiennych w postaci: stezenia badanych biomarkerow, wieku
pacjentow, BCG-terapii, punktow ryzyka nawrotu i progresji modelu EORTC osiaggnigto
wysokg warto$¢ prognostyczng z AUROC 0.84 (95% CI: 0.73-0.95, p<0.0001).

Dostepna literatura w zakresie badan immunohistochemicznych materiatu tkankowego
wykazuje, ze nadekspresja UPA, UPAR i PAI-1 zwigzana jest z wyzszym stopniem zto§liwosci
NMIBC. uPA, uPAR i PAI-1 oraz kombinacja wszystkich 3 markeréw stanowily niezalezny
predyktor przezycia wolnego od nawrotu (RFS) u pacjentow z NMIBC po TURB, natomiast
UPA i kombinacja 3 markerow stanowity niezalezny predyktor przezycia wolnego od progresji
(PFS) w tej samej grupie pacjentow [41]. W pracy Chan i wsp. [42] zaobserwowano, ze wysoka
ekspresja PAI-1 w tkankach byla zwigzana z wystepowaniem BCa w stadium HG oraz
krotszym czasem przezycia (OS) u pacjentow z NMIBC. Skladowe systemu aktywacji
plazminogenu byly roéwniez predyktorem ztego rokowania — wyzszego stadium zaawansowania
1 ztosliwosci nowotworu, tendencji do wystgpowania przerzutéw i krotszego OS u pacjentow z
NMIBC oraz MIBC [43].

W pracy Goodison i wsp. [40] zbadano szereg markerow oznaczanych w moczu metoda
ELISA pod katem wykrywania urotelialnego BCa. Panel sktadajacy si¢ z markerow VEGF,
APOE, IL-8 pozwolit na wykrycie nowotworu z AUROC 0.968 (95% CI: 0.942-0.992),
czutoscig 90% 1 swoistoscig 97%. W niniejszym badaniu tozsamy zestaw biomarkerow nie
uzyskal podobnej wartosci diagnostycznej w rozpoznaniu nowotworu, jednakze umozliwit
rozroznienie chorych z MIBC oraz NMIBC po wykonanym pierwszym zabiegu TURB z AUC
0.892, SE 0.041 — co przedstawiono w Tabeli 6 sekcji Wyniki. Wsrdéd publikacji naukowych
znajduje si¢ niewiele doniesien na temat oceny wartosci prognostycznej powyzszych
markeréw. W badaniu Gogalic i wsp. [44] podjeto probe skorelowania VEGF i IL-8
oznaczanych w moczu wraz z innymi markerami biatkowymi. Uzyskane wartosci w zakresie
predykcji nawrotu z wykorzystaniem odpowiednio VEGF i IL-8 wynosily odpowiednio AUC
0.67 (p=0.038) i 0.69 (p=0.066). Wyniki te zblizone sg do rezultatow uzyskanych w niniejszej

pracy. Jednakze w ww. pracy korelacja markerow wraz z innymi cechami klinicznymi (historia
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nawrotow, BCG-terapia, stezenie Kreatyniny w surowicy krwi) pozwolita uzyska¢ AUC 0.96.
Wynik ten i zastosowany model predykcyjny nie zostaly jednak jak dotad zwalidowane w
wigkszych badaniach prospektywnych.

W pracy Rossera i wsp. [45] zbadano retrospektywnie panel 10 markerow sktadajacy
si¢ m.in. Z IL-8, PAI-1, VEGF, APOE oznaczanych z moczu metoda ELISA pod katem
predykcji nawrotu NMIBC. Grupg badang stanowito 125 pacjentow z BCa w wywiadzie, u 53
z nich stwierdzono nawrét NMIBC, 72 pacjentow pozostato wolnymi od nawrotu. Model oparty
0 zestaw markerow uzyskat AUC 0.904 (95% CI: 0.853-0.956), natomiast sposréd markerow
oznaczanych pojedynczo najlepsza wartos¢ predykcyjna zaprezentowal PAI-1 z AUROC 0.864
(95% CI: 0.799-0.929), czutoscia 87% i swoistoscig 72%. Duzym ograniczeniem powyzszego
badania byt jednak brak udziatu pacjentéw z pierwotnym rozpoznaniem raka i stosunkowo mata
liczba uczestnikow.

