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I WYKAZ PUBLIKACJI STANOWIACYCH ROZPRAWE DOKTORSKA

1) Combined Neutrophil-to-Lymphocyte and Platelet-Volume-to-Platelet Ratio (NLR and
PVPR Score) Represents a Novel Prognostic Factor in Advanced Gastric Cancer Patients
(IF 4.232, MEiIN 140)

2) Reduction of Cancer-Induced Thrombocytosis as a Biomarker of Improved Outcomes in
Advanced Gastric Cancer (IF 4.232, MEIN 140)



I1 OSWIADCZENIA WSPOEAUTOROW

Valencia, dnia 26.02 2022

Dr n. med. Sebastian Ochenduszko
Department of Oncology

Dr. Peset University Hospital
46017 Valencia, Spain

OSWIADCZENIE

lako wspotautor pracy: ,Combined Meutrophil-to-lymphocyte and Platelet-Volume-to-
Platelet Ratio (MLR and PVPR Score) Represents a Novel Prognostic Factor in Advanced Gastric Cancer
Patients” J Clin Med. 2021;10{17):3902. 2021 Aug 30. doi:10.3330/jcm 10173902 oiwiadczam, i maj
wiasny wkiad merytorycany w przygotowanie, przeprowadzenie | opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 5% i polegat na:
-zbieraniu danych pacjentow potrzebnych do analiz.

lednoczesnie WyTaZam zgode na przedioZenie ww pracy przez
lek. Kamila Komopke jako czesc rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbiomu
artykuiow opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, ©@ samodzielna i@ modZliwa do wyodrebnienia cozesC ww. pracy
wykazuje indywidualny wkiad lek. Kamila Konopki polegajgoy na:

-opracowaniu pomystu badania i stworzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepci badania

-wykonaniu obliczen statystycznych

-opracowaniu i interpretac)i wynikdow

-przygotowaniu manuskryptu

(podpis wspdtautora)



Krakow, dnia 04.04.2022

Prof. dr hab. n. med. Piotr Wysocki

Katedra Onkologii

Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
(stopief/tytul, imie i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor ,,Combined Neutrophil-to-Lymphocyte and Platelet-Volume-to-Platelet Ratio
(NLR and PVPR Score) Represents a Novel Prognostic Factor in Advanced Gastric Cancer Patients. J
Clin Med. 2021 Aug 30;10(17):3902” oswiadczam, iz mdj wiasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:
- opracowaniu i interpretacji wynikéw

- przygotowaniu manuskryptu

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedfozenie ww. pracy przez lek Kamila Konopke jako czes¢
rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Kamila Konopki polegajacy na:

-opracowaniu pomystu badania i stworzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepcji badania

-wykonaniu obliczen statystycznych

-opracowaniu i interpretacji wynikéw

-przygotowaniu manuskryptu

padpis wspotautora)



Krakow, dnia 04.04.2022

Prof. dr hab. n. med. Piotr Wysocki

Katedra Onkologii

Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
(stopien/tytul, imi¢ i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy , Reduction of Cancer-Induced Thrombocytosis as a Biomarker of
Improved Outcomes in Advanced Gastric Cancer. J Clin Med. 2022 Feb 24;11(5):1213.”0swiadczam, iz
moj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:

- opracowaniu i interpretacji wynikéw

- przygotowaniu manuskryptu

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedtozenie ww. pracy przez lek Kamila Konopke jako czgs¢
rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykutow opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Kamila Konopki polegajgcy na:

-opracowaniu pomystu badania i stworzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepcji badania

-wykonaniu obliczen statystycznych

-opracowaniu i interpretacji wynikéw

-przygotowaniu manuskryptu

podpis wspéﬂlautoéa)




Krakdéw, dnia 04.04.2022

Lek Lukasz Kwinta

Katedra Onkologii Klinicznej
Collegium Medicum UJ

(stopief/tytul, imig i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy ,Combined Neutrophil-to-Lymphocyte and Platelet-Volume-to-
Platelet Ratio (NLR and PVPR Score) Represents a Novel Prognostic Factor in Advanced Gastric Cancer
patients. J Clin Med. 2021 Aug 30;10(17):3902" o$wiadczam, iz méj wtasny wktad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:

