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Wstep: Rak pecherza moczowego (BC — bladder cancer) stanowi 7% nowotworow
wsrod populacji mezczyzn oraz 2% w populacji kobiet w Polsce. Wedlug $wiatowych danych
epidemiologicznych rak ten stanowi siodmy pod wzgledem czestoSci nowotwor wsrod mezczyzn
oraz siedemnasty w$rdd kobiet.

W diagnostyce raka pecherza moczowego wykorzystuje si¢ obecnie najczesciej metody
radiologiczne, bardziej inwazyjne metody endoskopowe (cystoskopia, przezcewkowa resekcja

guza) oraz badanie cytologiczne moczu. Nowotwor ten nadal pozostaje duzym wyzwaniem



diagnostycznym a wsrod dostgpnych badan diagnostycznych brakuje nieinwazyjnych metod
stuzacych do wcezesnego wykrywania guza pierwotnego oraz nawrotu choroby.

Z powodu niskiej czulosci oraz niewystarczajacej ujemnej wartosci predykcyjnej badania
cytologicznego moczu poszukiwane sg markery raka pecherza moczowego. Wsrod dotychczas
badanych markeréw nalezy wymieni¢: biatko NMP-22, receptor 3 czynnika wzrostu fibroblastow
(FGFR3/TERT), UroVysion (FISH) oraz analize sekwencji mikrosatelitarnych (MSA -
Microsatellite analysis). Niektore z tych testow sg dopuszczone do uzytku przez amerykanska
Agencje Zywnoéci i Lekéw (FDA - Food and Drug Administration), ale tylko w polaczeniu
Z kontrolng cystoskopia celem wykrycia wznowy guza. W porownaniu do badania cytologicznego
cechuja si¢ one wyzszg czuto$cig lecz nizsza swoistoscig. Ponadto na ich wyniki moga wptywac
inne schorzenia ukladu moczowego. Niewystarczajagca powtarzalnos¢ wynikdéw najczesciej
zwigzana jest ze stopniem skomplikowania wykonywania oznaczen laboratoryjnych.
Na podkreslenie zasluguje fakt, ze dotychczas przeprowadzone badania wg. wytycznych
Europejskiego Towarzystwa Urologicznego (EAU - European Association of Urology) nie
pozwalaja na zalecenie uzywania ich w rutynowej diagnostyce BC.

Uroplakiny sa glikoproteinami wystgpujacymi w nabtonku drég moczowych. Z tego
powodu s3 badane jako potencjalne markery raka urotelialnego. W dostgpnym pi§miennictwie
brak jest badan opisujacych stezenie uroplakiny II (UPII) i Illa (UPIlla) jednoczesnie w moczu
I w osoczu chorych na raka pecherz moczowego oraz ich oceny jako czynnika prognostycznego

raka pecherza moczowego.

Cel: Celem pracy doktorskiej byto okreslenie wartosci prognostycznych stezen uroplakiny Il

oraz llla u chorych na raka pecherza moczowego a doktadnie;:

1. Szczegdétowa analiza obserwowanych stezen UPII i UPIIla w badanym materiale (mocz
iosocze) u chorych z rakiem pecherza moczowego, w zaleznosci od stopnia
zaawansowania (nowotwory nieinwazyjne — NMIBC, nowotwory inwazyjne — MIBC)
oraz stopnia ztosliwosci (high grade —HG, low grade — LG)

2. Ocena uzytecznosci otrzymanych wynikow poprzez analize wartosci predykcyjnych UPII
1 UPIIIa w r6znych grupach chorych z BC.

Cel pracy doktorskiej zrealizowano poprzez przeprowadzenie dwodch projektéw badawczych,

ktorych efektem byto powstanie dwoch prac oryginalnych wchodzacych w sktad cyklu publikacji.



Metody: Grupe badang stanowito 61 pacjentow Kliniki Urologii i Onkologii Urologiczne;j
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu poddanych zabiegom przezcewkowej
elektroresekcji guza pegcherza moczowego lub cystektomii radykalnej w latach 2014-2016.
U pacjentow wykonano badanie histopatologiczne pozwalajgce na okreslenie stopnia inwazyjnos$¢
nowotworu NMIBC/MIBC oraz stopnia ztosliwosci LG/HG. Grupg kontrolng stanowity 33 osoby
zdrowe. Wszyscy uczestnicy badania wypehili ankiete uwzglgdniajacg takie czynniki jak palenie
tytoniu, narazenie na substancje kancerogenne, rodzinne wystepowanie NOWOtworow.