W badaniu Urquidi i wsp. [46] IL-8 byta jednym z trzech badanych markerow
oznaczanych w moczu dla wykrywania urotelialnego BCa. Stgzenie IL-8 u pacjentow z
rozpoznaniem BCa bylo znaczaco wyzsze wzgledem zdrowych pacjentow. Warto$é
diagnostyczna w rozpoznawaniu BCa wynosita AUROC 0.79 z czuto$cig 59% i swoisto$cig
97%. W wieloczynnikowej analizie regresji logistycznej jedynie podwyzszony poziom IL-8 byt
istotnie zwigzany z BCa z ilorazem szans OR=1.51; 95% CI: 1.16-1.97; p=0.002.

Podsumowujac, w niniejszym badaniu uzyskano zblizong wartos¢ prognostyczng dla
stezenia VEGF w moczu, jak w pracy Gogalic i wsp. [44]. Pozostate z badanych biomarkerow
oznaczane w moczu uzyskaty nizsze wartosci AUC. Nalezy jednak podkresli¢, ze brak jest
dostgpnych prac, ktore oceniaja warto$¢ predykcyjng wybranych w niniejszym badaniu
biomarkerow we krwi. Stad potrzebne sg dalsze badania prospektywne w celu walidacji ich
przydatnosci. Najlepsze wyniki w zakresie predykcji nawrotu i progresji wykazuja zestawy

biomarkeréw w potaczeniu z danymi klinicznymi.

5.2. Biomarkery zwiazane z reakcja zapalna i stanem odzywienia pacjenta

Na podstawie uzyskanych krzywych ROC w niniejszej pracy zaobserwowano, ze NLR
> 1.5 stanowi czynnik prognostyczny ztego rokowania u pacjentow z NMIBC przed zabiegiem
TURB. Punkt odcigcia ten charakteryzuje si¢ czutoscig 90% i swoistoscia 19%. W powyzszym
badaniu podobng wartos¢ predykcyjng zaprezentowat parametr MLR z AUC 0.617. Zaré6wno
NLR, jak i MLR wykazaty warto$¢ predykcyjng dla punktu koncowego badania, ktora byta

niezalezna statystycznie od punktacji modelu EORTC. Pozostale zbadane biomarkery zwigzane

37



z reakcjg zapalng uzyskaly nizszg warto$¢ predykcyjng. Biomarkery zwigzane ze stanem
odzywienia nie pozwalaja przewidzie¢ nawrotu lub progresji NMIBC trzy miesigce po TURB.
Nie zaobserwowano rdwniez zwigzku pomigdzy stgzeniem NLR a cechami

histopatologicznymi nowotworu.

W dotychczas przeprowadzonych badaniach wykazano, ze biomarkery NLR, PLR i
dNLR sg predyktorami ztego rokowania w licznych schorzeniach [47—49], w tym w chorobach
nowotworowych [50, 51]. Podwyzszone st¢zenia NLR 1 PLR byly odwrotnie zwigzane z
catkowitym przezyciem (OS) 1 przezyciem wolnym od progresji (PFS) u pacjentow z
przerzutowym rakiem drobnokomoérkowym pluc leczonych niwolumabem [52]. Analogiczng
zalezno$¢ zaobserwowano w rakach odbytnicy, piersi, glowy i szyi oraz gruczotu krokowego
[53-56]. W przypadku raka gruczotu krokowego najlepszy predyktor dla punktu koncowego
badania stanowit MLR, przewyzszajac zar6wno NLR, jak i PLR [57].

Przeprowadzone badanie wykazalo, ze NLR moze stanowi¢ predyktor przezycia
wolnego od zdarzen (EFS) z AUC 0.618. W jednej z ostatnich metaanaliz wykazano, ze NLR
moze by¢ predyktorem nawrotu i progresji NMIBC po TURB, w tym u pacjentéw z grupy
wysokiego ryzyka, ktorzy w leczeniu otrzymali wlewki BCG [58]. W opublikowanych
dotychczas pracach badajacych markery bazujace na morfologii krwi obwodowe;j ich warto$§¢
prognostyczng oceniano wsrdd zréznicowanych grup pacjentdw. W publikacji Mano i wsp. [59]
wykazano, ze NLR zwigzany jest z RFS 1 PFS u pacjentéw z nowo rozpoznanym NMIBC w
chwili wlaczenia do badania. W innym badaniu [60], w ktorym badang grupe rowniez stanowili
pacjenci z pierwotnym NMIBC nie stwierdzono natomiast zadnej zalezno$ci pomigdzy NLR,
MLR, PLR i mGPS a rokowaniem. W badaniu D'Andrea i wsp. [61] dokonano oceny wartos$ci
predykcyjnej NLR u pacjentéw z pierwotnym NMIBC. Z grupy badanej wykluczono jednak
pacjentow z rozpoznaniem CIS. Chorych wiaczonych do badania przydzielono nastepnie do
jednej z trzech grup ryzyka (niskie, posrednie, wysokie) zgodnie z rekomendacjami EAU 1
Amerykanskiego Towarzystwa Urologicznego (AUA). Wykazano, ze NLR zwigzany jest z RFS
i PFS. Dodatkowo oceniono jego warto$¢ prognostyczng w zalezno$ci od przynalezno$ci
pacjentow do danej grupy ryzyka oraz w obregbie subpopulacji pacjentow, ktorzy otrzymali
adjuwantowg BCG-terapi¢. W podgrupie pacjentéw z wysokim i posrednim ryzykiem rowniez
stwierdzono zalezno$¢ NLR z RFS i PFS, natomiast w podgrupie pacjentdw z niskim ryzykiem
NLR zwigzane byto tylko z PFS. W pracy Araujo i wsp. [62] wykorzystano modele ML do
okreslenia warto$ci diagnostycznej markerdw zwigzanych z reakcja zapalng u pacjentek z