- Zbieranie materiatu do analizy

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedfozenie ww. pracy przez lek Kamila Konopke jako czes¢
rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czes¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Kamila Konopki polegajgcy na:

-opracowaniu pomystu badania i stworzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepcji badania

-wykonaniu obliczer statystycznych

-opracowaniu i interpretacji wynikow

-przygotowaniu manuskryptu

%od‘pis wspotautora)

2gku:asz Kwinta
éJspecjalista onkologii
o klinicznej



Krakow, dnia 04.04.2022

Dr n. med. Joanna Streb

Katedra Onkologii Klinicznej
Collegium Medicum UJ

(stopien/tytut, imie i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy ,Combined Neutrophil-to-Lymphocyte and Platelet-Volume-to-
Platelet Ratio (NLR and PVPR Score) Represents a Novel Prognostic Factor in Advanced Gastric Cancer
Patients. J Clin Med. 2021 Aug 30;10(17):3902" oswiadczam, iz moj wiasny wktad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:

- Zbieranie materiatu do analizy

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedtozenie ww. pracy przez lek Kamila Konopke jako czes¢
rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Kamila Konopki polegajacy na:

-opracowaniu pomystu badania i stworzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepcji badania

-wykonaniu obliczen statystycznych

-opracowaniu i interpretacji wynikow

-przygotowaniu manuskryptu

drfh. med. JOANNA STREB
jalista onkologji klinicznej
e

1a medycyfyAogzpne]
alrAas72

(podpis wspdtautora)




Krakéw, dnia 04.04.2022

Lek Pawel Potocki

Katedra Onkologii Klinicznej
Collegium Medicum UJ

(stopien/tytut, imi¢ i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy ,Combined Neutrophil-to-Lymphocyte and Platelet-Volume-to-
Platelet Ratio (NLR and PVPR Score) Represents a Novel Prognostic Factor in Advanced Gastric Cancer
patients. J Clin Med. 2021 Aug 30;10(17):3902" oéwiadczam, iz méj wiasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:

- Zbieranie materiatu do analizy

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedfozenie ww. pracy przez lek Kamila Konopke jako czes¢
rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i motzliwa do wyodrebnienia czgs¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Kamila Konopki polegajgcy na:

-opracowaniu pomystu badania i stworzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepcji badania

-wykonaniu obliczen statystycznych

-opracowaniu i interpretacji wynikéw

-przygotowaniu manuskryptu

SPECJALISTA @NKOLOGI

(podpi§ wspdtautora)
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Krakdw, dnia 04,02,.2022

Dr. Aenicszka Micek

Instytut Pielgeniarstwa i Polozniclwi
Unswersyret Jagiellonski w Krakowie
{(stopienstyod, imig i nuewisko, xfiliscja)

OSWIADCZENIE

lako wspolautor ,Combined Neutropnil-te-Lymahecyle and Platelet-Yolume-to-Platelet Ratin
IKLR @rid P¥PR Score] Represents a Novel Prognastic Factor in Advancea Gastric Cancer Patisnts, |
Clin Med. 2021 Aug 30;10{17):3902" oéwiadczam, iz moj vitasny wkiad mentoryszny w
przygetowanie, przeprowadienie i opracowanie badan
oraz pr2edstévienie pracy w formie pubiikacjl polegat na:
- vigkananiu abliczen statystycznych

opracowaniu iinterpretacji wynikdw

Jednoczednie wyratam wode na przedicienie ww. pracy przez lek Kamila Konepke jako czesé
rozprawy doktarskiej w  farmie spajrego tematycinie zbivru  artykuldw  opublikovanyzh
w czasopismach naukowych,

Céwiadezam, iz samodzielna | moiliwa do wyndrebnienia czgdl ww. pracy wykazuje
indywiduainy wklad lek Kamilz Kanopkl polegajacy na:

-apracowaniu pormysiu badan‘a i stwarzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepcji badania

“wykonzniu nbliczen statystycznych

-Opracawaniu i interpretacji wynikow

-przygotawaniu manuskryptu

PN TR

| Pegziar g by
o fal,
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{oodpis wspdtuutora
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Krakow. dnia 04,04 2022