Materiatl do badan laboratoryjnych stanowit mocz oraz osocze, ktore byly pobrane przed
wdrozeniem leczenia. Probki porannego moczu byly odwirowane przez 10 minut (1438xg; 4°)
i usunigto z nich supernatant. Osocze bylo pobierane na podloze z antykoagulantem oraz
odwirowane przez 10 minut (1438xg, 4°).

Poziom UPIlla i UPII zmierzono przy uzyciu testu immunoenzymatycznego (ELISA —
enzyme-linked immunosorbent assay) z wykorzystaniem zestawow Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay Kit, USCN Life Science Inc., PRC (opracowane przez Cloud-Clone Corp.
USA). Wyniki stezenia UPIIla i UPIl w moczu zostaly odniesione do Stezenia kreatyniny
W mMOCzu.

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona z uzyciem programu Statistica 12 (StatSoft,
Inc., USA). Poziom istotnosci statystycznej okreslono jako p< 0,05 dla wszystkich obliczen.

Od wszystkich 0so6b uzyskano $wiadomg zgode na udzial w prowadzonym badaniu.
Uzyskano takze zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich
we Wroctawiu (KB-292/2-16).

Wyniki:
Uroplakina Illa

Wykazano $rednie st¢zenie UPIIIa w moczu na poziomie 2,44 ng/mg kreatyniny w grupie
badanej oraz 1,02 ng/mg w grupie kontrolnej. Opisywana rdznica byla istotna statystycznie
(p<0,001). Wyniki UPIIIa nie uwzgledniajace odniesienia do stezenia kreatyniny w moczu takze
byly wyzsze w grupie BC niz w grupie kontrolnej. Srednie stgzenie UPIIla w osoczu chorych
z BC (1,47ng/ml) takze bylo wyzsze niz w grupie kontrolnej (0,58ng/ml) (p<0,001).



Nie stwierdzono istotnych roznic statystycznych w st¢zeniach UPIlla w moczu i osoczu w
odniesieniu do inwazyjnos¢ nowotworu (NMIBC oraz MIBC), przy czym w obu grupach wyniki
byly wyzsze niz u o0séb zdrowych z grupy kontrolnej (p<0,001). Podobnie nie stwierdzono
réznicy statystycznej pomiedzy grupami LG i HG raka pgcherza moczowego. Pordwnanie grup
LG/grupa kontrolna oraz HG/grupa kontrolna wykazato istotne rdéznice dla stezenia UPIlla
(p<0,001).

Nie wykazano istotnych roznic stezenia UPIIIa w moczu i osoczu palacych i niepalacych
0s0b z rakiem pecherza moczowego. Tylko pomiedzy niepalagcymi osobami zdrowymi a palgcymi
chorymi zaobserwowano istotne rdznice stezenia UPIlla w moczu i osoczu (p<0,05). Analiza
grupy kontrolnej wykazata brak r6znic pomigdzy zdrowymi palgcymi i niepalagcymi, co wskazuje,
ze palenie tytoniu nie wptywa na st¢zenia UPIIla u 0s6b zdrowych.

Opracowano krzywe ROC (receiver operating characteristic) w celu okreslenia wartosci
diagnostycznych i prognostycznych stezen UPIlla. Stwierdzono ze pomiar st¢zenia UPllla
W moczu cechuje si¢ 69% czutoscig 1 89% swoistosciag, a w osoczu wyniki te sg nieznacznie
wyzsze (79% i 91%). Pole pod krzywa (AUC — area under the curve) wynosito 0,78 dla probek
moczu i 0,85 dla osocza. Uzyskane wyniki wskazujg na dobre wartosci diagnostyczne UPIlla
w osoczu (AUC powyzej 0,8). Dodatnia warto$¢ predykcyjna (PPV — positve predictive value)

byta nieznacznie wyzsza w 0soczu (0,94) niz w moczu (0,913).

