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INTRODUCERE

Carcinomul urotelial vezical (CUV) este unul dintre cele mai des intalnite tipuri de
neoplazii, fiind intr-o continua crestere a incidentei pe mapamond, dar cu o tendinta de scadere
a mortalitdtii datorata progresului realizat in medicina moderna. Din cauza prevalentei crescute,
este o problema majora de sanatate publica prin costurile realizate de diagnosticul, tratamentul
si monitorizarea pacientilor cu astfel de boala.

Utilizarea pe scara larga a ultrasonografiei a dus la diagnosticarea mai rapida a acestei
afectiuni, majoritatea pacientilor prezentandu-se la medic pentru hematurie sau sindrom vezical.
imagistic al tumorilor vezicale, precum tomografia computerizata (TC) sau rezonanta magnetica
(IRM), a dus la stabilirea unui diagnostic timpuriu, a unei indicatii terapeutice corecte si,
consecutiv, la Tmbundtatirea prognosticului pacientului diagnosticat cu CUV.

Tn cazul in care este diagnosticat in stadiile incipiente, acesta este unul dintre putinele
tipuri de cancer ce se poate trata si prin metode chirurgicale minim-invazive care presupun
excizia tumorii endovezicale, fara a necesita excizia intregului organ sau a unui intreg perete
vezical. Totusi, in tarile In care medicina primara este insuficient reprezentata, existd destul de
multi pacienti care sunt diagnosticati cu CUV in stadii avansate, ce presupun excizia partiala
sau totald a vezicii urinare, inca de la prima prezentare la medicul urolog. Nu exista Th acest
moment, un marker diagnostic sau prognostic al CUV, care sa fie standardizat si utilizat in
screening-ul sau urmarirea pacientilor cu tumori vezicale.

Cistectomia radicald (CR) este o interventie chirurgicald recomandata unui procent
semnificativ dintre pacientii diagnosticati cu CUV, in cursul evolutiei lor neoplazice. CR este o
interventie chirurgicald complexa, ce supune pacientul unui risc relativ crescut de aparitie a
incidentelor intraoperatorii si a complicatiilor postoperatorii. Ratele de supravietuire la 5 ani
postoperatoriu pentru pacientii aflati in stadii local-avansate, metastatice sau cu ganglioni loco-
regionali pozitivi, sunt relativ mici. Stabilirea unor factori de risc capabili sa prezica evolutia
postoperatorie a pacientilor este utild pentru a identifica pacientii ce pot beneficia Tn urma
interventiei chirurgicale radicale.

Managementul unui pacient diagnosticat cu CUV se bazeaza, in principal, pe datele din

raportul histo-patologic. Avand in vedere cé aceste rapoarte pot fi subiectul unor erori si al unor
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interpretdri variabile Tn functie de medicul anatomo-patolog care analizeaza piesa, este necesara
identificarea unor biomarkeri complementari ce ar putea intregi datele referitoare la
prognosticul pacientului. Rolul acestor factori de risc ar consta in identificarea rapida a
pacientilor care ar putea beneficia de CR timpurie, Tnainte ca acestia sa ajunga in stadiile
avansate, cu ganglioni loco-regionali pozitivi sau in stadii metastatice. Suplimentar, acesti
factori de risc ar putea identifica pacientii cu prognostic nefavorabil, care ar avea o supravietuire
prelungita si o calitate mai buna a vietii daca ar fi tratati prin variantele alternative de tratament
ale CUV, respectiv combinatii intre TUR-V, cistectomie partiald, chimioterapie si radioterapie.

Cyfra 21-1 este un fragment al citokeratinei 19 cu rol in formarea filamentelor
citoscheletului. Cyfra 21-1 este o proteina solubila caracteristica epiteliilor si poate fi intalnita
in ser, urind sau in alte tipuri de fluide, atunci cand apare liza celulara. Doua tipuri de anticorpi
monoclonali, BM 19-21 sau KS 19-1, pot fi folositi in detectarea Cyfra 21-1, utilizdnd metodele
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sau ECLIA (electrochemiluminescence
immunoassay). Cyfra 21-1 a fost studiat ca marker tumoral eficient in neoplasmul pulmonar si
oro-faringian, dar a fost util si in decelarea stadiilor avansate ale cancerului de san, gastric sau
colo-rectal. In ceea ce priveste CUV, Cyfra 21-1 poate fi dozat atat in ser, cit si in urina. Niveluri
scazute de Cyfra 21-1 pot fi decelate la subiecti sandtosi, cu uroteliu fard modificari, insa
nivelurile cresc exponential odata cu cresterea ratei de liza celulard din CUV.

Cyfra 21-1 a fost studiat ca marker de diagnostic in CUV, insa datele din literatura nu
sunt consistente. O meta-analiza, publicatd in 2015, a concluzionat ca Cyfra 21-1 seric are 0
sensibilitate scdzutd, de numai 42%, si o specificitate de 94% in detectia CUV, in timp ce Cyfra
21-1 urinara are o sensibilitate de 82% si o specificitate de 80% [1]. Valori crescute ale Cyfra
21-1 urinare pot fi intalnite la pacienti cu litiaza de aparat urinar, infectii urinare sau cu istoric
de tratament instilational cu BCG [2]. Rezultatele acestei cercetari trebuie interpretate in
contextul in care o parte dintre studiile incluse in aceasta meta-analiza a avut ca pacienti cuprinsi
in grupul de control si bolnavi diagnosticati cu patologii ce ofera rezultate fals pozitive ale Cyfra
21-1 urinare.

Cyfra 21-1 urinara poate avea o sensibilitate mai crescuta decat citologia urinara in
diagnosticarea CUV. Un studiu a observat rate mai mari de detectie a CUV in favoarea Cyfra
21-1 urinare pentru fiecare grad de diferentiere si fiecare stadiu T. Cyfra 21-1 urinard a

diagnosticat 71% dintre pacientii cu tumori primare si 65% dintre pacientii cu recidiva care au



avut citologie urinard negativa [2]. Un alt studiu publicat in 2007 sustine utilitatea scazuta a
Cyfra 21-1 urinara in detectia recidivelor tumorale NMI dupa TUR-V [3]. Totusi, prin
comparatie cu Cyfra 21-1 masurata in ser, citologia urinard se dovedeste superioara in detectia
CUV pentru fiecare stadiu T si fiecare grad de diferentiere tumorala [4].

Nivelurile crescute ale Cyfra 21-1 serice au fost masurate in stadiile avansate si gradele
crescute de diferentiere tumorala. Un studiu a observat ca Cyfra 21-1 serica ar putea fi un factor
de prognostic pentru pacientii cu CUV. Studiul a avut, insd, limitari importante ca numarul mare
de pacienti tratati prin TUR-V si numarul scazut de pacienti tratati prin CR, masurarea
nivelurilor Cyfra 21-1 serice dupa efectuarea interventiilor chirurgicale la unii pacienti si
includerea unor pacienti care au avut istoric de chimioterapie si radioterapie pentru CUV [5].
Un alt studiu a observat cd nivelul seric al Cyfra 21-1 este corelat cu raspunsul la chimioterapia
adjuvanta, scazand pentru pacientii care raspund la tratament si crescand la cei care au progresia
imagistica a bolii [6]. Desi rezultatele din literatura sunt contradictorii, capacitatea Cyfra 21-1
de a fi un marker de diagnostic pentru CUV este foarte scazutd. O meta-analiza publicata in
2015 a concluzionat ca Cyfra 21-1 urinara si serica pot doar sa diferentieze stadiile localizate
ale bolii de cele metastatice [7].

Datele din literatura de specialitate sustin cd, desi majoritatea secventelor de ADN uman
sunt activ transcrise, doar aproximativ 3% dintre acestea codifica o proteind. ARN-urile
necodificatoare (ncARN) reprezintd cea mai mare parte a acestor transcrieri, iar micro-ARN-
urile sunt o categorie aparte a ARN-urilor necodificatoare. Micro-ARN-urile sunt molecule ce
contin 18-25 nucleotide si au un rol important in modularea expresiei genelor implicate in
procese celulare ca proliferare, apoptoza, invazie si migratie. Ele se ataseaza la capatul 3 al
ARN-ului mesager (mARN) pe care acestea il vizeaza, capat 3’ la care nu are loc fenomenul de
translatie. Odata cu atasarea micro-ARN-ului la mARN, are loc un proces de degradare ce duce,
in final, la suprimarea genei ce a fost initial semnalizatd de catre mARN [8].

Profilul de micro-ARN-uri este variat in diferite tipuri de tumori maligne si poate fi

diferit si iIntre pacientii cu acelasi tip de neoplasm. Profilul micro-ARN influenteaza
semnificativ expresia genelor asociate cancerului prin activarea factorului de transcriptie, deletii
cromozomiale, amplificdri cromozomiale sau metilarea promotorului. Expresia diferitelor
specii de micro-ARN poate duce astfel la cresterea sau scaderea diferentierii celulare,

accelerarea sau incetinirea ciclului celular, cresterea supravietuirii celulelor sau accelerarea



procesului de apoptoza celulard, cresterea invazivitatii si a metastazarii sau Incetinirea acestora.
Prin urmare, putem deosebi specii de micro-ARN ce joaca un rol oncogenic si specii de micro-
ARN cu functie supresoare tumorald, in functie de tintele mARN-urilor pe care micro-ARN-
urile le controleaza. Totusi, in functie de tintele si de mecanismele de actiune, aceeasi specie de
micro-ARN poate juca un rol oncogenic intr-un anumit tip tumoral si un rol supresor intr-un alt
tip tumoral. Totodatd, ele pot influenta mai multe gene ce fac parte din aceeasi cale de
semnalizare sau din cai de semnalizare diferite, avand, astfel, efect la mai multe niveluri
biomoleculare in cadrul aceleiasi boli.

Identificarea profilelor micro-ARN 1in neoplasmele umane si elucidarea mecanismelor
moleculare pe care speciile de micro-ARN le mediaza, reprezintd un pas important catre
identificarea unor noi biomarkeri si personalizarea tratamentului fiecarui pacient diagnosticat
cu cancer. Micro-ARN-ul poate fi considerat 0 metoda de tratament, FDA aproband recent
folosirea primelor doua tratamente ce moduleaza expresiile ARN, lucru care a dus la cresterea
numarului de trialuri clinice in care sunt incluse medicamente ce actioneaza asupra expresiei
ARN. Dezavantajele acestor tipuri de medicamente sunt legate de specificitatea scazuta fata de
tesutul vizat, de riscul de toxicitate sistemica in conditiile unei absorbtii celulare deficitare, dar
si de administrarea suboptimala. Patisiran a fost primul medicament aprobat in anul 2018 pentru
tratamentul polineuropatiei din cadrul amiloidozei ereditare mediate de transtiretina, in timp ce
Givosiran a fost aprobat Tn 2020 ca tratament al porfiriei hepatice acute.

Evaluarea expresiei micro-ARN a fost efectuatd atat in tesuturi tumorale sau non-
tumorale, cat si in fluide biologice — saliva, plasma, urina etc., aceasta expresie fiind diferita la
pacientii neoplazici prin comparatie cu subiectii sanatosi, sau intre diferite tipuri de tesut sau de
fluid analizat. La pacientii diagnosticati cu CUV, identificarea micro-ARN-urilor se poate face
atat la nivel tisular, cat si la nivel urinar. Multiple articole publicate au analizat diferentele de
expresie ale micro-ARN-urilor intre tesuturile tumorale si tesuturile non-tumorale, gasind
diferente semnificative intre cele doud tipuri de tesuturi. Cu toate acestea, mecanismele
complete de actiune si functiile micro-ARN-urilor sunt departe de a fi elucidate.

Micro-ARN-urile urinare au fost subiect de studiu Tn mai multe articole care au avut ca
scop evaluarea capabilititii diagnostice a speciilor de micro-ARN. In pofida rezultatelor
promitatoare, niciun autor nu a reusit sa identifice un panel de specii micro-ARN care sd poata

substitui cistoscopia, ca metoda de diagnostic al CUV [9]. Un articol publicat in 2017, care a



folosit un profil format din 4 specii de micro-ARN, a concluzionat ca nivelul crescut de metilare
in urind a micro-ARN-urilor este un predictor pentru aparitia recidivei si pentru progresia bolii
[10].

Studiul efectuat Tn cadrul acestei teze isi propune identificarea biomarkerilor clinico-
biologici cu rol prognostic, care pot prezice evolutia postoperatorie a pacientilor si
supravietuirea acestora dupa CR. Markerii analizati in cadrul tezei de doctorat sunt reprezentati
de valorile hemoglobinei si ale creatininei serice preoperatorii, numarul de unititi de masa
eritrocitara transfuzate, valorile postoperatorii ale hemoglobinei si creatininei serice, valorile
serice ale Cyfra 21-1 masurate preoperator si postoperatoriu la 3, 6, 12 si 18 luni de la CR,
profilul micro-ARN tumoral al pacientului, format din miR-124, mir-126, miR-139, miR-145-
3p, MiR-145-5p, miR-152 si miR-182. Studiul profilului micro-ARN are rolul de a identifica
speciile de micro-ARN care se coreleaza cu supravietuirea pacientilor sau cu restul parametrilor
analizati. Analiza datelor clinico-biologice si a markerilor propusi va duce la stabilirea factorilor
predictivi pentru supravietuire in vederea clasificarii pacientilor In grupe de risc si identificarea
acelora ce vor avea beneficii in urma CR 1n ceea ce priveste supravietuirea.