Dr. Apnieszka Micek

Instyrut Pielggniarstws | Polozniciwa
Uiniwersylel Jagiellonski w Krakowie
(slopienstynd, imic i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jaky wspdtautar pracy , Reducticn of Cancer-Induced Thromborytosis as a Biomarker of
Improved Qutcomes in Advanced Gastric Cancer, J Clin Med. 2022 Feb 23;11(5):1213.  odwiladczam, iz
moj wlasny wkiad maryloryazny w przyeotowanie, przeprowadezenie i opracowenie badan
araz preedstawienie pracy w farmie publikacji polegal na:

- wykonaniu obliczen statystycenych

- ppracewanid i interpretacii wynikiw

Jednoczednie wyrazar zgode na greedia?enia vas. pracy preez lek Kamila Kenapke jake cagsc
rozprawy  doktorskiej w formie spojnego  tematycznie zhioru artykuléw opublikowanych
w czasoplsmach naukowych.

Odwiadczam, it samodzielna | moiliwa do wyodrgbnienia czest ww. précy wykazuje
indywdualny wkiad lek Karrila Kanopki polegajgey na:

oprécawaniu pomysiu badania | stworzeniu hipotazy badaweze]
-apracowaniu kancepcji badana
-wykananiu obliczen statystycznych

opracowaniu i interpretacji veynikow

praygotowaniu manusknyptu

JH._.."*.- Al Fudganasina
R PLUE .;?&u! mlMu negm LTCN
arn oo

(pudpl; w spMamc ral
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Krakow, dnia 04.04.2022

Lek Paulina Fraczek

Klinka Onkologii

Szpital Uniwersytecki w Krakowie
(stopien/tytut, imie i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy , Reduction of Cancer-Induced Thrombocytosis as a Biomarker of
Improved Outcomes in Advanced Gastric Cancer. J Clin Med. 2022 Feb 24;11(5):1213.”0$wiadczam, iz
moéj wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:

- Zbieranie materiatu do analizy

Jednoczes$nie wyrazam zgode na przedfozenie ww. pracy przez lek Kamila Konopke jako cze$¢
rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czes¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Kamila Konopki polegajacy na:

-opracowaniu pomystu badania i stworzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepcji badania

-wykonaniu obliczen statystycznych

-opracowaniu i interpretacji wynikow

-przygotowaniu manuskryptu

(podpis wspoétautora)
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Krakow, dnia 04.04.2022

Lek Lukasz Kwinta

Katedra Onkologii Klinicznej
Collegium Medicum UJ

(stopien/tytul, imie i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspétautor pracy , Reduction of Cancer-Induced Thrombocytosis as a Biomarker of
Improved Outcomes in Advanced Gastric Cancer. J Clin Med. 2022 Feb 24;11(5):1213.” 0$wiadczam, iz
moéj wiasny wkfad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegaf na:

- Zbieranie materiatu do analizy

Jjednoczeénie wyrazam zgode na przedtozenie ww. pracy przez lek Kamila Konopke jako cze$¢
rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

O¢wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Kamila Konopki polegajacy na:

-opracowaniu pomystu badania i stworzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepcji badania

-wykonaniu obliczen statystycznych

-opracowaniu i interpretacji wynikow

-przygotowaniu manuskryptu

14



Krakow, dnia 04.04.2022

Dr n. med. Joanna Streb

Katedra Onkologii Klincznej

Collegium Medicum UJ

(stopien/tytut, imie i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspoétautor pracy , Reduction of Cancer-Induced Thrombocytosis as a Biomarker of
Improved Outcomes in Advanced Gastric Cancer. J Clin Med. 2022 Feb 24;11(5):1213.”o$wiadczam, iz
moj wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:

- Zbieranie materiatu do analizy

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedtozenie ww. pracy przez lek Kamila Konopke jako czes¢
rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i motzliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Kamila Konopki polegajacy na:

-opracowaniu pomystu badania i stworzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepcji badania

-wykonaniu obliczen statystycznych

-opracowaniu i interpretacji wynikow

-przygotowaniu manuskryptu

ANNA STREB

1€ s
dr n. med. 10 \oqil Kiinican€l

o \
specigiftd : Ty rogznnel
spegfajsta M 98064437
Ut

............. WAL LAt
(p_édpis wspotautora)

15



Krakow, dnia 04.04.2022

Lek Pawel Potocki

Katedra Onkologii Klinicznej
Collegium Medicum UJ

(stopien/tytul, imie i nazwisko, afiliacja)