Uroplakina 11

Srednie stezenie UP I w osoczu chorych na raka pecherza moczowego byto 1,4x wyzsze
niz w grupie kontrolnej (p<0,001), podczas gdy w moczu $rednie stezenie UPII byto 3,4x wyzsze
w grupie BC niz w grupie kontrolnej (p<0,001).

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w stezeniu UPII zarowno w osoczu
i moczu pomiedzy NMIBC a MIBC, ale réznice byly istotne pomiedzy ww. grupami a grupg
kontrolng  ((p<0,001). Podobne wyniki uzyskano w grupach LG i HG. Nieistotne réznice
wystepowaly w moczu 1 osoczu palagcych 1 niepalgcych pacjentéw. Tylko pomiedzy mezczyznami
i kobietami z grupy BC roznica w stezeniu osoczowej UPII byta istotna (p<0,001). Podobnych
roéznic nie zaobserwowano w grupie kontrolnej (p>0,05).

Zbadano warto$¢ diagnostyczng stezen UPII w obu materiatach biologicznych, wykazujac

wysokie wartosci swoistosci 1 czutosci UPII w osoczu (76%, 80%) oraz moczu (88%, 84%).



Otrzymane wyniki wskazuja, ze pomiar stezen UPIl metodg immunoenzymatyczng cechuje si¢

dobra wartoscig diagnostyczng dla chorych z grupy BC. Obliczono takze AUC, uzyskujac wynik

0,79 dla osocza oraz 0,89 dla moczu. Potwierdza to dobra warto$¢ diagnostyczna stezen UPII

W osoczu i moczu (warto§¢ powyzej 0,8). Warto$¢ graniczng dla stezenia UPII okre$lona

na poziomie 3,107ng/ml w osoczu i 0,104 ng/mg kreatyniny w moczu.

Whioski:

1.

Rozwoj raka pecherza moczowego zwigzany jest z destrukcjg urothelium, w trakcie ktorej
dochodzi do wuwalniania elementéw tworzacych nabtonek drog moczowych,
m.in. uroplakin. Potwierdzeniem tego sa wyzsze warto$ci stezen UPII i UPllla w moczu
0s6b z grupy BC.

Czg$¢ z uwalnianych w trakcie uszkodzenia urothelium bialek przedostaje si¢ do
krwioobiegu, za czym przemawia wyzsze stezenie UPII 1 UPIlla w osoczu 0so6b chorych
na raka pecherza moczowego.

Na podstawie oznaczania stezen UPII i UPIIla w moczu oraz osoczu nie mozna okresli¢
czy nowotwoér cechuje si¢ inwazyjnoscia (MIBC/NMIBC) lub wyzszym stopniem
ztosliwosci (HG/LG).

Nowotwory pecherza moczowego o niskim stopniu ztosliwosci (LG) cechuja si¢ istotnie
wyzszymi stezeniami UPII 1 UPIIla w moczu 1 osoczu niz w grupie osob zdrowych.
Pozwala to upatrywac¢ potencjalne zastosowanie oznaczania stezen UPII 1 UPIlla w tej
grupie chorych, bowiem powszechnie stosowane badanie cytologiczne moczu cechuje si¢
niska czutoscig 1 swoisto$cig w grupie chorych z nowotworami LG.

Uzyskane  wyniki  potwierdzaja, Ze oznaczanie stgzenia UPIlla metoda
immunoenzymatyczng cechuje si¢ dobrg warto$cig diagnostyczng dla chorych z rakiem
pecherza moczowego. Takze warto§¢ prognostyczna (PPV) jest wysoka ale nie wykazuje
rdéznicy w zalezno$ci od stopnia zaawansowania oraz zto$liwosci nowotworu.

Oznaczanie stezenia UPII metoda immunoenzymatyczng w osoczu oraz szczegOlnie
W moczu cechuje si¢ dobrg warto$cig diagnostyczng i prognostyczng (AUC powyzej 0,8)
u chorych na raka pecherza moczowego.

Palenie tytoniu nie wptywa na poziom oznaczanych stezen UPII i UPIIIa.



ABSTRACT

Introduction: Bladder cancer (BC) represents 7% carcinoma in male and 2% of female
population in Poland. Worldwide it is on seventh place among men and seventeen among women
according to frequency of morbidity.