Obiectivele specifice ale acestei cercetari sunt reprezentate de decrierea lotului de
pacienti inclusi in studiu, identificarea factorilor clinico-biologici predictivi pentru evolutia
postoperatorie nefavorabild si analiza markerilor propusi asociati cu supravietuirea

postoperatorie scazuta.

METODOLOGIA GENERALA A CERCETARII

Tn aceast studiu prospectiv, longitudinal, observational au fost inclusi, consecutiv, 91
pacienti diagnosticati cu CUV si cu indicatie chirurgicalda de CR, stabilita in urma efectuarii
investigatiilor clinice si paraclinice. Acesti pacienti au fost tratati prin CR de catre chirurgi
experimentati din Centrul de Uronefrologie si Transplant Renal din cadrul Institutului Clinic
Fundeni, Tn perioada martie 2017 — decembrie 2018 si au fost urmariti postoperatoriu pana la
data de 1 Mai 2020. Criteriile de includere pentru pacientii din lotul analizat au fost diagnosticul
de tumora vezicald, rezultatul histo-patologic de carcinom urotelial obtinut in urma rezectiei
endoscopice, indicatia de CR stabilita Tn urma rezultatului histopatologic sau in urma progresiei

imagistice a bolii. Am exclus din studiu pacientii care au fost tratati prin chimioterapie



neoadjuvanta din cauza faptului ca acestia ar fi putut avea valorile modificate ale biomarkerilor
selectati, consecutiv tratamentului preoperator. Totodatd, au fost exclusi si pacientii
diagnosticati cu un alt tip de neoplazie in ultimii 10 ani sau care aveau suspiciunea unui alt tip
de cancer la momentul CR. Inrolarea pacientilor in lotul studiat a presupus acordul informat al
acestora pentru participarea la un proiect de cercetare. Formularul de consimtamént a fost
special elaborat pentru a permite recoltarea, manipularea si analizarea probelor tisulare din
punct de vedere genetic. Consiliul de Etica din cadrul Institutului Clinic Fundeni a avizat
efectuarea acestei cercetari, studiind protocolul de lucru si tipul de formular de consimtdmant
folosite.

Evaluarea preoperatorie a pacientilor a inclus stadializarea imagistica prin efectuarea
unei investigatii de inaltd performanta, TC sau IRM cu substantd de contrast, cu scopul de a
aprecia atat invazia locald a tumorii si prezenta adenopatiilor loco-regionale si extra-regionale,
cu rol de metastaze, cat si prezenta determindrilor secundare viscerale. Anamneza a fost utila
pentru evaluarea statusului pacientilor si decelarea comorbiditatilor acestora, dar si pentru
aprecierea factorilor de risc responsabili de aparitia CUV la care au fost expusi bolnavii. Astfel,
comorbiditatile pacientilor au fost apreciate conform Charlson Comorbidity Index (CCI), iar
factorii de risc identificati au fost genetici, ocupationali, istoricul personal de infectii de tract
urinar (ITU) repetate si, nu in ultimul rand, fumatul. Din istoricul pacientilor cu rezectii
endoscopice pentru tumori vezicale am retinut rezultatele histo-patologice ale interventiilor
chirurgicale, dar si substanta care s-a folosit in tratamentul intravezical, in cazul pacientilor care
au avut tratament instilational. Parametrii paraclinici preoperatori urmadriti in cadrul studiului
au fost hemoglobina si creatinina serica, impreund cu valoarea sericd a Cyfra 21-1.

In ceea ce priveste interventia chirurgicala, principalii parametrii urmdriti au fost cei
descrisi in buletinul histo-patologic — invazia locala a tumorii (pT), prezenta adenopatiilor (pN)
in cazul in care s-a practicat limfodisectie loco-regionala, prezenta invaziei limfo-vasculare
(LVI), prezenta invaziei peri-neurale (PNI), gradul de diferentiere al tumorii LG/HG (low-
grade/high-grade) si tipul histologic particular al carcinomului urotelial, daci a fost cazul. In
plus, am notat si tipul derivatiei urinare efectuate, in vederea corelarii cu evolutia postoperatorie
si cu supravietuirea pacientilor.

Parametrii postoperatori analizati in cadrul studiului au fost hemoglobina si creatinina

serica la externarea pacientului din spital si numarul total de unitdti de masa eritrocitara care s-



au transfuzat pacientului. Urmarirea pacientilor dupa externare a presupus monitorizarea
valorilor Cyfra 21-1 serice la 3, 6, 12 si 18 luni de la CR si monitorizarea periodica imagistica
prin investigatii de inaltd performantad in vederea stabilirii bilantului oncologic al pacientilor.
Perioada de urmarire a pacientilor s-a intins de la data interventiei chirurgicale si pana la data
de 1 mai 2020. Supravietuirea pacientilor a fost determinata lunar, pentru fiecare in parte,
clasificand bolnavii in 3 categorii distincte n functie de statusul acestora la sfarsitul perioadei
de urmarire, astlfel: pacienti in viata la data de 1 mai 2020, pacienti care au decedat prin cauze
oncologice 1n timpul perioadei de urmarire si pacienti cu deces prin alte cauze in timpul
monitorizarii. De asemenea, pentru fiecare pacient decedat, a fost notat numarul de luni de
supravietuire de la momentul CR.

Evaluarea profilului micro-ARN a presupus determinarea expresiei speciilor micro-
ARN propuse pentru studiu - miR-124, mir-126, miR-139, miR-145-3p, miR-145-5p, miR-152
si miR-182. Recoltarea probelor tisulare in vederea analizei profilului micro-ARN propus s-a
efectuat imediat dupa excizia piesei de cistectomie. Astfel, dupd inspectia si sectionarea piesei
de cistectomie, au fost prelevate probe tisulare din formatiunea tumorala si de la nivelul unui
perete vezical neinvadat tumoral, normal din punct de vedere macroscopic. Procesul complex
de determinare a expresiei speciilor micro-ARN a fost finalizat prin notarea numarului de cicluri
(CT = Cycle Threshold) necesar pentru ca reactia RT-PCR (Real-Time Polymerase Chain
Reaction) sa fie pozitiva prin aparitia semnalului fluorescent.

Determinarea expresiilor micro-ARN obtinute in urma efectudrii RT-PCR a fost facuta
atat direct, de la nivelul tesutului tumoral si normal, cat si prin normalizarea nivelului de
expresie. Aceastd etapa implica compararea variatiilor biologice reale, care sa explice fenotipul
analizat, cu expresiile induse experimental. Astfel, pentru determinarea expresiilor micro-ARN
se foloseste comparatia cu un ARN de referintd, numit control endogen. Am folosit ca ARN de
referintd n cadrul studiului RNU48 (small nucleolar RNA C/D box 48, SNORD48 small
nucleolar RNA), un ARN nuclear de mici dimeniuni, necodificator, folosit cu succes drept
control endogen in multiple tipuri de patologii din sfera urologica.

Pentru a misura nivelul expresiei normalizate am folosit metoda 22T sau Livak [11],
care este una dintre metodele standardizate, cele mai des folosite in determinarea expresiei
micro-ARN-urilor. Pentru fiecare specie micro-ARN am notat cu ACTwmoral diferenta intre CT

tumoral si controlul endogen (RNU48). ACTnormal reprezinta media pentru toti cei 91 pacienti a



diferentei dintre CT normal si RNUA48, pentru fiecare specie de micro-ARN. 1n final, am notat
cu AACT diferenta dintre ACTwmoral $i ACThormal si cu FC (Fold Change), valoarea ajustata a
expresiei micro-ARN, calculatd conform formulei 224, Folosind aceasti metodi, expresia
profilului micro-ARN studiat la nivel tumoral va fi normalizat fatda de controlul endogen si
analizat prin comparatie cu expresia de la nivelul uroteliului normal. Astfel, valori ale FC
cuprinse intre 0 si 1 vor arata ca expresia micro-ARN-ului studiat este redusa, Tn timp ce valorile
de peste 1 vor demonstra ca expresia micro-ARN-ului studiat este crescuta.

Analiza statistica a cautat sa identifice parametrii clinico-demografici care influenteaza
supravietuirea globala (Overall Survival = OS), metodologia fiind urmatoarea: in cazul in care
parametrii au fost variabile de categorie, analiza a fost de tip Kaplan-Meier, curbele de
supravietuire corespunzatoare categoriilor parametrului fiind comparate cu ajutorul unui test
log-rank, in vreme ce pentru parametrii continui a fost folosita o regresie Cox simpla, iar daca
rezultatul regresiei a identificat o influentd semnificativa statistic, s-a facut o analiza ROC
pentru a determina o valoare de cut-off pentru parametru, dupa care s-a procedat ca in cazul
parametrilor categoricali (valoarea de cut-off determinand categoriile).

Analiza ANOVA, testul Mann-Whitney si testul t Student au fost folosite in studiul
variatiei variabilelor continue 1n functie de statusul pacientilor la sfarsitul perioadei de urmarire
postoperatorie. Variabilele categorice au fost evaluate prin testul x> Am folosit
regresia Cox univariata pentru a evalua capacitatea unui parametru de a reprezenta un factor de
risc pentru deces, dar si regresia Cox multivariatd pentru a evalua daca parametrii analizati sunt
factori de risc independenti pentru deces. Testul Spearman Rho a fost utilizat pentru a identifica
corelatiile Intre parametrii histo-patologici si valorile preoperatorii ale Cyfra 21-1, dar si intre
expresiile ajustate ale speciilor micro-ARN si parametrii predictivi identificati in cercetare. In
final, am folosit modelul Nelson-Aalen pentru a determina evolutia in timp a functiilor de
hazard pentru predictorii identificati. Am considerat ca fiind semnificative din punct de vedere
statistic, testele care au returnat o valoare p < 0.05. Totusi, am considerat ca si valorile marginale
ale p (cuprinse intre 0.05 si 0.10) pot avea o semnificatie relativa in ceea ce priveste corelatia
parametrilor clinico-biologici si histo-patologici cu expresiile ajustate ale speciilor de micro-
ARN studiate, in conditiile 1n care literatura de specialitate nu ofera suficiente date cu privire la

acestea.



Pentru analiza statistica s-au folosit programul R™ (The R Foundation for Statistical
Computing, R Core Team, Vienna, Austria) si programul Stata™ 13/MP (StataCorp LLC,
College Station, Texas, Statele Unite ale Americii).

STUDIUL NR 1 - ANALIZA FACTORILOR CLINICI SI
BIOLOGICI CE INFLUENTEAZA SUPRAVIETUIREA PACIENTILOR
CU CARCINOM UROTELIAL VEZICAL, TRATATI PRIN
CISTECTOMIE RADICALA

CUV este al doilea cel mai frecvent tip de cancer pe care il trateaza chirurgii urologi,
imediat dupa cancerul de prostatd. O proportie destul de ridicata dintre pacientii diagnosticati
cu CUV ajunge sa fie tratatd prin CR. Totusi, ratele de supravietuire la 5 ani postoperatoriu sunt
relativ mici, in timp ce ratele de complicatii postoperatorii, ratele de recidiva locald si de
metastazare sunt relativ crescute [12-14]. Literatura de specialitate ofera date contradictorii
despre multi dintre parametrii analizati in acest studiu. Pentru a Iintelege mai bine
comportamentul bolii si pentru a consilia preoperator pacientii in mod adecvat, am analizat, in
aceast studiu, mai multi parametri clinici si biologici, preoperatori si postoperatori, cu scopul
de a evidentia capacitatea lor predictiva si influenta asupra supravietuirii globale (OS).

Rezultate

Analiza descriptiva si datele demografice ale pacientilor sunt prezentate in Tabelul 1.
Datele sunt prezentate ca medie + deviatie standard (D.S) pentru variabilele continue si ca
frecvente absolute (frecvente relative) pentru variabilele categoricale. Astfel, lotul studiat a
inclus 91 pacienti cu 0 varsta medie de 64.75 * 9.88 ani si un raport pe sexe femei:barbati de
1:4.35. Pacientii inclusi In studiu au avut o anamneza minutioasa care a dus la identificarea mai
multor clase de factori de risc, responsabili de aparitia CUV, la care acestia s-au expus. La mai
multi pacienti au fost identificati, simultan, doi sau trei factori de risc, motiv pentru care suma
procentelor depaseste 100%. Fumatul si ITU repetate in antecedente au fost cele mai frecvente
cauze de aparitie a CUV ce au putut fi identificate in populatia studiata, la 67.03% si, respectiv,
la 57.14% dintre pacienti. Istoricul de TUR-V la internare a fost intalnit la 70% dintre pacientii

tratati prin CR. Un procent de 36.2% pacienti au avut rezultat histo-patologic cu boala musculo-



invaziva pe piesa de rezectie endoscopica, in timp ce 34.1% au avut progresia CUV-NMI
rezecat endoscopic. Restul pacientilor inclusi in studiu au avut prima prezentare in cadrul
Centrului de Uronefrologie si Transplant Renal Fundeni in care au fost diagnosticati imagistic

cu CUV-MI si rezultat histo-patologic la biopsie de carcinom urotelial. 14 pacienti (15.4%) din

lot au avut istoric de tratament instilational.