OSWIADCZENIE

Jako wspdtautor pracy , Reduction of Cancer-Induced Thrombocytosis as a Biomarker of
Improved Outcomes in Advanced Gastric Cancer. J Clin Med. 2022 Feb 24;11(5):1213.” o$wiadczam, iz
moéj wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan
oraz przedstawienie pracy w formie publikacji polegat na:

- Zbieranie materiatu do analizy

Jednoczeénie wyrazam zgode na przedfozenie ww. pracy przez lek Kamila Konopke jako czes¢
rozprawy doktorskiej w formie spbjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych
w czasopismach naukowych.

Oéwiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek Kamila Konopki polegajgcy na:

-opracowaniu pomystu badania i stworzeniu hipotezy badawczej

-opracowaniu koncepcji badania

-wykonaniu obliczen statystycznych

-opracowaniu i interpretacji wynikéw

-przygotowaniu manuskryptu
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Rrekdw, dnia 04 04,2022

1ok Maziej Lubus§

K linka Onsologii

Sepilal Uniwersvreeki w Kriahowis
(sropicistvod, ime 1 naewisho, afilizcja)

OSWIADCZENIE

lako wepctautar pracy |, Reduztion of Cencer-induced Thrembocylosis us @ Siomarkar ot
mproved Ouzcomes ir Advenced Gastric Cance~. J Clin Med, 2022 Fea 24;11{5):1213 “odwiz derzm, i7
M wizsny wiead meryloryueny W areygotowanic, preprowacien’® i apracowanic badar
araz przedstawienie przoy we lormie publikacji prlegat na:

Zb eranie materiatu do anaizy

Jadneczedn e wyrasam zzede na preectozenie v pracy przez lek Kamilz Konopks jako czgsc
razpravey  duklors<r] w o tormie  spdjnego  tematyeraie  zbioru  artyKutbw opuhikowanych
wi crascrismach naukovych,

Dewizdczam, 12 samodzens | moiliws e wyodrednieria czgsd ww. pracy wyeazuje
ndywidualng widad lek <amila <enooki pelegalaoy na:

opracewaniu aonysty budania | stwa zeniu h potezy badawezej

-opraccwini ) kaacepcji badanTa

“wykonun v oblicee atatystycznych

—npracovaaniy i intesaretaci wynkow

-prrygotuwzniv manuskrypru
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III WSTEP

Dwa najwigksze osiagniecia, ktére na zawsze zmienily obraz raka zoltadka to, w porzadku
chronologicznym - wynalezienie lodéwki 1 wprowadzenie zabiegu radykalnej gastrektomii.
Ponizsza praca nie ma nic wspolnego z tymi epokowymi osiagnieciami, a celem jej jest proba
zdefiniowania nowych czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych, ktére moga poprawic¢ wyniki

leczenia systemowego uogdlnionego raka zoladka w erze chemioterapii cytotoksyczne;j.

Rak zotadka, pomimo olbrzymiego postepu, ktoéry dokonat si¢ w ostatnich 30-40 latach
nadal jest chorobg obarczona ztym rokowaniem, a mediany czasu przezycia (OS) w wigkszosci
badan oscyluja w okolicy dwunastu miesiecy. Stosowane w tym rozpoznaniu leczenie systemowe,
zaréwno klasyczna, cytotoksyczna chemioterapia, jak i nowsze formy leczenia celowanego, wiaza
si¢ z wysokim ryzykiem powaznych powiklan. Powiklania te moga zaréwno negatywnie wplynaé
na stan zdrowia 1 jakos¢ zycia pacjentow, jak réwniez, posrednio, pogorszy¢ skutecznosc¢ terapii
poprzez uniemozliwienie stosowania optymalnych dawek lekow. Z tego powodu tak istotne jest
okreslenie indywidualnego ryzyka progresiji i zgonu u chorych, aby w sposéb $wiadomy i

zaplanowany moc je korygowac.