rakiem piersi. Model zbudowany z NLR, liczby erytrocytow 1 wieku osiagnat AUC 0.64.
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Biomarkery zwigzane ze stanem odzywienia nie osiggnety istotnosci statystycznej dla
punktéw koncowych w niniejszej pracy. W dostepnej literaturze sugeruje si¢, ze parametry te
moga by¢ przydatne w przypadku nowotworow w wyzszych stadiach zaawansowania, w
predykcji odpowiedzi na leczenie onkologiczne lub w przypadku wystgpowania przerzutow
[63—67]. Ponadto mogg one odgrywac istotng role¢ w przypadku nowotworow, w ktérych
rozlegle leczenie chirurgiczne jest niezbedna czescig terapii onkologicznej, jak w przypadku
raka zotadka, raka nerki czy nowotworéw wymagajacych hepatojejunostomii [68—70]. Moze to
by¢ zwigzane z faktem, ze PNI stanowi predyktor pooperacyjnego ostrego uszkodzenia nerek,
zakazenia ran, udaru czy okotooperacyjnej $miertelno$ci [71-74]. Dane literaturowe dotyczace
roli mGPS w NMIBC u pacjentéw poddanych TURB, pokazuja, ze parametr ten prognozuje
PFS, a takze zwigksza warto$¢ prognostyczng innych skal ryzyka (rekomendowanych przez
EAU w czasie powstania cytowanej publikacji) [75]. Nie wykazal on jednak warto$ci
predykcyjnej dla RFS. Z kolei w niektorych pracach wykazano istotny zwiazek PNI i GPS z
RFS u pacjentéw z NMIBC [76, 77].

Podsumowujac, dane dotyczace wartosci predykcyjnej biomarkeréw uzyskanych w
oparciu o morfologie krwi 1 zwigzanych ze stanem odzywienia pacjenta sg niejednoznaczne. W
niniejszym badaniu najwyzszg wartos¢ uzyskat wskaznik NLR, jednak wynik ten jest
niewystarczajacy do wykorzystania go w codziennej praktyce. W wielu badaniach wykazano
jednak, ze moze by¢ on predyktorem zarowno RFS, jak i1 PFS. Nalezy zwréci¢ uwage, ze w
dostgpnych pracach badane grupy pacjentow roznity si¢ pod katem kryteriow wlaczenia i
wylaczenia z badania. Ponadto, zdecydowana wigkszos¢ badan miata charakter

retrospektywny.

5.3. Biomarkery zwiazane z reakcja zapalna i aktywacja ukladu plazminogenu a modele

prognostyczne EAU

Zgodnie z rekomendacjami EAU w celu predykcji progresji nowotworu pacjenci z
NMIBC powinni zosta¢ przyporzadkowani do jednej z czterech grup ryzyka. Predykcja
nawrotu oceniana jest z wykorzystaniem modelu EORTC 2006 w przypadku pacjentow, ktorzy
nie otrzymali BCG terapii albo modelu CUETO dla pacjentow leczonych BCG.