Tabel 1 — Caracteristicile preoperatorii ale pacientilor inclusi in cercetare

Variabila Total (N=91)
Varsta — Medie £ D.S 64.8+9.9
Sex M — Nr (%) 74/91 (81.3%)
F —Nr (%) 17/91 (18.7%)
Factori de risc* Fumat — Nr (%) 61/91 (67.0%)
ITU = Nr (%) 52/91 (57.1%)
Genetici — Nr (%) 7191 (7.7%)
Ocupationali — Nr (%) 6/91 (6.6%)
Istoric de TUR-V la internare — Nr (%) 64/91 (70.3%)
Cu rezultat HP de CUV-MI — Nr (%) 33/91 (36.2%)
Cu rezultat HP de CUV-NMI si progresia bolii — Nr (%0) 31/91 (34.1%)
Tratament instilational Tn antecedente — Nr (%0) 14/91 (15.4%)
Epirubicin — Nr (%) 7191 (7.7%)
BCG - Nr (%) 5/91 (5.5%)
Farmarubicin — Nr (%) 2/91 (2.2%)
Stadializare preoperatorie (imagistica) cT2 — Nr (%) 18/91 (19.8%)
cT3 - Nr (%) 40/91 (44.0%)
cT4 — Nr (%) 33/91 (36.2%)
Stadializare preoperatorie (imagistica) cNO — Nr (%) 29/91 (31.9%)
cN1 - Nr (%) 19/91 (20.9%)
cN2 — Nr (%) 21/91 (23.1%)
cN3 — Nr (%) 22/91 (24.1%)
Stadializare preoperatorie (imagistica) M1 - Nr (%) 13/91 (14.3%)
Metastaze pulmonare — Nr (%0) 8/91 (8.8%)
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Metastaze limfo-ganglionare — Nr (%0) 2/91 (2.2%)
Metastaze osoase — Nr (%0) 2/91 (2.2%)
Metastaze hepatice — Nr (%) 1/91 (1.1%)
Indicele de comorbiditate Charlson (CCI) 0 - Nr (%) 38/91 (41.7%)
1 —Nr (%) 29/91 (31.9%)
2 — Nr (%) 13/91 (14.3%)
>3 — Nr (%) 11/91 (12.1%)

*Au fost pacienti cu mai multi factori de risc prezenti, suma procentelor este peste 100

Stadializarea imagistica realizatd preoperator a evidentiat ca un important procent dintre
pacienti se afla in stadii avansate ale bolii, conform datelor din Tabelul 1. Rezultatul imagistic
a clasificat pacientul intr-un stadiu local avansat al bolii (cel putin cT3) Tn 80.2% din cazuri, in
timp ce 68.1% dintre pacienti aveau descrise adenopatii loco-regionale in rezultatul investigatiei
imagistice. Concomitent, 14.3% dintre pacienti prezentau deja metastaze in momentul CR.
Comorbiditatile pacientilor au fost evaluate prin CCI, scorul pacientilor avand o medie de 0.97
+ 1.02. Astfel, doar 26.4% dintre pacienti au avut un scor CCI de cel putin 2 puncte.

Rezultatele buletinelor histo-patologice ale pacientilor tratati prin CR sunt descrise in
Tabelul 2. 11% dintre pacienti au avut CUV-NMI pe piesa de CR, in timp ce 61.5% au fost
suprinsi in stadiile pT3 si pT4. In cazul a 20 pacienti (22.0%) nu s-a practicat limfodisectie loco-
regionala din cauza comorbiditatilor asociate si a riscurilor crescute de complicatii
intraoperatorii si postoperatorii, sau din cauza ca CR a avut un rol hemostatic si de crestere a
calitatii vietii pacientului. Mai mult de 90% dintre pacienti au avut pe piesa de CR, CUV cu
grad Tnalt de malignitate, in timp ce LVI si PNI au fost prezente pe buletinul histo-patologic al
unui procent de 61.5% si, respectiv, 42.9% dintre pacienti. Majoritatea pacientilor a avut ca tip
tumoral, CUV conventional, Insd au fost si pacienti care au avut tipuri diferite de diferentiere
ale CUV. 17.6% dintre pacienti au avut CUV cu diferentiere scuamoasa, 13.2% au avut CUV
micropapilar, in timp ce CUV cu arii de comedocarcinom si diferentierea sincitiotrofoblastica
a fost Intlnita in 6.6% si, respectiv, 5.5% dintre pacienti. In lotul studiat, am avut si pacienti cu
tipuri de diferentiere a CUV 1intélnite rar, precum tipul cu celule in cuiburi ,,nested” (2.2%),
sarcomatoida (1.1%), plasmocitoida (1.1%).

La 12 dintre pacienti (13.2%) a fost descoperit, incidental, pe piesa de CR, un focar de

adenocarcinom prostatic. 9 dintre pacienti au avut neoplasm prostatic acinar scor Gleason 6
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(3+3), doi pacienti au avut neoplasm prostatic acinar scor Gleason 7 (3+4), iar un pacient a avut
un rezultat histo-patologic care a inclus focar de carcinom prostatic acinar scor Gleason 7 (4+3).
Toti acesti pacienti au avut valori preoperatorii normale ale PSA-ului seric si tuseu rectal
efectuat Tn cadrul examenului clinic la internare care nu ridica suspiciunea de neoplasm
prostatic. Niciunul dintre pacienti nu a avut ganglioni pozitivi pentru adenocarcinom prostatic
la limfodisectia ilio-obturatorie. Monitorizarea postoperatorie a acestor pacienti a inclus si
monitorizarea valorilor PSA-ului seric. Niciunul dintre pacienti nu a avut o crestere

semnificativd a PSA-ului fatd de valoarea nadir care sd ridice suspiciunea de recidiva a

neoplasmului prostatic.

Tabel 2 — Caracteristicile histo-patologice ale pacientilor tratati prin CR

Variabila

Total (N=91)

Stadiul pT  NMI - Nr (%)
pT2 - Nr (%)
pT2a— Nr (%)
pT2b — Nr (%)
pT3 - Nr (%)
pT3a— Nr (%)
pT3b — Nr (%)
pT4 - Nr (%)
pT4a— Nr (%)
pT4b — Nr (%)

10/91 (11.0%)
25/91 (27.5%)
14/91 (15.4%)
11/91 (12.1%)
33/91 (36.2%)
5/91 (5.5%)
28/91 (30.7%)
23/91 (25.3%)
22/91 (24.2%)
1/91 (1.1%)

Stadiul pN PNx — Nr (%)
PNO — Nr (%)
PN1 - Nr (%)
pPN2 — Nr (%)
pPN3 — Nr (%)

20/91 (22.0%)
48/91 (52.7%)
9/91 (9.9%)
10/91 (11.0%)
491 (4.4%)

Grad de diferentiere Grad scazut de malignitate (LG) — Nr (%0)
Grad inalt de malignitate (HG) — Nr (%)

8/91 (8.8%)
83/91 (91.2%)

Tip de diferentiere histo-patologica Micropapilar — Nr (%0)
Sincitiotrofoblastic — Nr (%)

12/91 (13.2%)
5/91 (5.5%)
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Scuamos — Nr (%)
Celule in Cuiburi ,,Nested” — Nr (%)

16/91 (17.6%)
2/91 (2.2%)
6/91 (6.6%)
1/91 (1.1%)
1/91 (1.1%)
1/91 (1.1%)

Comedocarcinom — Nr (%)
Sarcomatoid — Nr (%0)
Plasmocitoid — Nr (%0)
Nediferentiat — Nr (%)

Invazie limfovasculara (LVI) Da - Nr (%) 56/91 (61.5%)
Nu — Nr (%) 35/91 (38.5%)
Invazie perineurala (PNI) Da — Nr (%) 39/91 (42.9%)
Nu — Nr (%) 52/91 (57.1%)

Focar adenocarcinom prostatic Gleason 6 (3+3)
Gleason 7 (3+4)

Gleason 7 (4+3)

9/91 (9.9%)
2/91 (2.2%)
1/91 (1.1%)

Parametrii biochimici analizati In studiu au fost Cyfra 21-1 serica, hemoglobina si
creatinina sericd, valorile medii ale acestora fiind reprezentate in Tabelul 3, impreund cu
numarul unitatilor de masa eritrocitara transfuzate pacientilor cu CR.

Tabel 3 - Analiza descriptiva a probelor biochimice si numarul unitatilor MER transfuzate

pentru pacientii inclusi in studiu

Variabila Medie £ D.S
Cyfra 21-1 Preoperator 7.55+16.71
Cyfra 21-1 la 3 luni Postoperatoriu 497 £12.61
Cyfra 21-1 la 6 luni Postoperatoriu 6.39 £ 13.91
Cyfra 21-1 la 12 luni Postoperatoriu 9.39 +21.22
Cyfra 21-1 la 18 luni Postoperatoriu 10.9 £ 26.30
Hemoglobina la Internare 12.99 + 2.02
Hemaoglobina la Externare 10.71 £ 1.47
Unitati MER transfuzate 1.3+£0.9
Creatinina serica la Internare 1.48 +1.33
Creatinina serica la Externare 1.32+£1.40
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Urmarirea pacientilor a fost facutd pana la 1 Mai 2020, iar OS este reprezentata in Figura
1. Niciunul dintre pacientii inclusi in lot nu a fost pierdut din urmarirea postoperatorie a
supravietuirii. Cenzorii din curba Kaplan-Meier sunt reprezentati de cei 54 pacienti aflati in
viata la sfarsitul perioadei de follow-up, timpul minim de urmarire pentru acesti pacienti fiind
de 17 luni, iar cel maxim, 38 luni. In aceasta perioada, 40.7% dintre pacienti au decedat, dintre
care 28 au avut o mortalitate prin cancer, cu progresia imagistica a bolii In perioada de urmarire,
iar 9 dintre pacienti au decedat prin alte cauze (infarct miocardic acut, accident vascular cerebral

sau traumatism prin accident rutier).
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Figura 1 - Analiza OS pe intreg lotul de pacienti

Varsta nu a influentat OS a pacientilor din lotul analizat. Singura semnificatie statistica
am obtinut-o doar atunci cand am comparat varsta pacientilor decedati prin cauze oncologice
cu cea a pacientilor decedati prin alte cauze. Astfel, am observat ca decesele din cauze
oncologice au survenit la pacienti mai tineri prin comparatie cu decesele din alte cauze, care s-
au Inregistrat In randul pacientilor varstnici (p = 0.0284).

Analiza Kaplan-Meier si testul log-rank au aratat ca barbatii inclusi in lot au avut o

mortalitate mai mare (47.3% vs 11.8%) si 0 medie restrictiva de supravietuire mai mica (17.80
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luni vs 32.30 luni), fata de pacientii de sex feminin (p = 0.01). Scorul CCI si istoricul de
tratament instilational nu au inflentat supravietuirea pacientilor (p = 0.09, respectiv p = 0.40).
Dintre factorii de risc identificati pentru aparitia CUV, analiza statistica a aratat ca doar

cei ocupationali au inflentat OS a pacientilor (p = 0.04), conform Figurii 2.
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Figura 2 — Analiza Kaplan-Meier a influentei expunerii la factori de risc ocupationali asupra
supraviefuirii

Stadializarea imagistica preoperatorie, efectuatd prin investigatii de inaltd performanta
(TC sau IRM), a clasificat pacientii in categorii diferite ale stadiului cT si cN, iar analiza
Kaplan-Meier si testul log-rank au aratat ca exista diferente semnificative in ceea ce priveste
supravietuirea pacientilor (p = 0.04, respectiv p = 0.04). De asemenea, stadiul metastatic
preoperator a influentat in mod negativ supravietuirea pacientilor (p < 0.001), supravietuirea

pacientilor fiind reprezentata in Figura 3.
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Figura 3 — Curbele de supravietuire Kaplan-Meier ale pacientilor metastatici si non-metastatici
la momentul cistectomiei radicale

Analiza Kaplan-Meier a stadiului patologic pT si pN a aratat cd exista diferente
semnificative In ceea ce priveste supravietuirea pacientilor (p < 0.001, respectiv p = 0.0037).
Gradul de diferentiere tumorald nu a influentat OS a pacientilor (p = 0.30), In timp ce prezenta
diferentierii sincitiotrofoblastice a dus la scaderea semnificativa a ratelor OS la pacientii inclusi

n studiu (p < 0.0001), conform curbelor Kaplan-Meier si testului log-rank (Figura 4).
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Figura 4 — Curbele Kaplan—Meier in functie de prezenta diferentierii sincitiotrofoblastice
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Astfel, media restrictivd a supravietuirii pacientilor cu CUV cu diferentiere
sincitiotrofoblastica a fost de 7.4 luni. Toti pacientii din acest grup au decedat in cursul urmaririi
postoperatorii, in timp ce supravietuirea maxima a acestor pacienti a fost de 13 luni
postoperatoriu.