In diagnosis of BC radiological methods, invasive procedures (cystoscopy, transurethral
resection of bladder tumor (TURB-T)) and cytological examination of urine are used. However
bladder cancer is still a great diagnostic challenge and there is a deficiency of non-invasive
diagnostic methods, which could be used in early detection of primary tumor and in follow-up.

According to the low sensitivity and low negative predictive value of urine cytology new
markers of bladder cancer are evaluated. Among previously studied BC markers need to be
mentioned: nuclear matrix protein 22 (NMP-22), fibroblast growth factor receptor 3
FGFR3/TERT, UroVysion (FISH) and microsatellite analysis (MSA). Some of listed tests are
approved to diagnostic use by Food and Drug Administration (FDA) but only in combination with
control cystoscopy for the detection of cancer recurrence. In comparison to urine cytology these
tests have higher sensitivity but lower specificity. Moreover other diseases of urinary tract could
affect on their results. Also complicated laboratory method is connected with insufficient
reproducibility of these tests. It is important to mention, that Guidelines of European Urology
Association (EAU) based on performed studies do not allow their usage in routine diagnostic
method of bladder cancer.

Uroplakins are glycoproteins which are presented in urothelium. Due to this fact they are
evaluated as a potential marker of urothelial cancer. In published researches there are any study,
which evaluate levels of UPII and UPIlla in urine and plasma of BC patients as a prognostic tests
of bladder cancer.

Aim: Aim of PhD thesis was to estimate the prognostic value of uroplakin Il and llla
in bladder cancer, or more specifically:
Detailed analysis of UPII and UPIlla levels in research materials (urine and plasma) in patients
with bladder cancer according to the level of tumor stage ( non-invasive neoplasm — NMIBC,

invasive neoplasm — MIBC) and grade ( high grade — HG, low grade — LG).



2. Evaluation of study results by analysis of predictive value of UPII and UPllla levels in different
groups of BC patients.
Researches were performed in two projects and two original articles were published, which are

a part of series of articles.

Materials and method: The study group is comprised of 61 BC patients of the Urology
and Oncological Urology Department (Wroclaw Medical University) hospitalized between
September 2014 and July 2015. Transurethral resection of bladder tumor or radical cystectomy

and histopathological examination of tissue taken by during surgical procedure were performed.

Based on histopathological examination stage (NMIBC/MIBC) and grade (LG/HG) were stated.
The control group was consisted of 33 healthy persons. All patients filled questionnaire about:
smoking, environmental risk factors of cancerogenesis and hereditary cancers.

Urine and plasma were materials for laboratory tests and were obtained before surgical
treatment. Morning urine samples were collected in polystyrene containers and then centrifuged
for 10minutes (1438xg at 4°). Blood samples were collected into plastic tubes with
an anticoagulant and centrifuged at 1438xg for at least 10 min at 40C.

UPIlla an UPII levels were measured in urine and plasma by an immunoenzymatic
(ELISA) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Kit, USCN Life Science Inc., PRC (designed
by Cloud-Clone Corp. USA). Levels of UPIlla and UPII in urine were calculated in relation to the
urine creatinine level.

Statistical analysis was conducted with Statistica PL software (version 12.1). The values
of p<0.05 were considered statistically significant.

All patients were informed about the study, participation was voluntary, and all signed
written informed consent. The study was approved by Ethics Committee of Wroclaw Medical
University (KB-292/2-16).

Results
Uroplakin Illa

The mean urine level of UPIllla was 2.44 ng/mg of creatinine (cr.) in the group of patients
with BC and 1.02 ng/mg cr. in the control group. The difference was statistically significant