Grupa pacjentow wigczonych do badania bylg heterogenna pod wzgledem leczenia przy
pomocy wlewek BCG po TURB. W zwiazku z przewaga chorych nieleczonych BCG-terapia
podczas opracowywania wynikow uwzgledniono ocen¢ ryzyka nawrotu 1 progresji z

wykorzystaniem modelu EORTC.
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W niniejszym badaniu w populacji pacjentéw, u ktérych oznaczano biomarkery
zwigzane z reakcja zapalng i1 aktywacja uktadu plazminogenu, model EORTC w predykcji
nawrotu uzyskat AUC 0.778, natomiast w predykcji progresji AUC 0.654. Nizsza wartos¢
predykcyjna punktacji dla progresji jest tutaj zwigzana z dominacjg nawrotu a nie progresji
choroby w obrebie grupy z niekorzystnym wynikiem klinicznym. Model wieloczynnikowy
uwzgledniajacy punkty ryzyka progresji EORTC, stezenie VEGF w moczu i IL-8 we krwi
przewidywat niekorzystne rokowanie osiagajac wartos¢ AUROC 0.806 i SE 0.031.

Jak wspomniano powyzej model EORTC 2006 zostat zaprojektowany w oparciu o
populacje pacjentow, w ktorej wickszos¢ (78%) otrzymywata leczenie dopecherzowe, gtownie
chemioterapi¢ [37]. W zakresie predykcji nawrotu model ten uzyskat po 1 roku i 5 latach
wskaznik ¢ 0.66 skorygowanego indeksu zgodnosci Harrell’a, natomiast w zakresie predykcji
progresji ¢ 0.74 po 1 roku i 0.75 po 5 latach. Z kolei pacjenci, ktorzy w leczeniu otrzymali
BCG-terapie, zostali poddani ocenie pod katem czynnikéw prognostycznych nawrotu i
progresji w badaniu Cambier i wsp. w 2016 roku [78]. Do badania nie zostali jednak wiaczeni
pacjenci z rozpoznaniem CIS. Ustalono, ze ryzyko nawrotu zwigzane jest z wczesniejszym
wskaznikiem nawrotu (< 1 nawrot/rok; > 1 nawrot/rok) i liczbg guzow (< 4; > 4). Z kolei ryzyko
progresji zalezne bylo od kategorii T stopnia zaawansowania i stopnia zrdéznicowania
nowotworu. Wyodrebniono 4 grupy prognostyczne: TaG1 z najmniejszym ryzykiem progresji,
TaG2 lub T1G1, TaG3 lub T1G2 oraz T1G3 z najwigkszym ryzykiem progresji. W zakresie
predykcji nawrotu model ten uzyskat wskaznik ¢ skorygowanego indeksu zgodnosci Harrell’a
0.636 po 1 roku i 0.644 po 5 latach, natomiast w zakresie predykcji progresji 0.687 po 1 roku i
0.7 po 5 latach. W badaniu tym wyliczono rowniez punkty ryzyka nawrotu i progresji CUETO
na podstawie danych EORTC. Stwierdzono, ze model CUETO nie doszacowywat ryzyka
nawrotu u pacjentow z dobrym rokowaniem, natomiast przeszacowywat to ryzyko u chorych z
rokowaniem niekorzystnym.

W literaturze dostepne sg prace, w ktorych stwierdzono, ze NLR zwigksza wartos¢
prognostyczng modelu EORTC. Do badania Getzler i wsp. [79] wiaczono pacjentéw z
rozpoznaniem NMIBC, u ktérych przeprowadzono TURB. Pacjenci obserwowani byli pod
katem wystgpienia nawrotu. Analiz¢ przeprowadzono na catej kohorcie, a nastgpnie z
podzialem na podgrupy w zaleznosci od zastosowanego leczenia lub jego braku. Pacjenci
zostali rowniez poddani ocenie pod katem ryzyka nawrotu za pomocg modelu EORTC.
Wykazano, ze w jednoczynnikowej analizie regresji logistycznej predykcja nawrotu z uzyciem
modelu EORTC uzyskala istotno$¢ statystyczng jedynie w podgrupie pacjentow bez leczenia

dopgcherzowego, natomiast NLR przewidywat nawrot w podgrupie pacjentow otrzymujacych
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BCG-terapi¢ oraz w catej kohorcie. NLR i model EORTC w analizie wieloczynnikowej regresji
logistycznej pozostaty niezaleznymi predyktorami nawrotu w poszczeg6élnych podgrupach. Z
kolei dla calej kohorty pacjentow w analizie wieloczynnikowej istotno$¢ statystyczng wykazat
NLR, natomiast model EORTC bliski byt uzyskaniu istotnosci statystycznej. Dodatnig
korelacje pomiedzy NLR a EORTC w zakresie predykcji nawrotu i progresji NMIBC
zaobserwowano réowniez w badaniu Aydin i wsp. [80]. Z kolei w badaniu Avci i wsp. [81]
zbadano warto$¢ predykcyjng PLR i wskaznika de Ritisa (AST/ALT) w ocenie nawrotu i
progresji NMIBC. Pacjentow oceniono réwniez z wykorzystaniem modelu EORTC. W
wieloczynnikowej analizie wykazano, ze wskaznik de Ritisa pozwala na przewidywanie
nawrotu i progresji, podobnie jak model EORTC. PLR wykazat istotnos$¢ statystyczng jedynie

w predykcji nawrotu w analizie jednoczynnikowej.