Nu au existat diferente semnificative ale OS pentru pacientii cu LVI, prin comparatie cu
pacientii care nu au avut LVI (p = 0.20) si pentru pacientii cu PNI, prin comparatie cu pacientii
care nu au avut PNI (p = 0.09).

In ceea ce priveste derivatia urinara efectuati la pacientii cu CR, ureterostomia cutanata
a fost folositd in 71.4% dintre cazuri, 18 pacienti au avut derivatie urinara tip Briker si 6 pacienti
au avut derivatie ortotopica tip Camey 2 modificat. La doi dintre pacientii inclusi in studiu,
aflati in program de hemodializd cronicd, nu a fost nevoie de timp de efectuare a derivatiei
urinare. Unul dintre pacienti a fost anefric, iar la celalalt s-a ligaturat ureterul restant, fiind cu
rinichi unic nefunctional. Testul ¥ a returnat p marginal nesemnificativ (p = 0.078), analizand

statusul pacientilor la sfarsitul perioadei de urmarire in functie de derivatia urinara.

Relatia dintre valoarea Hemoglobinei (Hb) la internare si (OS), a fost studiata folosind
o regresie Cox simpla ce a ardtat o puternica corelatie Intre acestea (p=0.0005, coeficient -0.23,
HR 0.77, 1C95% 0.68-0.90). Pentru a determina o valoare de cut-off, se foloseste analiza ROC
(Figura 4), variabila de referinta fiind decesul, iar variabila de clasificare fiind valoarea Hb la

internare.
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Figura 4 — Analiza ROC privind valoarea hemoglobinei la internare vs deces
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Valoarea cut-off a fost calculata folosind algoritmul lui Youden, aceasta fiind 13.15 g/dlI
si oferind o sensibilitate de 0.73 si o specificitate de 0.72. Cu ajutorul valorii de cut-off, pacientii
au fost impartiti in doua categorii: 42 pacienti cu valoarea Hb la internare sub 13.15 g/dl si 49
pacienti cu valoarea Hb la internare egald sau mai mare de 13.15 g/dl. Am analizat

supravietuirea celor doud grupuri, comparativ, conform Figurii 5.
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Figura 5 — Curba Kaplan-Meier pentru pacientii cu Hb la internare mai mare sau egald,
respectiv, mai mica decdt valoarea cut-0ff

64.28% dintre pacientii care au avut Hb la internare mai mica decat 13.15 g/dl au decedat
in timpul urmadririi postoperatorii, avand o medie restrictiva a supravietuirii de 19.8 luni. Din
grupul pacientilor care au avut, la internare, valoarea Hb mai mare sau egald cu 13.15 g/dl,
20.40% au decedat in timpul follow-up-ului, avand o medie restrictiva a supravietuirii de 32.2
luni. Testul log-rank a aratat ca diferentele sunt semnificative statistic (p < 0.0001), pacientii cu
Hb sub 13.15 g/dl la internare au o ratda de deces mai mare si o medie restrictiva mai mica fata
de pacientii cu valoarea Hb la internare peste 13.15 g/dl.

Comparand valorile hemoglobinei la internare si la externare si aplicand testul Student
T, am observat ca diferentele sunt semnificative din punct de vedere statistic intre aceste valori

in functie de statusul pacientilor la sfarsitul perioadei de urmarire (p < 0.0001). Astfel, pacientii
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decedati din cauze oncologice au avut valori semnificativ mai mici ale hemoglobinei la internare
si la externare prin comparatie cu pacientii decedati prin alte cauze si cei aflati In viatd la
sfarsitul perioadei de urmarire.

In ceea ce priveste numirul unititilor MER transfuzate pacientilor in timpul interndrii,
19 dintre pacienti nu au avut nevoie de transfuzie de masa eritrocitara, iar 37 dintre pacienti au
avut nevoie de o unitate MER transfuzata. 26 pacienti au avut doua unitati MER transfuzate in
cursul interndrii, in timp ce restul de 9 pacienti au avut trei unititi MER transfuzate din cauza
scaderii hemoglobinei. Folosind testul ANOVA, am analizat datele referitoare la necesarul
transfuzional al pacientilor cu CR si am obtinut p = 0.0038. Astfel, exista diferente importante
intre pacientii decedati in cursul urmaririi si cei aflati in viata la sfarsitul acesteia, in ceea ce
priveste necesarul transfuzional in timpul internarii. Curbele de supravietuire Kaplan-Meier
(Figura 6) arata ca supravietuirea pacientilor care au fost transfuzati cu doua si trei unitati MER

este mai scazuta prin comparatie cu pacientii care au primit cel mult o unitate MER Tn timpul

internarii.
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Figura 6 - Curbele de supravietuire Kaplan-Meier in functie de numarul unitatilor MER
transfuzate
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Testul log-rank al curbelor de supravietuire arata ca exista diferente importante din punct
de vedere statistic (p = 0.0065) intre pacientii clasificati in functie de numarul unitatilor MER
transfuzate 1n timpul internarii.

Am analizat influenta pe care o are valoarea creatininei serice la internare asupra OS,

folosind o regresie Cox simpla, ce a aratat ca influenta este semnificativa statistic (p=0.0002,
coeficient 0.29, HR 1.34, IC95% 1.14-1.57). Analiza ROC a fost folosita pentru a determina

valoarea cut-off, conform Figurii 7.
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Figura 7 — Analiza ROC privind valoarea creatininei serice la internare vs deces

Valoarea cut-off calculatda conform metodei Youden a fost 1.58 mg/dl, returnénd o
specificitate de 0.88 si o sensibilitate de 0.43. Valoarea cut-off a impartit lotul analizat in doua
grupe, respectiv, 69 de pacienti cu valoarea creatininei la internare mai mica decat 1.58 mg/dI
si 22 de pacienti cu creatinina serica la internare mai mare sau egala cu valoarea cut-off. Analiza
Kaplan-Meier a aratat o supravietuire mai mare pentru pacientii aflati in grupul cu creatinina

serica mai mica decat 1.58 mg/dl, conform Figurii 8.
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Figura 8 - Analiza Kaplan-Meier a pacientilor cu valoarea creatininei la internare sub 1.58
mg/dl vs mai mare sau egala cu 1.58 mg/dl

Diferentele dintre cele doua grupuri de pacienti sunt cu semnificatie statistica la testul
curbelor de supravietuire log-rank (p = 0.0002). Astfel, pacientii cu creatinina serica peste 1.58
mg/dl au o mortalitate mai mare (72.27% vs 30.43%) si o medie restrictiva de supravietuire mai
mica (17.80 luni vs 29.30 luni), in comparatie cu restul pacientilor.

Analizénd valorile creatininei serice la internare si la externare si comparandu-le cu
ajutorul testului Student T in functie de evolutia pacientilor, am observat cd diferentele au fost
marginal nesemnificative statistic (p = 0.0534), privind relatia acestora cu statusul pacientilor
la sfarsitul perioadei de urmarire.

Influenta valorii Cyfra 21-1 serice masurate preoperator asupra OS a fost analizata

folosind o regresie Cox simpla, ce a aratat ca exista semnificatie statistica (p <0.0001, coeficient
0.03, HR 1.03, 1IC95% 1.01-1.04). De asemenea, analiza multifactoriald ANOVA a valorii Cyfra
21-1 preoperatorii in functie de evolutia pacientilor a aratat ca exista diferente cu semnificatie

statistica (p = 0.0004) intre cele trei clase de pacienti, conform Figurii 9.
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Figura 9 — Valorile Cyfra 21-1 preoperatorii in functie de evolutia pacientilor in timpul

urmaririi postoperatorii

Tn continuare, pentru a determina o valoare de cut-off, este folositd analiza ROC,

variabila de referinta fiind decesul, iar variabila de clasificare fiind valoarea Cyfra 21-1 serica

masurata preoperator (Figura 10).
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Figura 10 — Analiza ROC a valorii Cyfra 21-1 serice preoperatorii vs deces
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Folosind metoda Youden, valoarea de cut-off optima este 5.27 ng/ml, valoare careia fi
corespunde o sensibilitate de 0.48 si o specificitate de 0.92. In functie de valoarea Cyfra 21-1
serice preoperatorii, lotul de pacienti a fost impartit in doud categorii: grupul pacientilor cu
valori mai mici de 5.27 ng/ml si pacientii cu valori mai mari sau egale cu 5.27 ng/ml, aceste

doua categorii fiind folosite pentru analiza Kaplan-Meier (Figura 11).
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Figura 11 — Analiza Kaplan-Meier comparativa a supravietuirii pacientilor cu valori mai mici
de valoarea cut-off'si a pacientilor cu valori mai mari sau egale cu valoarea cut-0ff

22 dintre pacientii inclusi In cercetare au avut valoarea Cyfra 21-1 serica preoperatorie
mai mare sau egald cu 5.27 ng/ml. Din acest grup, 18 pacienti (81.81%) au decedat in cursul
urmaririi postoperatorii. Media restrictiva a supravietuirii pentru acest grup de pacienti a fost de
13.4 luni. In grupul pacientilor cu valoarea Cyfra 21-1 serici preoperatorie mai mica decat
valoarea cut-off, decesul s-a inregistrat pentru 19 pacienti dintre cei 69 care au fost inclusi in
grup (27.53%). Media restrictiva a supravietuirii pentru acesti pacienti a fost de 30.1 luni. Testul
log-rank al curbelor de supravietuire a returnat o valoare a p < 0.0001.

Am analizat, in continuare, posibilitatea ca valorile Cyfra 21-1 sa se coreleze cu alte

caracteristici ale pacientilor. Astfel, pentru a vedea daca exista diferente intre cele doua sexe se
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foloseste un test Wilcoxon Rank Sum bidirectional, pentru doua esantioane independente.
Mediana valorii Cyfra 21-1 pentru femeile incluse in cercetare a fost de 2.29 ng/ml, in timp ce,
pentru barbati, valoarea a fost de 2.84 ng/ml. Testul folosit ne-a aratat ca nu exista semnificatie
statistica intre valorile Cyfra 21-1 ale celor doua sexe (p = 0.2737, IC 95% intre -1.90 si 0.35)
Folosind testul Spearman Rho, am analizat capacitatea valorilor serice ale Cyfra 21-1
preoperatorii de a diferentia stadiile tumorale pT. Testul Spearman Rho a relevat ca datele
noastre au semnificatie statistica (p = 0.002). Astfel, valorea mediand a pacientilor cu rezultat
histopatologic de CUV-NMI a fost 1.78 ng/ml. Pentru pacientii clasificati pT2, mediana valorii
Cyfra 21-1 preoperator a fost 2.63 ng/ml, iar pentru pacientii din stadiul pT3, 3.03 ng/ml.
Pacientii stadializati pT4 au avut cea mai mare valoare mediana, respectiv 5.56 ng/ml, conform
Figurii 12.
30 -

N
ol
|

N
o
|

=
o
!

Cyfra 21-1 preoperator (ng/ml)
=
()]

(3]
|

5.56
—l 1.78 2.63 3.03
NMI T2 T3 T4

Stadializarea histo-patologica pT

Figura 12 — Variatia valorilor preoperatorii ale Cyfra 21-1 in functie de stadializarea pT
Analiza corelatiei dintre stadiul pN si valorile Cyfra 21-1 a inclus doar pacientii care au
avut limfodisectia ganglionilor loco-regionali efectuata la momentul CR, excluzandu-i, astfel,
pe cei 20 pacienti stadializati pNx. Testul Spearman Rho a ardtat ca exista semnificatie statistica
pentru distributia valorilor Cyfra 21-1 masurate preoperator si stadializarea pN (p = 0.0314).
Compararea valorilor masurate preoperator ale Cyfra 21-1 intre pacientii cu CUV LG si CUV
HG a ardtat o diferenta importanta din punct de vedere statistic (p = 0.0351). Nu au fost

inregistrate diferente semnificative ale valorilor Cyfra 21-1 intre pacientii cu LVI si cei fara

24



LVI (p = 0.6419) si intre pacientii cu PNI si cei fara PNI pe piesa de CR (p = 0.2124). Pacientii
care au fost diagnosticati 1n stadii metastatice preoperator, nu au avut valorile serice ale Cyfra

21-1 masurate preoperator semnificativ diferite fata de cele ale pacientilor non-metastatici (p =
0.2829).
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Figura 13 — Determinarile la 3 luni postoperatoriu ale Cyfra 21-1 in functie de evolutia
pacientilor

Prima determinare a nivelului seric postoperatoriu al Cyfra 21-1 a fost facuta la 3 luni
de la CR. Analiza de variatie multifactoriala ANOVA a gasit diferente cu semnificatie statistica
(p = 0.0415) intre valorile Cyfra 21-1 masurate la 3 luni postoperatoriu si statusul pacientilor la
sfarsitul perioadei de urmarire postoperatorii, conform Figurii 13.