Wigkszo$¢ analiz i wnioskéw opisanych w niniejszym opracowaniu ma na celu uwidocznienie
wzajemnego odzialywania pomigdzy ukladem odpornosciowym i nowotworem, a autor stara si¢
powiazac te ukryte korelacje analizujac poziom réznych elementéw morfotycznych ocenianych w
najprostszym, a zarazem chyba najbardziej uzytecznym badaniem laboratoryjnym — morfologia

krwi obwodowe;.
1. Epidemiologia

Rak zotadka, pomimo duzego spadku czgstosci wystepowania, ktory rozpoczat sie w latach
80 dwudziestego wieku, pozostaje jednym z najczestszych nowotworéw na swiecie. W populacji
polskiej, podobnie jak w wigkszosci zachodniego §wiata, jego czestos¢ jest istotnie nizsza niz
mialo to miejsce w przeszlosci, ale nadal znajduje si¢ w pierwszej dziesiatce najczestszych
nowotwordw, zaréwno pod wzgledem zachorowalnosci jak i losci zgonéw. Standardowe
wspolczynniki zachorowalnosci (ESP2013) wynosza odpowiednio u kobiet i mezczyzn

9,0/100000 i 21,6/100000, zas standaryzowane wspotczynniki dotyczace zgonéw 8,2/100000 i
21,7/100000 [1].

Obserwowany w wiclu regionach wyrazny spadek czestosci raka zoladka najpewniej ma
podioze wieloczynnikowe, wydaje si¢ jednak, ze wiodaca tutaj byla zmiana sposobu

konserwowania zywnosci wynikajaca z wynalezienia lodéwki. Zmniejszenie w ten sposob

18



wykorzystania soli kuchennej, niezbednego kiedy$ $rodka konserwujacego, byto czynnikiem

wyzwalajacym zmiany epidemiologiczne[2].

Nowotwor ten znacznie czgsciej wystepuje u mezczyzn, a jego czestosé, podobnie jak
wigkszosci nowotworow, rosnie wraz z wiekiem pacjentow, co, zwazywszy na starzejaca si¢

populacje, stanowi istotny problem kliniczny][3].

Istnieja duze réznice w czestosci wystepowania raka zoladka w zaleznosci od rejonu
geograficznego. Jest on znacznie czestszy we Wschodniej Azji, Wschodniej Europie i
Potudniowej Ameryce, ale istotnie rzadszy w Ameryce PéInocnej 1 Afryce Subsaharyjskiej[4].
Roznice te najpewniej wynikaja z réznic w narazeniu na czynniki ryzyka, w duzej mierze zwiazane

z dieta populaciji.
2. Czynniki ryzyka

Roznice w czegstodci wystgpowania raka zotadka na $wiecie wynikaja gtéwnie z narazenia na
modyfikowalne czynniki. Widaé¢ to w przypadku migracji populacji z rejonéw o duzej czestosci, u

ktérych po zmianie miejsca zamieszkana czesto$¢ wystepowania nowotworu zmniejsza sig[5].

Sposréd licznych czynnikow ryzyka o potwierdzonym znaczeniu, najbardziej istotne z punkty
widzenia populaciji europejskiej wydaje si¢ zakazenie Helicobacter pylori[6], oraz dieta[7], ktora
przy szerokim spadku czestodci narazenia na produkty tytoniowe zdaje si¢ uzyskiwa¢ miano

najistotniejszego czynnika karcinogennego.

Przewlekla infekcja H. pylori wywoluje stan zapalny blony zotadka doprowadzajac do
wtornej atrofii, a nastgpnie metaplazji jelitowej co okolo szesciokrotnie zwigksza ryzyko
zachorowania[8]. Zalezno$¢ pomiedzy zakazeniem H. pylori, a rakiem zoladka wydaje si¢
niepodwazalna i zostala udowodniona w licznych badaniach, zaréwno populacyjnych[9], gdzie
oceniano korelacje pomiedzy czestosci infekcji H. pylori, a rakiem Zoladka jak i w badaniach
klinicznych, gdzie stwierdzano zmniejszenia ryzyka zachorowania po eradykacji tego
patogenu[10]. Dodatkowo wydaje sig, ze istnieja interakcje pomiedzy infekeja H. pylori, a dieta,
poniewaz zwickszona podaz soli kuchennej poteguje to ryzyko[11]. Zakazenie H. pylori jest
relatywnie tatwo modyfikowalnym czynnikiem ryzyka, a jego eradykacja jest mozliwa przy
zastosowaniu odpowiednich sekwencji antybiotykéw. Odpowiednio wezesna eradykacja tego
patogenu z uktadu pokarmowego zdaje si¢ zmniejszac ryzyko raka zotadka [12]. Problemem
pozostaje jednak diagnostyka, ktora, jakkolwiek mozliwa i skuteczna, jest ograniczona z uwagi na