5.4. Biomarkery zwiazane z reakcja zapalng i aktywacjq ukladu plazminogenu a BCG-
terapia

W niniejszym badaniu zaobserwowano, ze w podgrupie pacjentow z NMIBC-HG
nieleczonych wlewkami BCG uzyskano istotnie wyzsze stezenia APOE 1 VEGF w moczu oraz
nieznacznie wyzsze stezenie SUPAR we krwi.

Immunoterapia BCG stanowi seri¢ dopgcherzowych wlewek zawierajacych
atenuowany szczep Mycobacterium bovis. Mechanizm dzialania BCG-terapii nie zostat
calkowicie poznany, natomiast postuluje si¢, ze gtowng role odgrywa tutaj uruchomienie
kaskady reakcji immunologicznych. Podanie wlewki BCG powoduje pobudzenie komodrek
urotelialnych 1 prezentujacych antygen (APC) do produkcji cytokin 1 chemokin, ktore
przyciagaja makrofagi i komorki jednojadrzaste do pecherza moczowego. W badaniach in vitro
wykazano, ze BCG pobudza wydzielanie 1L-6, IL-8, czynnika stymulujacego wzrost kolonii
granulocytow i makrofagéw (GM-CSF) oraz TNF. Przypuszcza si¢, ze poprzez pobudzenie
komorek uktadu odpornosciowego niszczone sg komorki nowotworowe. Wytworzone
neutrofile wykazujg zdolnos¢ do fagocytozy oraz produkcji czynniki proapoptotycznych, m.in.
czynnika stymulujacego apoptozg zwigzanego z TNF (TRAIL). Ponadto rekrutowane sg
komorki cytotoksyczne, takie jak limfocyty CD8+, komorki NK oraz makrofagi [82].

Na podstawie uzyskanych w niniejszym badaniu wynikéw mozna podejrzewaé, ze
BCG-terapia wptywa na obnizenie APOE i VEGF, ktore wykazujg dziatanie prokancerogenne,
co potwierdzatoby korzystny efekt wlewek BCG w leczeniu pacjentow z NMIBC. Zgodnie z

dostepna literatura, brak jest doniesien, ktore pordownywalyby st¢zenie badanych biomarkerow
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zwigzanych z reakcja zapalng 1 aktywacjg uktadu plazminogenu w zaleznos$ci od zastosowania
BCG-terapii. W niniejszym badaniu w grupie pacjentow, ktorzy otrzymali BCG-terapi¢ obecni
byli chorzy, ktorzy otrzymali wlewki BCG po raz pierwszy, jak i pacjenci leczeni BCG w
przesztosci (nawrotowy NMIBC). Nieznany byt tez wywiad dotyczacy szczepienia przeciw
gruzlicy w badanej grupie pacjentow. Czynniki te w znaczacy sposob ograniczajg mozliwos¢
formutowania dalszych hipotez wyjasniajacych zaobserwowane roznice pomigdzy badanymi

podgrupami.

5.5. Badane biomarkery i obserwacja pacjentow po leczeniu

W niniejszym badaniu okres obserwacji u pacjentow z NMIBC po TURB wynosit trzy
miesigce. Zgodnie z wytycznymi EAU czgstos¢ przeprowadzania cystokopii u pacjentow
poddanych obserwacji po leczeniu zalezy od przynaleznosci do grupy ryzyka [2].
Trzymiesigczny czas obserwacji pacjentow jest krotki, a nawroty BCa po TURB moga wystapié
po znacznie dluzszym czasie. Z drugiej strony czesto$¢ wystapienie nawrotu i/lub progresji w
tym okresie wyniosta ok. 58%. Z uwagi na niezadowalajaca warto$¢ predykcyjng badanych

biomarker6éw, zastapienie nimi pierwszej kontrolnej cystoskopii nie jest mozliwe.