Cea de-a doua determinare postoperatorie a valorii Cyfra 21-1 a fost facuta la 6 luni de
la CR. Analiza ANOVA a aratat ca exista diferente semnificative din punct de vedere statistic
(p = 0.0078) intre valorile Cyfra 21-1 in functie de evolutia postoperatorie a pacientilor in

perioada de urmarire, conform Figurii 14.
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Figura 14 — Valorile Cyfra 21-1 mdasurate la 6 luni postoperatoriu in functie de evolutia
pacientilor in perioada de urmarire

In mod asemanitor analizelor precedente, testul ANOVA aplicat determinirilor la 12
luni postoperatoriu a aratat ca exista diferente statistice intre cele 3 categorii de pacienti (p =
0.0105), insd nu au existat diferente semnificative in cazul determindrilor efectuate la 18 luni
dupa CR (p = 0.1409). Regresia logistica arata ca valorile Cyfra 21-1 masurate preoperator, la
3 luni si 6 luni postoperatoriu sunt capabile sa prezica evolutia pacientilor (Tabelul 4).
Tabelul 4 — Regresia logistica: supravietuirea (Deces DA = 1; Deces NU = 0) in functie de

valorile Cyfra 21-1 si momentul determinarii acestui parametru

Momentul determinarii Cyfra 21-1 N OR IC 95% p
Preoperator 91 1.29 1.09-1.29 0.003
Postoperatoriu la 3 luni 59 1.61 1.14-1.61 0.007
Postoperatoriu la 6 luni 44 2.30 1.10-2.30 0.028
Postoperatoriu la 12 luni 22 2.05 0.69-2.05 0.198
Postoperatoriu la 18 luni 14 3.90 0.66—-3.90 0.133
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Tn design-ul studiului, valorile Cyfra 21-1 urmau si fie masurate la 3, 6, 12 si 18 luni
postoperatoriu, pentru a vedea evolutia acestora. Din cauza faptului ca o parte dintre pacienti
nu au fost complianti la masurarea valorilor Cyfra 21-1 postoperatorii (numarul celor pierduti a
fost direct proportional cu perioada scursa de la interventia chirurgicald) precum si din cauza
decesului unora dintre pacienti, am reusit s adunam date suficiente doar pentru un singur
moment, precoce, la 3 luni postoperatoriu. Astfel, comparatia s-a facut pe un numar de 59 de
pacienti, pentru care au fost disponibile ambele valori ale Cyfra (preoperatorie si
postoperatorie). Deoarece numarul de pacienti a fost suficient de mare, teorema limitei centrale
poate fi aplicata si se pot folosi testele parametrice, indiferent de apropierea / departarea de
distributia gaussiana a distributiilor empirice ale celor doua variabile. Testul folosit, "Paired —
T test two-sided " — "Test T bidirectional pentru esantioane perechi” a aratat ca nu exista
diferente semnificative statistic (p = 0.6971, medie diferente 0.58 ng/ml, 1C95% -2.41 — 3.58
ng/ml) intre valorile preoperatorii ale Cyfra 21-1 (media valorilor fiind 5.55 ng/ml) si valorile
masurate la 3 luni postoperatorii ale Cyfra 21-1 (media valorilor fiind 4.97 ng/ml).

Totusi, la 19 dintre cei 59 pacienti analizati (32.2%), valoarea sericd a Cyfra 21-1
masuratd la 3 luni de la CR, a crescut. Dintre cei 19 pacienti la care valoarea Cyfra 21-1 a
crescut, 10 bolnavi au decedat in cursul urmaririi postoperatorii. Diferenta intre valoarea Cyfra
masuratd postoperatoriu la 3 luni si valoarea preoperatorie a acestor pacienti a fost in medie de
10.7 ng/ml, semnificativ mai mare (p < 0.0001) decat cea a celor 9 pacienti aflati in viata la
sfarsitul follow-up-ului la care Cyfra 21-1 a crescut postoperator (crestere medie cu 0.73 ng/ml
a valorii Cyfra 21-1).

O alternativa la analiza de supravietuire de tip Kaplan-Meier este regresia Cox, care,
spre deosebire de analiza Kaplan-Meier ce ne furnizeaza informatii ca mediana supravietuirii
sau media supravietuirii, ne permite sa estimam ratele de hazard (HR = hazard ratio) asociate
cu diversi predictori. Rata de hazard este definita ca numarul de evenimente (decese) pe unitatea
de timp, Tmpartita la numarul de pacienti la risc (rata de hazard instantanee este limita acestui
raport). Am folosit in studiu o regresie Cox simpla, folosind predictorii cu semnificatie statistica

la analiza de supravietuire Kaplan-Meier, conform Tabelului 5.
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Tabelul 5 — Analiza Cox a factorilor ce influenteaza supravietuirea, cu semnificatie statistica

la analiza Kaplan-Meier

Predictor Valoare p HR IC 95%
Sexul Masculin 0.0239 5.17 1.24 -21.52
Scorul CCI>1 0.0454 1.34 1.01-2.13
Expunerea la factori de risc ocupationali = 0.0433 2.66 1.03-7.11
Stadiul clinic T>cT3 0.0427 341 1.05-19.03
Stadiul clinic N > cN2 0.0255 2.15 1.10-8.43
Stadiul patologic T >pT3 0.0008 5.30 2.06 — 14.77
Stadiul patologic N > pN2 0.0013 3.13 1.62-9.12
Stadiul Metastatic Preoperator 0.0019 3.19 1.55-7.05
Diferentierea Sincitiotrofoblastica 0.0001 6.76 2.52-18.13
Cyfra 21-1 Preoperator <0.0001 1.03 1.01-1.04
Hemoglobina preoperatorie 0.0005 0.78 0.68 —0.90
Creatinina serica preoperatorie 0.0002 1.34 1.14 - 1.57
Transfuzia de MER > 1 unitate 0.0155 5.91 1.42 -16.58

Regresia Cox a identificat 13 factori de risc asociati decesului pacientilor inclusi in

studiu. Sexul masculin, stadiul patologic > pT3, diferentierea sincitiotrofoblastica si transfuzia

a cel putin o unitate MER sunt predictorii ce cresc cu cel putin 5 ori riscul de deces.

Tn continuare, a fost utilizata o regresie Cox multivariata folosind urmatorii parametri:

Hemoglobina la internare, diferentierea sincitiotrofoblastica a tumorii, valoare serica a Cyfra

21-1 preoperatorie si prezenta determinarilor secundare la evaluarea preoperatorie (Tabelul 6).

Tabel 6 — Identificarea factorilor de risc independenti asociati cu decesul pacientilor, conform

regresiei Cox multivariate

Predictor Valoare p HR IC 95%
Hemoglobina la Internare 0.0029 0.77 0.67 -0.92
Diferentierea Sincitiotrofoblastica 0.0002 7.12 2.46 —20.58
Cyfra 21-1 Preoperator 0.0008 1.02 1.01-1.04
Stadiul Metastatic Preoperator 0.0200 2.66 1.16 - 6.09
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Toti parametrii analizati au fost asociati cu prognosticul rezervat al pacientilor, acestia
fiind factori independenti de prognostic pentru deces. Valorile hemoglobinei la internare si a
Cyfra 21-1 masurate preoperator au fost factori importanti de prognostic in lotul analizat. De
asemenea, prezenta determindrilor secundare si, mai ales, a diferentierii sincitiotrofoblastice pe
piesa de CR au crescut HR de 2.66 ori (p = 0.02), respectiv de 7.12 ori (p = 0.0002).

Pentru a verifica daca stadiul metastatic si valorile Cyfra 21-1 raman un predictor
important in timp, se analizeaza un model Nelson-Aalen (care, spre deosebire de modelul Cox,
este aditiv si permite variatii ale coficientului). Modelul Nelson-Aalen calculeaza coeficienti si
pantele functiilor cumulative de hazard, conform Tabelului 7.

Tabelul 7 — Parametrii analizati in modelul Nelson-Aalen si semnificatia lor statisticd

Factor de Hazard Panta Coeficient Valoare p
Cyfra Preoperator  0.004 0.0009 0.0399
Stadiul M1 vs M0 0.08 0.02 0.0311

Se observa ca si in modelul Nelson-Aalen semnificatia factorilor de hazard este pastrata

(p < 0.05), iar evolutia in timp a functiilor de hazard pentru predictori este redata in Figura 15.
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Figura 15 — Analiza Nelson-Aalen a factorilor cumulativi de hazard

Graficul ne arata cd valoarea Cyfra 21-1 are o influentd scazutd in primele luni
postoperatorii, apoi urmeaza o crestere cu o pantd mica pana la aproximativ 15 luni, dupa care
observam o crestere abrupta, factorul de hazard fiind important in perioada tardiva a evolutiei
bolii neoplazice. Prezenta determindrilor secundare este asociatd cu o functie cumulativa a

hazardului cu o pantad abrupta in primele 6 luni, dupa care evolutia este "in dinti de ferastrau"
b H b1 9
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functia cumulativd a hazardului fiind relativ constantd. Nu este de interes evolutia In cazul
interceptului, acesta reprezentdnd evolutia constantei din modelul aditiv, care nu are vreo
utilitate clinica.

Discutii

Managementul pacientilor cu CUV si indicatie de CR este unul complicat, date fiind
amploarea interventiei chirurgicale, ratele crescute de incidente intra-operatorii si complicatii
postoperatorii, dar si afectarea calitatii vietii pacientilor. Identificarea unor parametri care pot
prezice evolutia postoperatorie a pacientilor si, implicit, prognosticul acestora, este foarte utila
in stabilirea indicatiilor de tratament care sa fie in beneficiul pacientului.

In ceea ce priveste datele demografice ale pacientilor inclusi in studiu, varsta medie a
acestora a fost asemanatoare cu datele publicate in literatura de specialitate [15], Tn timp ce
raportul pe sexe s-a incadrat in limitele ratelor de incidenta si prevalenta in functie de sex ale
CUV [16]. Tn analiza lotului studiat, varsta a fost un factor de risc pentru deces prin alte cauze
decat cele oncologice, in timp ce supravietuirea pacientilor de sex masculin a fost mult mai mica
decat cea a femeilor incluse in studiu. In mod contrar, datele din literaturd sustin ca
supravietuirea femeilor cu CUV este mai micad prin comparatie cu cea a barbatilor, in ciuda
faptului ca incidenta la sexul feminin este de 4-5 ori mai scazuta [17,18].

Un procent crescut de pacienti (14.3%) a avut determinari secundare identificate
imagistic Tnainte de efectuarea CR. O mare parte dintre pacientii metastatici au avut nevoie de
CR din cauza anemiei secundare hematuriei sau din cauza sindromului vezical accentuat dat de
tumora locald. In tirile cu sisteme dezvoltate de sanitate, acesti pacienti beneficiaza de
tratamentul paliativ, chimioterapic, radioterapeutic si imunomodulator. In tara noastra, insa,
accesibilitatea acestor tipuri de tratament pentru pacienti este scazutd, iar bolnavii nu pot
beneficia imediat de tratament in vederea ameliorarii simptomatologiei si a cresterii calitatii
vietii.

Rezultatul histo-patologic a clasificat un sfert dintre pacienti in stadiul pT4 si mai mult
de o treime, in stadiul pT3. Acest lucru este cauzat de intarzierea cu care medicii urologi
indruma pacientii cdtre clinicile tertiare de chirurgie urologica, cu o vastd experientd in CR, dar
si de complianta scazutd a unora dintre bolnavi. Majoritatea pacientilor nu a prezentat ganglioni
pozitivi la limfodisectia ilio-obturatorie, desi stadializarea preoperatorie imagistica a indicat

prezenta adenopatiilor loco-regionale pentru 68.1% dintre pacienti. Analiza Kaplan-Meier in
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functie de stadializarea pN a aratat ca supravietuirea cea mai scazuta este inregistratd de catre
pacientii la care nu s-a practicat evidare ganglionara, curba pacientilor pNx fiind aseménatoare
pacientilor stadializati pN2. Acest lucru sustine lipsa unui beneficiu semnificativ obtinut in
urma exciziei adenopatiilor multiple decelate intraoperator la pacientii paliativi fatd de pacientii
clasificati pN2. Important de mentionat este cd, spre deosebire de datele din literatura, in cadrul
acestei cercetari, supravietuirea pacientilor stadializati pN3 a fost superioara celor stadializati
pN2, din cauza faptului cd doar patru dintre pacientii inclusi prospectiv in studiu au fost
clasificati pN3 si, astfel, designul cercetarii a fost unul dezechilibrat.

Descoperirea incidentald a unui focar de adenocarcinom prostatic pe piesa de CR a fost
raportatd la 13.2% dintre pacienti, ceea ce se incadreaza in limitele cuprinse intre 7% si 24%
descrise in literatura de specialitate [19]. Prognosticul pacientilor cu CUV si focar de
adenocarcinom prostatic nu a fost influentat de catre prezenta neoplasmului prostatic, acesta
fiind nesemnificativ din punct de vedere clinic.