jej na koszty, a ew. program skryningowy w rejonach o relatywnie niskiej czesto$ci choroby
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zwigzanej z H. pylori nie bylby akceptowalny. Istnieja jednak przestanki, ze takie postepowanie

moze by¢ skuteczne 1 zasadne w pewnych sytuacjach klinicznych([13].

Rownie istotnym czynnikiem ryzyka jest dieta, ktéra, podobnie do czestosci infekcji H. pylori,
charakteryzuje si¢ duza zmiennoscia geograficzna[14|. Najistotniejsze znaczenie wydaje si¢ mie¢
nadmierne spozycie soli kuchennej oraz narazenie na nitrozaminy[15]. S61 w przeszlosci byta
wykorzystywana do konserwowania potraw, co moze wyjasnia¢ zmniejszenie si¢ czgstosci raka
zoladka po wprowadzeniu nowych form konserwacji zywnosci, jak réwniez czestsze
wystepowanie tego nowotworu w populacjach, gdzie tradycja nadal nakazuje spozywanie potraw

w ktorych proces technologiczny zaklada wykorzystanie duzej ilosci soli.

W podobnym mechanizmie ryzyko raka zoladka zwigkszaja nitrozaminy, ktére w wysokim
stezeniu znajduja si¢ w smazonym i wysoce przetworzonym migsie. Ta forma zywnosci jest nadal
bardzo popularna w populacji zachodniej, stad, przy globalnym zmniejszaniu zuzycia soli
kuchennej, tego typu potrawy moga by¢ teraz jednym z wiodacych czynnikow ryzyka raka
zoladka. W przeciwienstwie jednak do programu wykrywania 1 eradykaciji H. pylori, interwencje

majace na celu zmiang populacyjnych nawykow zywieniowych sg trudne 1 bardzo czasochlonne.

Do innych czynnikéw o udowodnionym wplywie na czestos¢ wystepowania raka zotadka
mozna wymieni¢ otylo§¢[16] 1 palenie papieroséw[17], infekcje wirusem Epsteina-Barra[18] oraz
uprzednie operacje zoladka[19]. W populacji europejskiej, szczegdlnie otytos¢ wynikajaca ze
zlych nawykéw zywieniowych, zdaje si¢ by¢ czynnikiem majacym istotny wplyw na zaréwno ten,

jak 1 wiele innych nowotworow.

Profilaktyka pierwotna, a wigc interwencje majace na celu zmniejszenie ryzyka wystapienia
nowotworu, jest trudna. Wydaje sig, ze interwencje zmierzajace ku poprawie nawykow
zywieniowych cechuja sie pewna skutecznoscia. Wprowadzenie do diety wigkszej ilosci owocow i
warzyw, jak rowniez blonnika zmniejsza ryzyko wystapienia choroby[20], [21]. Podobnie
stosowanie niesteroidowych lekoéw przeciwzapalnych (NLPZ) zdaje si¢ zmniejszaé to ryzyko[22].
Problemem z szerokim stosowaniem NLPZ jest jednak profil dziatan niepozadanych tych lekéw,

ktéry uniemozliwia takq profilaktyke.

Skryning populacyjny raka zoladka, polegajacy na wykonywaniu gastroskopii lub badania
kontrastowego gérnego odcinka przewodu pokarmowego, nie ma uzasadnienia w populacjach z
relatywnie niskim ryzykiem wystapienia tego nowotworu, takich jak Polska[23]. Programy te sq
jednak rutynowo stosowane w populacjach charakteryzujacych si¢ wysokim ryzykiem, takich jak