5.6. Ograniczenia i zalety badania

Gléwnym ograniczeniem niniejszego badania jest krotki czas obserwacji pacjentow, co
moze powodowac niedoszacowanie ilosci przypadkéw, u ktorych doszio do nawrotu lub
progresji nowotworu. Mimo to zarejestrowano wystarczajacg liczbe punktow koncowych do
przeprowadzenia miarodajnej analizy statystycznej. Ponadto z powodu pandemii COVID-19
do badania zarekrutowano mniejsza niz planowang liczbe pacjentoéw. Dtuzsza obserwacja nie
byta mozliwa do przeprowadzenia z uwagi na czgstg zmiane osrodka leczacego i utrate kontaktu
z pacjentami. Zastosowanie modeli ML do analizy matej grupy badanej z nierownomiernym
rozkladem punktéw koncowych moze generowaé niemiarodajne wyniki, w zwiazku z
potencjalnym nadmiernym dopasowaniem modelow (tzw ,,overfitting”’), mimo zastosowanych
srodkow zapobiegawczych. Z drugiej strony, wykorzystane modele ML zostaty wytrenowane
na heterogennej kohorcie pacjentow, w tym leczonych wlewkami BCG, a pacjenci
klasyfikowani byli w oparciu o ich rokowanie. Fakt ten czyni je bardziej pragmatycznym
narzgdziem od zrdéznicowanych modeli predykcji nawrotu i progresji w zaleznosci od

zastosowanego leczenia (BCG-terapii lub jej braku) i zwigksza ich uniwersalnosc.

Niewatpliwa zaletg badania jest jego prospektywny charakter. Zgodnie z dostepna

literatura, jest to pierwsze badanie, w ktorym oceniono warto$¢ predykcyjng opisanego zestawu
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biomarkeréw u pacjentow z NMIBC po TURB. Ponadto po raz pierwszy zestawiono te

biomarkery z juz istniejagcym modelem predykcyjnym EORTC.
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6. WNIOSKI

e Panel biomarkerow zwigzany z reakcja zapalng i aktywacja ukladu plazminogenu
sktadajacy si¢ z PAI-1, suPAR, IL-8 oznaczonych we krwi oraz VEGF, APOE i IL-8
oznaczonych w moczu, w potaczeniu z modelem prognostycznym EORTC moga
prognozowac nawro6t i progresje NMIBC po zabiegu TURB.

e Pojedyncze biomarkery biatkowe majg niewystarczajacg wartos¢ predykcyjng w
przewidywaniu nawrotu lub progresji w tej grupie chorych.

e Pojedyncze biomarkery zapalne oparte o liczebno$¢ elementéw morfotycznych krwi
charakteryzuja si¢ niskg warto$cig prognostyczna w kontekscie przewidywania nawrotu
lub progresji w badanej grupie.

e Wskazniki odzywienia, takie jak GPS, mGPS i PNI pozbawione s3 wartosci
predykcyjnej w ww. kontekscie.

e Badane biomarkery nie pozwalaja na zastgpienie nimi lub zmniejszenie czgstosci

wykonywania cystoskopii podczas obserwacji u pacjentéw z NMIBC po TURB.
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7. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Wstep: Rak pecherza moczowego (BCa) jest jednym z najczesdciej rozpoznawanych
nowotworoOw w Polsce i na $wiecie. Okoto 75% BCa stanowiag raki pgcherza moczowego
nienaciekajgce migsniowki (NMIBC), ktore ograniczone sg do btony sluzowej (Ta 1 CIS) lub
btony podsluzowej pecherza moczowego (T1). NMIBC wykazuje wysoki stopien
nawrotowosci i progresji, stad wymaga on Scislego nadzoru onkologicznego. Podstawowym
badaniem diagnostycznym wykonywanym przy podejrzeniu BCa jest cystoskopia. Nastepnie
przeprowadzany jest zabieg przezcewkowej elektroresekcji guza pecherza moczowego
(TURB), podczas ktérego usuwane sa nieprawidtowe zmiany oraz pobierane wycinki do
badania histopatologicznego. Na podstawie uzyskanego wyniku oraz sytuacji klinicznej
pacjenci klasyfikowani sg do jednej z czterech grup ryzyka. Przynalezno$¢ do danej grupy
implikuje dalsze postepowanie, obserwacje¢ i/lub kolejne etapy leczenia. Obecnie brak jest
metod, ktore umozliwityby zastagpienie cystoskopii na etapie diagnostyki czy monitorowania
pacjentdw po leczeniu. Mimo iz dostgpne sg markery molekularne, moga by¢ one stosowane
jedynie jako metoda pomocnicza z uwagi na niska swoisto$¢ i zaklocajacy wptyw BCG-terapii

na ich wynik.