Prezenta unor tipuri de diferentiere tumorald a CUV care sunt asociate cu prognosticul
rezervat, a fost mai crescutd prin comparatie cu datele din literaturd. Remarcam atat prezenta
diferentierii sincitiotrofoblastice la 5.5% dintre pacienti, cat si a CUV cu arii de carcinom cu
celule 1n cuiburi (,,nested”) la 2.2% dintre bolnavii inclusi 1n studiu. De asemenea, procente mai
mari decat cele raportate 1n literatura au fost inregistrate pentru CUV cu arii de comedocarcinom
(6.6%), CUV cu diferentiere sarcomatoida (1.1%) s1 CUV cu diferentiere plasmocitoida (1.1%)
[20]. Diferentierea sincitiotrofoblastica a CUV s-a dovedit a fi un factor independent de
prognostic pentru supravietuire, analiza multivariatd returnand o valoare p = 0.0002. Doua
dintre caracteristicile tumorale ce sunt asociate cu prognosticul rezervat, LVI si PNI, au fost
intalnite la 61.5% si, respectiv, 42.9% dintre pacienti, procente semnificativ mai mari decat cele
intalnite in datele din literatura [21]. Tn concluzie, parametrii histo-patologici care se asociaza
cu un prognostic rezervat al pacientilor s-au intalnit intr-un procent crescut in lotul studiat.

Rata de supravietuire a pacientilor in timpul perioadei de urmarire este mai mica decat
media raportata in literatura [12—14], iar perioada de urmarire a pacientilor a fost una relativ
scazuta, cu o medie de 26.5 luni de urmarire postoperatorie. Unul dintre motivele pentru care
pacientii au avut rate de supravietuire mai mici, este procentul crescut de factori de prognostic

nefavorabil intalnit in lotul de pacienti analizat.

31



Evaluarea preoperatorie si postoperatorie a parametrilor bio-chimici a aratat ca acestia
sunt factori de prognostic pentru pacientii din lotul analizat. Valorea preoperatorie a
hemoglobinei a fost studiatd in mai multe articole, autorii stabilind cd acesta are un rol
prognostic important [22]. Cu toate acestea, valorea cut-off a hemoglobinei preoperatorii este
diferita in studiile din literatura de specialitate. Majoritatea autorilor au folosit valoarea minima
normald a celei stabilite de laborator in functie de reactivii folositi, ceea ce ar putea crea
diferente importante intre pacienti. In cadrul analizei noastre, am ales analiza ROC si metoda
Youden de stabilire a valorii cut-off optimale pentru a imparti lotul de pacienti in doua grupe —
pacientii cu Hb mai mica decat valorea cut-off si pacientii cu Hb mai mare sau egala cu valoarea
cut-off. Astfel, curbele Kaplan-Meier au aratat ca exista o diferenta importanta de supravietuire
intre cele doua grupuri de pacienti, valoarea Hb la internare de cel putin 13.15 g/dl fiind un
factor ce se coreleazd pozitiv cu cresterea ratei de supravietuire. Diferentele intre valorile
hemoglobinei la internare si la externare se coreleaza cu evolutia postoperatorie a pacientilor cu
CR, astfel incat, pacientii decedati prin cauze oncologice in timpul urmaririi postoperatorii au
valori semnificativ mai mici decat restul pacientilor (p < 0.0001). Conform analizei
multivariate, valoarea hemoglobinei la internare este un factor de prognostic independent pentru
evolutia postoperatorie a pacientilor cu CR, inclusi in studiu.

Transfuziile efectuate in timpul internarii au fost un factor de prognostic nefavorabil
pentru evolutia pacientilor cu CR, asa cum aratd si literatura de specialitate [23]. Numarul
unitdtilor MER transfuzate a fost, de asemenea, un important predictor pentru evolutia
pacientilor dupa CR. Astfel, pacientii cu o unitate MER administrata in cursul internarii au avut
un prognostic nefavorabil fatd de cei care nu au fost transfuzati, In timp ce pacientii care au avut
nevoie de doud sau trei unitati MER au avut cea mai scazutd supravietuire din intreg lotul de
pacienti.

Datele din literatura arata cd valoarea preoperatorie crescutd a creatininei serice si
prezenta unei patologii cronice renale au rol predictiv pentru evolutia oncologica nefavorabild
a pacientilor dupa CR [24]. In mod similar, am folosit analiza ROC si metoda Youden pentru a
stabili valoarea cut-off care ne-a permis impartirea pacientilor in doua grupe. Astfel, am aratat
ca exista diferente semnificative statistic ale supravietuirii pacientilor cu valori mai mari sau
egale cu 1.58 mg/dl ale creatininei serice la internare si pacientii cu creatinina serica mai mica

de 1.58 mg/dl (p = 0.0002).
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Cyfra 21-1 a fost studiat ca potential biomarker seric in numeroase tipuri de neoplasme
— pulmonar, colo-rectal, oro-faringian, gastric, mamar etc. In ceea ce priveste studiile la
pacientii cu CUV, el a fost evaluat, Tn principal, ca marker diagnostic, fiind dozat atat in ser cat
si in urina. Studiile publicate pana acum pun in lumina date contradictorii cu privire la
capacitatea acestui biomarker de a fi utilizat in diagnosticul tumorilor vezicale. Evaluarea Cyfra
21-1 seric, ca potential marker de prognostic la pacientii cu CR pentru CUV, este unul dintre
elementele noi aduse de catre studiul nostru, ce nu se regasesc in literatura de specialitate.
Rezultatele noastre sustin capacitatea acestui biomarker de a prezice evolutia postoperatorie a
pacientilor cu CUV tratati prin CR. Valoarea cut-off a Cyfra 21-1 serice masurate preoperator
de 5.27 ng/ml a impartit pacientii In doud clase cu rate de supravietuire diferite si curbe Kaplan-
Meier diferite din punct de vedere statistic (p < 0.0001). Valoarea medie preoperatorie a Cyfra
21-1 seric a fost mai mare decét valorile publicate in literatura de specialitate, din cauza
criteriilor de includere diferite pe care le-a avut acest studiu (pacienti cu CUV si indicatie de
CR). Analiza noastrd a evidentiat ca exista corelatii importante intre valorile serice masurate
preoperator ale Cyfra 21-1 si stadializarea pT (p = 0.002), stadializarea pN (p = 0.0314) sau
gradul de diferentiere tumorala (p = 0.0351). In cursul urmaririi postoperatorii, o parte dintre
pacienti nu a fost compliantd la monitorizarea valorilor serice ale Cyfra 21-1, astfel incét,
numadrul de determindri efectuate postoperatoriu a scdzut atit din cauza acestor pacienti, cat si
din cauza pacientilor decedati. Cu toate acestea, regresia logistica a aratat cad valorile masurate
preoperator si postoperatoriu la 3 si la 6 luni de la CR, au rolul de a prezice supravietuirea
pacientilor inclusi in studiu. Totodata, cresterea semnificativa a valorilor masurate la 3 luni
postoperatoriu ale Cyfra 21-1, fata de valorile preoperatorii, au fost asociate cu supravietuirea
scazutd si prognosticul rezervat. Analiza multivariatd a aratat ca valoarea sericd preoperatorie a
Cyfra 21-1 este un factor independent de prognostic pentru pacientii cu CR.

Analiza univariatd a identificat 13 factori de risc ce s-au asociat cu decesul pacientilor
si prognosticul nefavorabil, in timp ce analiza multivariatd a confirmat impactul a patru dintre
acestia asupra supravietuirii pacientilor inclusi in studiu. De asemenea, modelul Nelson-Aalen
a aratat ca factorii de risc analizati isi mentin influenta in timp.

Rezultatele obtinute in aceasta analiza au rolul de a propune un panel nou de factori de
risc asociati cu decesul pacientilor cu CUV tratati prin CR. Punctul forte al analizei noastre il

reprezintd includerea Cyfra 21-1 serice printre cei mai importanti biomarkeri cu rol in stabilirea
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prognosticului pacientilor cu CUV. Cu toate acestea, rezultatele trebuie interpretate in contextul
unui numar relativ mic de pacienti analizati si a unui procent crescut de pacienti aflati in stadii
avansate ale bolii sau cu tumori ce prezinta caracteristici ce influenteaza negativ evolutia

postoperatorie.

STUDIUL NR 2 — ANALIZA PROFILULUI MICRO-ARN LA
PACIENTII CU CISTECTOMIE RADICALA PENTRU CARCINOM
UROTELIAL VEZICAL

Analiza genetica si moleculara a diferitelor tipuri tumorale care afecteaza diferite organe
este o preocupare permanentd 1n randul cercetatorilor cu activitate in cadrul biologiei
moleculare. In ciuda faptului cd au fost publicate numeroase studii in ultima decadi, ce au avut
ca scop identificarea caracteristicilor moleculare si genetice ale CUV, mecanismul de aparitie
si de progresie neoplazica nu este complet elucidat. Scopul cel mai important, ce speram ca va
fi atins ntr-un viitor nu foarte indepartat, este reprezentat de abordarea multimodala,
particularizata fiecarui tip tumoral in functic de caracteristicile sale biomoleculare.
Descoperirea unor markeri biomoleculari cu rol n stabilirea diagnosticului sau prognosticului
pacientilor cu CUV este un pas important catre stabilirea de noi tinte terapeutice si dezvoltarea
unor tipuri de tratament personalizate fiecarui pacient. Interesul crescut din ultimii ani pentru
descoperirea unor biomarkeri cu rol diagnostic sau prognostic in tumorile vezicale, a dus la
publicarea multor studii in literatura de specialitate care au analizat structura genomica a CUV.

Pana in prezent, au fost descoperite peste 1900 specii diferite de micro-ARN uman si
sunt in continuare studiate pentru a intelege mai bine mecanismele lor de actiune si rolul lor in
diferite procese celulare. Relatia dintre speciile de micro-ARN si mecanismele de geneza
tumorala, proliferare celulard, angiogeneza tumorala si metastazare ale CUV au fost studiate in
numeroase articole publicate in ultimii 10 ani. Cercetarile initiale legate de actiunea speciilor
micro-ARN asupra CUV sunt, in mare parte, promitatoare si rezultatele publicate in literatura
de specialitate au constituit motivatia ce a stat la baza efectudrii acest studiu. Majoritatea
articolelor publicate in literatura de specialitate analizeaza influenta pe care o au una sau doud
specii de micro-ARN asupra CUV. In cadrul acestei lucriri de doctorat, am ales sa studiem

expresia unui panel complex de specii micro-ARN format atat din specii care au mai fost
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analizate pana acum, cat si specii de micro-ARN care au fost insuficient analizate. Astfel, am
selectat 7 specii diferite de micro-ARN: miR-124, miR-126, miR-139, miR-145-3p, miR-145-
5p, miR-152 si miR-182.

Scopul principal al acestui studiu a fost evaluarea profilului micro-ARN al pacientilor
inclusi in studiu pentru a evidentia diferente intre expresia speciilor de micro-ARN la nivel
tumoral, prin comparatie cu tesutul normal si stabilirea influentei expresiei micro-ARN asupra
supravietuirii pacientilor. Scopul secundar a fost reprezentat de corelarea expresiei speciilor de
micro-ARN cu parametrii cu rol predictiv ai lotului de pacienti inclusi in studiu.

Rezultate si Discutii

Expresia miR-124 normalizata cu ajutorul controlului endogen prin metoda Livak ne

2°2ACT este mai mica decat 1 pentru 71 dintre

arata ca valoarea FC, calculata conform formulei
pacienti, iar restul de 20 pacienti au avut valoarea FC mai mare ca 1. MiR-126 a fost
subexprimat la nivel tumoral pentru toti pacientii, cu exceptia unui singur pacient care a avut o
valoare FC mai mare decét 1. Expresia miR-139 normalizata cu ajutorul controlului endogen
prin metoda Livak ne aratd cd valoarea FC este mai mare decat 1 doar in cazul a trei dintre
pacienti, restul avand subexpresia tumorala a miR-139 (FC mai mica decat 1). Majoritatea
pacientilor a avut subexpresia tumorald a miR-145-3p, doar 10 pacienti avand expresia ajustata
conform metodei Livak mai mare decat 1.

Expresia miR-145-5p normalizata cu ajutorul controlului endogen prin metoda Livak ne
aratd ca valoarea FC, calculatd conform formulei 22T, este mai mare decat 1 doar in cazul a
doi dintre pacientii inclusi in studiu, restul avand subexpresia tumorala a miR-145-3p (FC mai
micd decat 1). Toti pacientii analizati au avut subexpresia tumorald a miR-152 cu exceptia unui
singur pacient, care a avut o valoare a FC mai mare decéat 1. Expresia ajustata a miR-182 ne
aratd cd valoarea FC este mai micd deciat 1 doar in cazul a opt pacienti, restul avand
supraexpresia tumorala a miR-182 (FC mai mare decat 1).