(p<0.001). The results of UPIlla measurement without calculating the creatinine level were also



higher than in the control group. The mean plasma level of UPIllla in BC patients (1.47 ng/ml)
was higher than in the control group (0.58 ng/ml) (p<0.001). There was no statistically significant
difference of UPIlla level in either plasma or urine between nonmuscle invasive bladder cancer
(NMIBC) and invasive bladder cancer (MIBC), but in both groups the UPIlla level was higher
than in the control group (p<0.001). Similar results were obtained in LG and HG groups in BC.
No significant difference in UPIllla level in urine or plasma between low grade and high grade BC
tumour was noted. A significant difference between LG/control group and also HG/control was
observed. The comparison of HG/control and LG/control showed statistically significant
differences (p<0.001), which is interesting and indicates additional value of UPllla level in LG
diagnosis. No significant difference between UPIlla level in BC smokers and non-smoking
patients was observed, in either urine or plasma. Only between BC smokers and healthy controls
was the difference significant in both urine and plasma (p<0.05). The examination of control
group showed a lack of difference between UPIlla level in smokers and non-smokers. It confirms
that smoking does not influence UPIlla level in healthy people.

The receiver operating characteristic (ROC) analysis was performed to estimate the
diagnostic and prognostic value of UPIlla. It was found that the measurement of UPIlla level has
a 69% sensitivity and 89% specificity in urine and a little higher in plasma (79%, 91%).The area
under the curve (AUC) was calculated as 0.78 in urine and 0.85 in plasma. It indicates good
diagnostic value of UPIIla in plasma (over 0.8).

The PPV was a little higher in plasma (0.94) but also high in urine (0.913). The results
show that the level of UPIlla measured by immunoenzymatic methods has good diagnostic value
in bladder cancer. Also the prognostic value (PPV) seems to be high, but there are no significant
differences in UPIlla level according to grade and stage of BC.

Uroplakin 11

The mean plasma concentration of UP2 in BC group was 1.4 higher than in the control
group (p<0.001), whereas the mean urine concentration of UP2 in group of patients with BC was
3.4 higher than in the control group (p<0.001). There were no statistically significant differences
of UP2 concentration both in plasma or in urine between non-muscle invasive bladder cancer
(NMIBC) and invasive bladder cancer (MIBC) but in both groups UP2 concentration was higher
than in the control C (p<0.001). Similar trend of results was obtained in LG and HG groups. Non-

significant differences between UP2 concentration in smokers and no-smoking patients were also



observed, both in urine and in plasma. Only between BC men and BC women difference was
significant in plasma UP2 concentration (p<0.001), while any significant difference between the
concentrations of UP2 in the plasma of women and men in the control group was found (p>0.05).

A low positive correlation between the UP2 excreted into urine and age and higher
correlation between UP2 in plasma and sex were noted only in patients group.

The diagnostic value of the examined tested UP2 in both biological fluids was evaluated.
The high specificity and sensitivity for UP2 in plasma (76%, 80%, respectively) and urine (88%,
84%, respectively) were observed. The results show that the concentration of UP2 measured
by immunoenzymatic methods has a good diagnostic value in BC group. The AUC was calculated
as 0.79 in plasma and 0.89 in urine. It points a good diagnostic value of UP2 in plasma or in urine
(over 0.8). The designated cut-off points were for UP2 in plasma 3.107 ng/ml and for UP2
in urine 0.104 ng/mg cr., respectively.

Conclusions:

1. Growth of the bladder cancer is related with the destruction of urothelium. During this
process elements of the urothelium like uroplakins are released. Confirmation of this are
higher levels of UPII and UPlIla concentrations in urine of BC patients.

2. Some of the released from urothelium proteins penetrate into vascular system.
Argumentation of this are higher concentrations of UPII and UPIlla in plasma of patients
with bladder cancer.

3. Measurement of urine and plasma concentration of UPIlI and UPIlla is insufficient
to diagnose the tumor stage (NMIBC/MIBC) or grade (HG/LG).

4. Low grade (LG) bladder tumor are related with statistically significant higher
concentration of UPIlI and UPIlla in urine and plasma compared to healthy persons.
This fact can play a role in possible application of UPII and UPIllla testing in this patients
group because of the low sensitivity and specificity of urine cytology in group of patients
with LG bladder cancer.

5. Obtained results confirmed that measurement of UPIlla concentration with
immunoenzymatic method has a good diagnostic value. Also positive prognostic value

(PPV) is high, but not correlate with tumor stage or grade.



Measurement of UPII concentration with immunoenzymatic method in plasma
and especially in urine has a good diagnostic value (AUC over 0.8) in bladder cancer

patients.
Smoking does not affect concentration levels of UPII and UPllIla.