Cel pracy: Celem pracy byla ocena wartosci prognostycznej biomarkeréw zwigzanych z
reakcjg zapalng 1 aktywacjg uktadu plazminogenu w przewidywaniu nawrotu lub progresji
NMIBC po zabiegu TURB. Dodatkowym celem badania bylo okreslenie czy badane
biomarkery moga zastgpi¢ lub zmniejszy¢ czgsto$¢ wykonywania cystoskopii w toku

obserwacji pacjentow po leczeniu.

Material i metody: Badanie zaplanowano jako prospektywne pilotazowe badanie
obserwacyjne. Do badania wiaczono 223 pacjentéw hospitalizowanych w Klinice Urologii i
Urologii Onkologicznej we Wroctawiu z powodu rozpoznania lub podejrzenia NMIBC w latach
2020-2022. U pacjentow tych przed zabiegiem TURB pobrano krew i mocz do badania
biomarkeréw zwigzanych z reakcja zapalng 1 aktywacja uktadu plazminogenu: suPAR, PAI-1,
VEGF, IL-8, APOE oraz biomarkeréw zwigzanych z reakcja zapalng i stanem odzywienia

pacjentow: NLR, dNLR, MLR, PLR, GPS, mGPS, PNI.

Wyniki: Po trzech miesigcach od zabiegu TURB u 92 pacjentdw nie stwierdzono nowotworu
(Grupa 1), natomiast u 131 pacjentéw zaobserwowano nawrot lub progresje (Grupa 2). Nie
wykazano réznic klinicznych pomiedzy obiema grupami. W Grupie 2 stwierdzono wyzsze

stezenia IL-8 we krwi, suPAR oraz VEGF i APOE w moczu. Stezenie IL-8 we krwi i VEGF w

45



moczu osiggnely najwyzszg warto$¢ prognostyczng dla nawrotu lub progresji nowotworu z
AUROC wynoszacym odpowiednio 0.611 (95% CI: 0.534 — 0.687, p=0.0044) oraz 0.632 (95%
CI: 0.557 — 0.707, p=0.0006). W modelach uczenia maszynowego (ML), utworzonych ze
zmiennych w postaci: stezenia badanych biomarkerow, wieku pacjentow, BCG-terapii oraz
punktow ryzyka nawrotu i progresji modelu EORTC osiggni¢to wysoka warto$¢ prognostyczng
z AUROC 0.84 (95% CI: 0.73-0.95, p<0.0001). Sposrod biomarkerow zwigzanych z reakcja
zapalng opartych o liczebnos¢ elementow morfotycznych krwi najwyzsza warto$é
prognostyczng uzyskat NLR z AUROC 0.618 (95% CI: 0.536-0.699). Zaden z biomarkeréw
zwigzanych ze stanem odzywienia nie wykazat warto$ci predykcyjnej dla punktéw koncowych
badania. NLR, dNLR oraz MLR zwigkszyly warto$¢ prognostyczng modelu Europejskiej

Organizacji Badan i Leczenia Raka (EORTC) w zakresie nawrotu i progresji.

Dyskusja: W niniejszym badaniu uzyskano niskg warto$¢ prognostyczng dla stezenia IL-8 we
krwi i VEGF w moczu w konteks$cie przewidywania nawrotu lub progresji NMIBC po TURB.
Pozostate biomarkery osiggngly nizsza warto$¢ predykcyjng. Obecnie brak jest dostatecznej
ilosci doniesien literaturowych, do ktorych mozna by odnie$¢ uzyskane wyniki. Sposrod
biomarkeréw zwigzanych z reakcja zapalng i stanem odzywienia nie zidentyfikowano zadnego
parametru o wiarygodnej wartosci prognostycznej w badanym kontekscie. Na podstawie
uzyskanych wynikdéw niemozliwe jest zastgpienie lub zmniejszenie czestosci wykonywania

cystoskopii u pacjentéw podczas obserwacji po leczeniu.
Whioski:

1. Panel biomarkerow zwigzany z reakcja zapalng i aktywacja uktadu plazminogenu
sktadajacy si¢ z PAI-1, suPAR, IL-8 oznaczonych we krwi oraz VEGF, APOE 1 IL-8
oznaczonych w moczu w pofagczeniu z modelem prognostycznym EORTC mogag
prognozowac nawrdt lub progresj¢ NMIBC po zabiegu TURB.

2. Pojedyncze biomarkery zwigzane z reakcja zapalng i aktywacja uktadu plazminogenu,
w tym oparte o liczebnos¢ elementow morfotycznych krwi, charakteryzuja si¢
niewystarczajacg wartoscig predykcyjng w przewidywaniu nawrotu lub progresji w
badanej grupie chorych.