Analiza profilului micro-ARN ne sugereaza ca miR-182 poate avea un rol oncogenic in
CUV, asa cum sustin si studiile recente din literaturd, in timp ce restul speciilor micro-ARN
analizate pot avea un rol supresor tumoral. Niciunul dintre parametrii profilului micro-ARN nu
s-a corelat cu supravietuirea pacientilor inclusi in studiu.

Corelatiile dintre factorii de risc asociati aparitiei CUV si expresia speciilor micro-ARN

sunt reprezentate n Tabelul 8. Am folosit valorile FC, ale expresiei ajustate, normalizate a
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profilului micro-ARN pentru a evalua relatia acestora cu factorii de risc identificati pentru
fiecare pacient inclus n studiu.
Tabel 8 — Corelatiile dintre expresia ajustata a speciilor micro-ARN si factorii de risc

identificati pentru aparitia CUV

Infectii de tract Factori de risc Factori de risc
Micro-ARN Fumat urinar genetici ocupationali
r p r p r p r p
miR-124 -0.194 0.0653  -0.049 0.6387  0.006  0.9528 0.069 0.5150
miR-126 0.052 0.6211 0.071 0.4984  0.062 0.5542  -0.065 0.5358
miR-139 0.018 0.8604  -0.123 0.2437 0.015 0.8825  -0.096 0.3649

miR-145-3p -0.056  0.5917 0.006  0.9492 -0.013 0.9000 -0.1753 0.0964

miR-145-5p 0.034 0.7439 0.050 0.6330 -0.056 0.5946  -0.177 0.0932

miR-152 -0.093  0.3809 -0.096 0.3634  0.163 0.1220 -0.037 0.7270

miR-182 0.159 0.1314 -0.029  0.7807 0.072 0.4947 0.104  0.3265

Niciuna dintre expresiile speciilor micro-ARN nu s-a corelat semnificativ (p<0.05) cu
prezenta unui factor de risc identificat la pacientii inclusi in studiu. Cu toate acestea, rezultate
marginal nesemnificative (p cuprins intre 0.05 si 0.10), corelatii negative si indici care arata
prezenta unei corelatii slabe s-au obtinut in cazul relatiei dintre fumat si miR-124 si dintre
factorii de risc ocupationali si miR-145-3p si miR-145-5p. Avand in vedere ca fumatul este
principalul factor de risc pentru aparitia CUV si ca miR-124 este una dintre speciile de micro-
ARN implicate in carcinogeneza CUV, miR-124 ar putea constitui unul dintre mecanismele
biomoleculare de aparitie si dezvoltare ale CUV la pacientii fumatori. Cu toate ca rezultatele
noastre sunt marginale, corelatia intre subexpresia miR-124 si fumat ar putea constitui un punct
de plecare pentru studiile viitoare, care sa analizeze mecanismul de actiune dat de subexpresia
mMiR-124 la pacientii fumatori. Mecanismul de aparitie a CUV in urma expunerii la factorii de
risc ocupationali ar putea fi explicat prin actiunea biomoleculara data de expresiile scazute ale
miR-145-3p si miR-145-5p. Speciile micro-ARN analizate nu se coreleaza cu prezenta
factorilor de risc genetici ce i-am putut identifica in populatia studiata si nici cu istoricul de
infectii de tract urinar.

Am analizat, in continuare, relatiile dintre parametrii care s-au dovedit a fi predictivi

pentru supravietuire in cadrul primului studiu al tezei si valorile ajustate ale expresiei speciilor
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de micro-ARN selectionate in studiu. Valorile preoperatorii ale hemoglobinei, creatininei
serice, ale Cyfra 21-1 serice, precum si numarul unitatilor MER transfuzate au fost incluse in
analiza, iar rezultatele statistice sunt prezentate in Tabelul 9.

Tabelul 9 — Corelatiile dintre factorii predictivi pentru supravietuire si valoarea ajustatd a

expresiei speciilor de micro-ARN studiate

Hemoglobina Creatinina serica Cyfra 21-1 seric | Numarul unitatilor
Micro-ARN preoperatorie preoperatorie preoperator MER transfuzate
r p r p r p r p

miR-124 -0.004 0.9626 -0.181 0.0935 0.076 0.4729 0.017 = 0.8699
miR-126 -0.113  0.2833 -0.119 0.2591 0.031 0.7700 0.029 0.7808
miR-139 -0.075  0.4781 -0.152 0.1497 -0.088 0.4052 0.045  0.6709
miR-145-3p 0.005 0.9588 -0.233 0.0259 0.149 0.1571 -0.012  0.9099
miR-145-5p -0.004 0.9684 -0.147  0.1615 0.127 0.2301 -0.024  0.8150
miR-152 -0.209 0.0461 -0.197  0.0609 0.042 0.6912 0.115 0.2773
miR-182 0.153  0.1464 0.074  0.4809 0.306 0.0030 -0.046  0.6645

Analiza arata o corelatie statisticd importanta (p < 0.0461), negativa, cu indice care arata
o relatie slaba (-0.209) intre expresia miR-152 si valoarea preoperatoriec a hemoglobinei. Dat
fiind faptul ca subexpresia miR-152 are rol in aparitia si dezvoltarea CUV, normalizarea
expresiei ajustate a miR-152 si cresterea valorii FC spre 1 ar putea declansa un mecanism de
angiogeneza si, consecutiv, o vascularizatie mai buna a tumorii care sd conduca la sanse mai
mari de aparitie a hematuriei cu anemie secundara. Rezultatele noastre ar putea constitui un pas
important Tn elucidarea efectului pe care il are miR-152 asupra mecanismului biomolecular de
aparitie a vaselor de neoformatie la nivelul CUV.

Creatinina sericd preoperatorie s-a asociat expresiei miR-145-3p, analiza statistica
demonstrand o corelatie negativda importanta (p = 0.0259), cu indice scazut (-0.233). Corelatii
la limita semnificatiei statistice au fost obtinute si intre valorile creatininei serice si expresiile
ajustate ale miR-124 (p = 0.0935) si ale miR-152 (p = 0.0609). Valorile crescute ale creatininei
ar putea accentua subexpresiile miR-124, miR-145-3p si miR-152 si ar putea avea un rol
oncogenic suplimentar pentru CUV.

Valorea Cyfra 21-1 preoperatorie a fost puternic corelatd (p = 0.0030) cu expresia

normalizatd a miR-182, aceasta relatie fiind pozitiva, cu indice de valoare medie (0.306).
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Supraexpresia miR-182 la nivel tumoral ar putea stimula procesul de liza celulara ce duce la
cresterea valorilor serice ale Cyfra 21-1. Numarul de unitati MER administrate nu s-a corelat
cu niciuna dintre speciile micro-ARN.

Relatia dintre stadializarea TNM si expresia normalizata a profilului micro-ARN a fost
evaluata, conform Tabelului 10. Corelatia dintre stadializarea pN si expresia ajustata a profilului
micro-ARN a fost facuta excluzdnd pacientii la care nu s-a practicat limfodisectie ilio-
obturatorie. Astfel, analiza statistica a inclus doar 71 dintre pacientii studiati in cercetare.

Tabelul 10 — Corelatiile dintre stadializarea TNM si profilul microARN studiat

ORI — Stadiul pT Stadiul pN Stadiul M
r p r p r p
miR-124 -0.190 0.0705 -0.040 0.7405 0.052 0.6204
miR-126 0.048 0.6478 0.251 0.0346 -0.026 0.8045
miR-139 -0.026 0.8007 0.178 0.1366 0.147 0.1642
miR-145-3p -0.045 0.6678 0.179 0.1337 0.010 0.9193
miR-145-5p -0.020 0.8459 0.215 0.0709 0.023 0.8220
miR-152 0.079 0.4519 0.313 0.0078 -0.005 0.9551
miR-182 0.041 0.6981 0.056 0.6424 0.104 0.3265

In ceea ce priveste stadializarea pT si relatia acesteia cu expresiile micro-ARN, analiza
a ardtat cd existd o corelatie marginal nesemnificativa (p = 0.0705), negativa, cu indice cu
valoare slaba (-0.190) intre expresia ajustatd a miR-124 si stadiul invaziei tumorale pT.
Rezultatul obtinut ne sugereaza faptul cd cu cat expresia miR-124 este mai mica, cu atat stadiul
pT 1n care este surprins pacientul la momentul CR este mai avansat si poate constitui punctul
de plecare pentru un nou studiu care sa-si propuna validarea expresiei miR-124 ca marker de
prognostic pentru pacientii cu CUV.

Stadiul metastatic al pacientilor, evaluat imagistic preoperator, nu a fost corelat cu
niciuna dintre expresiile speciilor de micro-ARN analizate. Cele mai importante rezultate au
fost obtinute coreland stadializarea pN si profilul micro-ARN. In acest fel, am obtinut rezultate
semnificative din punct de vedere statistic pentru miR-126 (p = 0.0346), expresia ajustata a
acestuia corelandu-se pozitiv, cu indice slab (0.251) cu prezenta adenopatiilor la pacientii cu
CUV. MiR-152 a fost puternic corelat pozitiv (0.313) cu stadializarea pN a pacientilor inclusi

in studiu, analiza ardtdnd o puternica corelatie statistica (p = 0.0078). O corelatie pozitiva,
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marginal nesemnificativa (p = 0.0709) si cu indice slab (0.215) a fost obtinuta in aceasta analiza
si pentru miR-145-5p. Desi subexpresiile miR-126, miR-145-5p si miR-152 au rol in
oncogeneza CUV, valorile relativ crescute ale expresiei acestor specii micro-ARN ar putea
determina aparitia ganglionilor loco-regionali pozitivi. Rezultatele noastre ar putea constitui un
prim pas in elucidarea mecanismului prin care celulele tumorale migreaza de la nivelul tumorii
primare vezicale, la nivelul ganglionilor loco-regionali.

Corelatiile dintre expresia ajustatd a micro-ARN-urilor studiate si cele mai frecvente
tipuri de diferentiere tumorald, respectiv tipurile de diferentiere tumorald care au fost rar
intalnite la pacientii pe care i-am inclus in cercetare au fost analizate conform Tabelului 11 si
Tabelului 12.

Tabel 11 — Corelatiile dintre profilul micro-ARN si tipurile de diferentiere tumorala cele mai

des intdlnite la pacientii analizati

' _ ) Comedo- Sincitio-
) Conventional Scuamos Micropapilar )
Micro-ARN carcinom trofoblast
r p r p r p r p r p
miR-124 0.065 0.5382 -0.045 06714 -0.001 0.9907 0.148 0.1605 @ -0.075 0.4782
miR-126 -0.145 0.1693 = 0.056 = 0.5977 0.022 0.8341 & 0.035 07390 0.012  0.9037
miR-139 -0.104 0.3223 0019 @ 08523  0.032 07622 -0.050 0.6340 = 0.060  0.5683

miR-145-3p 0070 05039 -0.041 0.6981 @ 0.034 07445 -0.047 0.6568 -0.034 0.7427

miR-145-5p 0.065 | 0.5382 | -0.098 @ 0.3509 : 0.048 @ 0.6498  -0.040 . 0.7033 . -0.001 : 0.9862

miR-152 0.066 : 0.5329 | 0.139 = 0.1870 : -0.091 @ 0.3883 = 0.003 : 0.9746 = 0.007 : 0.9449

miR-182 0.016 | 0.8778 | 0.007 | 0.9423 : -0.055 | 0.6003 : -0.131 @ 0.2140 : 0.208 @ 0.0495

Analiza prezentatd a ardtat o corelatie semnificativa statistic (p = 0.0495), pozitiva, cu
indice slab (0.208) intre expresia ajustatd a miR-182 si diferentierea sincitiotrofoblasticda CUV,
dar si o corelatie importanta (p = 0.0316), negativa, cu indice slab (-0.225) intre expresia ajustata
a miR-182 si prezenta diferentierii tumorale de tip celule 1n cuiburi (,,nested”). Aceste observatii
arata ca expresia tumoralda a miR-182 ar putea fi activ implicata in aparitia acestor variante histo-

patologice a CUV.
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Tabel 12 — Corelatiile dintre profilul micro-ARN si tipurile de diferentiere tumorala rar

intalnite la pacientii analizati

Celule n cuiburi ) o _ '

— nested” Sarcomatoid Plasmocitoid Nediferentiat

r p r p r p r p
miR-124 -0.082 | 0.4355 0.048 0.6503 -0.136 0.1971 -0.060  0.5708
miR-126 0.001 = 0.9989 -0.116 0.2719 -0.132 0.2108 0.180 . 0.0867
miR-139 -0.019 | 0.8509 -0.112 0.2889 -0.175 0.0919 0.160 | 0.1285
miR-145-3p -0.057 | 0.5910 -0.160 0.1285 -0.168 0.1102 0.140 | 0.1842
miR-145-5p -0.028 . 0.7883 -0.148 0.1601 -0.160 0.1285 0.152 | 0.1490
miR-152 -0.014 | 0.8932 -0.060 0.5708 -0144 0.1718 0.148 | 0.1601
miR-182 -0.225 @ 0.0316 -0.104 0.3250 -0.156 0.1384 0.164  0.1191

Corelatii marginal nesemnificative (p cuprins intre 0.05 si 0.10) au fost obtinute intre
tipul de diferentiere plasmocitoida si expresia miR-139 (p = 0.0919), cu indice slab, negativ (-
0.175), dar si intre CUV nediferentiat si expresia miR-126 (p = 0.0867), cu indice slab, pozitiv
(0.180). Mecanismele prin care se produce diferentierea tumorala a CUV si se dezvolta
diferitele variante histopatologice ale sale sunt incomplet elucidate. Observatia noastra poate
constitui un prim pas in elucidarea mecanismelor de actiune ale miR-126, miR-139 si miR-182.

Corelatiile dintre caracteristicile histo-patologice ale tumorii si expresia normalizata a
profilului micro-ARN au fost analizate conform Tabelului 13.

Tabelul 13 — Corelatiile dintre profilul micro-ARN si caracteristicile histo-patologice tumorale

. Gradul de diferentiere LVI PNI
r p r p r p
miR-124 -0.258 0.0133 -0.096 0.3638 -0.070 0.5086
miR-126 -0.066 0.5312 -0.092 0.3812 -0.082 0.4349
miR-139 -0.171 0.1043 -0.174 0.0979 -0.099 0.3468
miR-145-3p -0.150 0.1539 -0.074 0.4834 -0.058 0.5801
miR-145-5p -0.079 0.4522 0.030 0.7708 0.032 0.7624
miR-152 -0.156 0.1382 -0.146 0.1667 -0.060 0.5665
miR-182 0.087 0.4113 -0.015 0.8842 -0.119 0.2604
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Analiza statistica a aratat o corelatie importanta, negativa, cu indice slab (-0.258), intre
expresia miR-124 si gradul de diferentiere tumorald al CUV (p = 0,0133). Pacientii care au avut
CUV HG (high-grade) pe piesa de CR au avut un nivel mai mic al expresiei normalizate a miR-
124, prin comparatie cu pacientii care au avut ca rezultat histo-patologic CUV LG (low-grade).
Acest rezultat sustine ipoteza conform cdreia valorile scazute ale expresiei miR-124 sunt
asociate tumorilor agresive, cu grad nalt de malignitate, expresia miR-124 fiind asociata si cu
stadiul patologic T al tumorii.

Un rezultat marginal nesemnificativ (p = 0.0979), cu indice slab, negativ (-0.174) a fost
obtinut pentru corelatia dintre miR-139 si prezenta LVI pe piesa de CR. Astfel, actiunea data

de subexpresia miR-139 ar putea duce la aparitia invaziei limfo-vasculare la nivel tumoral.

CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

CUV este al doilea cel mai frecvent tip de neoplasm ce afecteaza aparatul urinar, cu rate
de incidenta, prevalentd crescute. In practica urologica, medicii se confrunti de multe ori cu
situatii ce le ingreuneaza luarea unor decizii In contextul lipsei unor biomarkeri utili in
diagnosticul si monitorizarea CUV si a unor predictori pentru supravietuire sau recidiva. in era
medicinei moderne Tn care existd o importanta tendinta de a personaliza tratamentul pentru
fiecare bolnav in parte, medicii trebuie sa foloseasca cat mai multi parametri preoperatori pentru
a lua o decizie favorabila pacientului. Mai mult, un procent insemnat dintre pacienti doreste sa
cunoasca, In detaliu, prognosticul pe care il au si eventualii parametri nefavorabili ce
caracterizeaza afectiunea lor. Preocuparea tot mai mare pe care a aratat-o medicina moderna in
privinta studiului genomic al tuturor neoplasmelor, in general, si in privinta CUV, 1n special, va
conduce, cu sigurantd, la abordarea personalizata a fiecarui pacient, in functie de expresia genica
a tumorii sale.

Datoritd obiectivelor propuse si a patologiei pe care am studiat-o, aceasta cercetare va
avea un impact important avand in vedere cd a analizat supravietuirea pacientilor cu CUV tratati
prin CR si a reusit sa identifice numerosi factori predictivi pentru supravietuirea postoperatorie.
Unul dintre factorii care s-au dovedit a fi predictivi pentru supravietuirea pacientilor cu CR,
Cyfra 21-1 seric, a fost pentru prima data studiat in aceasta cercetare, ca factor de prognostic

exclusiv pentru pacientii cu CR. O alta contributie personala este analiza profilului micro-ARN.
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Desi mecanismul de actiune al speciilor de micro-ARN studiate au fost descrise in literatura,
rezultatele privind corelatiile noi descoperite In aceasta cercetare, dintre parametrii clinico-
biologici si histo-patologici si expresiile ajustate ale speciilor de micro-ARN, sunt extrem de
importante si au rolul de a stabili obiectivele viitoarelor cercetari din domeniu.

Cel mai important beneficiu al lucrarii de cercetare este reprezentat de analiza simultana
a unul panel de biomarkeri serici si tisulari, la acelasi pacient, care poate ajuta medicii in luarea
deciziilor clinice privind predictia stadiului patologic final si a supravietuirii postoperatorii,
acesta fiind, totodata, cel mai important avantaj oferit de studiul nostru. Alte avantaje oferite de
teza de doctorat sunt caracterul prospectiv al studiului, analiza influentei parametrilor analizati
asupra supravietuirii pacientilor, evaluarea capacitatii Cyfra 21-1 serice de a fi un important
predictor pentru supravietuire, corelatiile importante dintre valorile Cyfra 21-1 si parametrii
histo-patologici, includerea in analiza profilului micro-ARN a 7 specii diferite si, nu in ultimul
rand, corelatiile importante obtinute dintre expresiile speciilor micro-ARN si parametrii
predictivi pentru decesul pacientilor in timpul urmaririi postoperatorii.

Consideram ca cercetarea profilului micro-ARN trebuie sd continue cu analiza expresiei
speciilor selectate la pacientii diagnosticati cu CUV-NMI, putand, astfel, identifica bolnavii
care au tumori cu caracteristici genetice si biomoleculare ce ii Tncadreaza intr-o clasa cu risc
crescut de progresie a bolii catre stadiile MI. Acest lucru ar putea duce la efectuarea CR Tnainte
ca pacientii sa ajunga in stadiile local avansate sau cu ganglioni loco-regionali pozitivi si,
consecutiv, la cresterea ratelor de supravietuire postoperatorie ale pacientilor cu CR pentru
CUV. Dezavantajele studiului nostru sunt reprezentate de numarul relativ mic de pacienti
analizati, complianta scazuta a pacientilor la determinarea valorilor serice postoperatorii ale
Cyfra 21-1 si perioada relativ scurtd de urmarire a pacientilor inclusi in cercetare.

Realizarea acestei lucrari de cercetare si analiza statistica a rezultatelor obtinute in cadrul
celor doua studii privind analiza factorilor predictivi pentru supravietuirea pacientilor cu CUV
tratati prin CR si privind analiza profilului micro-ARN a acestor pacienti, ne-a permis emiterea
unor concluzii importante:

1. Rata de mortalitate a pacientilor cu CR a fost de 40.65%, in decursul unei

perioade de urmarire medie de 26.5 luni (minim 17 luni, maxim 38 luni)
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2. Varsta nu a fost factor predictiv pentru supravietuirea pacientilor cu CR. Totusi,
pacientii care au decedat din cauza oncologica au fost mai tineri decat cei care au decedat din
alte cauze

3. Sexul masculin s-a asociat cu scaderea supravietuirii postoperatorii, rata de
hazard fiind de 5.17 ori mai mare pentru barbati fata de femei

4. Scorul CCI > 1 s-a asociat cu o crestere cu 34% a ratei de hazard

5. Expunerea la factorii de risc ocupationali s-a asociat cu scaderea ratei de
supravietuire, riscul de deces fiind de 2.66 ori mai mare

6. Stadializarea imagisticad preoperatorie a fost predictivd pentru supravietuire.
Stadiul clinic >cT3 a fost asociat cu un risc de deces de 3.41 ori mai mare, iar stadiul clinic
>cN2 cu o ratd de hazard de 2.15 ori mai mare.

7. Prezenta preoperatorie a determindrilor secundare a crescut de 2.66 ori riscul de
deces, fiind un important factor de prognostic independent identificat prin analiza multivariata

8. Stadializarea patologica, stabilita in urma analizarii histologice a piesei de CR,
a fost un factor predictiv pentru supravietuire. Stadiul patologic >pT3 a dus la cresterea ratei de
hazard de 5.30 ori, in timp ce stadiul patologic >pN2 a crescut riscul de deces de 3.13 ori

9. Prezenta LVI sau PNI pe piesa de CR nu a influentat supravietuirea pacientilor.
De asemenea, gradul inalt de diferentiere tumorala nu s-a asociat cu scaderea supravietuirii
pacientilor

10.  Prezenta diferentierii sincitiotrofoblastice pe piesa de CR a dus la cresterea ratei
de hazard de 7.12 ori, fiind un important factor de prognostic independent identificat prin
analiza multivariata

11.  Valoarea hemoglobinei preoperatorii a fost un predictor independent pentru
supravietuirea pacientilor dupd CR, rata de hazard scazand cu 22% pentru o crestere cu 0.1 g/ml
a hemoglobinei. Analiza curbei ROC a permis identificarea unei valori cut-off de 13.15 g/dl,
capabile sa identifice corect decesul cu o sensibilitate de 73% si o specificitate de 72%

12.  Transfuzia a cel putin o unitate MER 1in timpul internarii a crescut rata de hazard
de 5.91 ori

13. Valoarea preoperatorie a creatininei serice a fost predictiva pentru supravietuire,

o crestere cu 0.1 mg/dl a valorii sale fiind asociata cu o crestere cu 34% a ratei de hazard.
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Analiza curbei ROC a permis identificarea unei valori cut-off de 1.58 mg/dl, capabile sa
identifice corect decesul cu o sensibilitate de 88% si o specificitate de 43%

14.  Valoarea preoperatorie a Cyfra 21-1 serice a fost predictiva pentru supravietuire,
fiind un factor de prognostic independent identificat prin analiza multivariata. Analiza curbei
ROC a permis identificarea unei valori cut-off pentru Cyfra 21-1 de 5.27 ng/dl, capabile sa
identifice corect decesul cu o sensibilitate de 48% si o specificitate de 92%. De asemenea,
valorile preoperatorii ale Cyfra 21-1 s-au corelat cu stadiile pT si pN

15. Cyfra 21-1 serica masurata postoperatoriu la 3 si 6 luni a fost predictiva pentru
supravietuirea pacientilor

16.  Analiza Nelson-Aalen a identificat ca predictori prezenta preoperatoric a
metastazelor si valoarea preoperatorie a Cyfra 21-1, acestia pastrandu-si in timp functia de
hazard

17.  Analiza expresiei ajustate a profilului micro-ARN a aratat ca doar miR-182 este
supraexprimat la nivel tumoral. Restul speciilor analizate (miR-124, miR-126, miR-139, miR-
145-3p, miR-145-5 si miR-152) au fost subexprimate la nivelul tesuturilor tumorale recoltate

18. Niciuna dintre speciile micro-ARN analizate nu a fost predictiva pentru
supravietuirea pacientilor

19.  Subexpresia miR-124 a fost corelata marginal, negativ cu identificarea
fumatului, ca factor de risc

20.  Subexpresia speciilor miR-145-3p si miR-145-5p a fost corelatd marginal,
negativ cu expunerea la factorii de risc ocupationali

21.  Valorile hemoglobinei preoperatorii au fost corelate slab, negativ, semnificativ
statistic cu expresiile normalizate ale miR-152

22.  Valorile preoperatorii ale creatininei serice sunt puternic corelate negativ cu
expresia ajustata a miR-145-3p si corelate marginal, negativ cu expresiile normalizate ale miR-
124 si miR-152

23.  Valorile preoperatorii ale Cyfra 21-1 serice au fost corelate pozitiv, semnificativ
statistic, cu expresia ajustata a miR-182

24. Stadiul pT s-a corelat marginal din punct de vedere statistic, negativ cu

subexpresia miR-124
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25. Stadiul pN a fost corelat semnificativ statistic, pozitiv, cu expresia ajustata a
mMiR-126 si a miR-152 si marginal, pozitiv, cu expresia ajustata a miR-145-5p

26.  Stadiul metastatic nu a fost corelat cu niciuna dintre expresiile speciilor micro-
ARN analizate

217. Prezenta diferentierii sincitiotrofoblastice a fost corelatd pozitiv, semnificativ
statistic, cu expresia miR-182

28.  Prezenta variantei CUV cu celule in cuiburi (,,nested”) a fost corelatd negativ,
semnificativ statistic, cu expresia miR-182

29.  Diferentierea plasmocitoida s-a asociat marginal, negativ, cu subexpresia miR-
139

30.  Prezenta CUV nediferentiat a fost asociatd marginal, pozitiv, cu expresia miR-
126

31.  Gradul de diferentiere tumorald a fost corelat negativ, semnificativ statistic, cu
expresia ajustata a miR-124

32.  Prezenta LVI a fost corelatd marginal, negativ, cu expresia miR-139
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