3. Wskazniki odzywienia, takie jak GPS, mGPS i1 PNI pozbawione s3 wartosci
prognostycznej w ww. kontekscie.

4. Badane biomarkery nie pozwalajg na zastgpienie nimi lub zmniejszenie czgstosci

wykonywania cystoskopii podczas obserwacji u pacjentow po leczeniu NMIBC.
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8. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Introduction: Bladder cancer (BCa) is one of the most commonly diagnosed cancer in Poland
and worldwide. Non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC) accounts for about 75% of
bladder cancer cases and is characterized by a high rate of recurrence and progression. NMIBC
confine to the mucosa (Ta, CIS) or submucosa (T1). It is necessary to perform cystoscopy to
diagnose BCa. During transurethral resection of bladder tumor (TURB) all pathological lesions
should be removed. Then based on the histopathological results and risk factors patients should
be stratified into one of the four risk groups, what implies follow-up and/or treatment methods.
Although some molecular markers are available, they do not allow to replace cystoscopy or

perform it less frequently during surveillance.

Objectives: The main objective of this study was to evaluate the prognostic value of the
biomarkers associated with inflammation and plasminogen activation system in prediction of
NMIBC recurrence or progression. The secondary aim of the study was to assess whether the

investigated set of biomarkers can decrease the amount of performed follow-up cystoscopies.

Materials and methods: The study was designed as a pilot prospective observational study. It
included 223 patients hospitalized in Urology Clinic of Wroclaw Medical University for
NMIBC in 2020-2022. Before TURB blood and urine were drawn in all included subjects.
Assessed biomarkers included blood: plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1), soluble
urokinase plasminogen activator receptor (suPAR), interleukin 8 (IL-8) and urine: IL-8,
vascular endothelial growth factor (VEGF) and apolipoprotein E (APOE). Additionally,
complete-blood-count (CBC) biomarkers and nutritional risk scores were evaluated: NLR
(neutrophile-to-lymphocyte ratio), dNLR (derived neutrophile-to-lymphocyte ratio), MLR
(monocyte-to-lymphocyte ratio), PLR (platalet-to-lymphocyte ratio), (modified) Glasgow
Prognostic Score ((m)GPS) and Prognostic Nutritional Index (PNI).

Results: After a 3-month follow-up period with cystoscopy or TURB 92 patients were tumor
free (Group 1). In 131 subjects (Group 2) a recurrence of NMIBC or progression to muscle
invasive bladder cancer (MIBC) was observed. No major clinical differences between these two
groups were noted. The Group 2 has shown with significantly higher concentrations of blood
IL-8 and suPAR as well as urine VEGF and APOE. The blood IL-8 and urine VEGF presented
the highest prognostic abilities with AUROC of 0.611 (95% CI: 0.534 — 0.687, p=0.0044) and
0.632 (95% CI: 0.557 — 0.707, p=0.0006), respectively. Machine learning model (ML) which

included studied biomarkers and European Organisation for Research and Treatment of Cancer
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(EORTC) risk scores has allowed to discriminate the two patient entities with AUROC of 0.84
(95% CI: 0.73-0.95, p<0.0001). Among CBC biomarkers, NLR showed the highest AUROC of
0.618 (95% CI: 0.536-0.699), for discrimination of the study outcomes. None of the nutritional
risk scores predicted disease progression or recurrence. NLR, MLR and dNLR enhanced the

diagnostic performance for EORTC recurrence and progression points.

Discussion: In this study, urine VEGF and blood IL-8 showed low prognostic value for
predicting recurrence or progression of NMIBC after TURB. The remaining biomarkers had
lower predictive value. The amount of comparative literature data is scarce. Among CBC
inflammatory markers and nutritional indexes no parameter with consistent prognostic value
was identified. Based on these results, it is impossible to reduce the amount of performed

surveillance cystoscopies with the use of the examined biomarkers.
Conclusions:

1. A panel of inflammatory and plasminogen activation system biomarkers, consisting of
blood PAI-1, suPAR, IL-8 and urine VEGF, APOE, IL-8 combined with EORTC model
has predicted the recurrence or progression of NMIBC after TURB.

2. Individual biomarkers associated with systemic inflammatory response and
plasminogen activation system, including CBC biomarkers have shown insufficient
predictive value for predicting the study outcome.

3. None of the nutritional risk scores was predictive of treatment results.

4. Investigated biomarkers cannot replace cystoscopy or reduce its frequency during

patients’ surveillance.
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