Japonia, Korea czy Wenezuela. Brakuje co prawda danych z duzych, populacyjnych badan
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potwierdzajacych zmniejszenie §miertelnosci wywolanej rakiem zoladka w wyniku skryningu,
jednakze liczne analizy wykazaly, posrednio, zasadno$¢ takiego postepowania|24], [25]. Screening
w populacji europejskiej powinien by¢ prowadzony w narazonych populacjach o wysokim ryzyku
wystapienia raka zoladka. Dotyczy to pacjentéw z potwierdzonymi w przesztosdci gruczolakami
zoladka, niedokrwistoscig ztosliwa i pewnymi chorobami genetycznymi, takimi jak rodzinna

polipowatos$¢ gruczolakowata, zespot Lyncha czy Peutza-Jeghersa
3. Biologia raka zotadka

Najczgsciej wystepujacym typem nowotworu zoladka jest gruczolakorak, bedacy
przedmiotem niniejszego opracowania. Istnieja rézne systemy klasyfikacji tego nowotworu,
ktorych przydatnosé z punktu widzenia wspotczesnej onkologii klinicznej ustegpuje pola

klasyfikacjom opartym na genetycznej i molekularnej analizie.

Wazny, chociaz, rzadko stosowany w Polsce to podzial na wezesnego i zaawansowanego raka
zoladka zaproponowany przez japonskich badaczy[26]. Z uwagi na réznice w epidemiologii oraz
funkcjonowanie programoéw skryningu w populacji japoniskiej, rak zotadka w zdecydowanie
wigkszym odsetku niz w populacjach europejskich jest wykrywany na bardzo wczesnych etapach.
W definicji japoniskiej wezesny rak zoladka (ECG, early gastric cancer) to nowotwor ograniczony
do blony sluzowej i podsluzowej (TNM pT1), z dowolny statusem lokalnych wezléw chlonnych.
Nowotwory te charakteryzuja si¢ bardzo dobrym rokowaniem, z odsetkiem przezy¢ calkowitych

dochodzacym do 90% po 10 latach obserwacji, jak réwniez mozliwoscia przeprowadzenia

radykalnego leczenia endoskopowego w wyselekcjonowanej populacji.
4. Klasyfikacja Laurena

W klasyfikacji zaproponowanej w 1965 roku przez Laurena[27], gruczolakoraki zotadka
mozna podzieli¢ na 2 podtypy — gruczolowy oraz rozlany. Chociaz klasyfikacja ta nie jest juz
uwzgledniona w najnowszych wytycznych WHO|[28], to niewatpliwe pozwala uchwyci¢ pewne
istotne réznice w biologii nowotworu i naturalnym przebiegu choroby. W przypadku podtypu
gruczotowego komorki Scisle przylegaja do siebie 1 tworzg struktury o charakterze cewek lub
gruczolow, a w przypadku podtypu rozlanego komorki rakowe nie przylegaja do siebie 1 moga
bezposrednio wnika¢ w sasiednie tkanki. Te réznice wynikaja gléwnie z zaburzenia adhezji
migdzykomoérkowej zwigzanej z utrata funkcji genu CDHT kodujacego E-kadheryne w
nowotworach o typie rozlanym|[29]. W przypadku podtypu gruczolowego wydaje sig, ze
najwazniejszym czynnikiem etiologicznym jest zakazenie H. pylori[30], ktore rozpoczyna kaskade

zaburzen genetycznych i molekularnych prowadzaca do powstania raka. Poza ewidentnymi
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réznicami morfologicznymi, raki o typie rozlanym charakteryzujq si¢ gorszym rokowaniem,
czgsciej wystepuja u kobiet oraz we wczesniejszym wieku. Dodatkowo rzadziej w tym podtypie
wykrywana jest nadekspresja HER2 (16% przypadkéw w typie jelitowym 1 7% w typie rozlanym)
[31].

5. Klasyfikacja genetyczna

Rozwoj technik analizy genetycznej udowodnil, ze rak zotadka, podobnie zreszta jak wiele
innych nowotwordw potocznie traktowanych jako choroby narzadowe, nie jest w istocie
homogenicznym rozpoznaniem. W ramach analizy The Cancer Genome Atlas (TCGA)[32]
wydzielono w ramach raka zoladka cztery niezalezne podgrupy : stabilng genetycznie (20%
przypadkow), niestabilng chromosomalnie (50%), rak z niestabilno$cia mikrosatelitarna (22%)
oraz rak zwiazany z infekcja wirusem Epsteina-Barra (9%). W przypadku raka stabilnego
genetycznie obserwowano czesciej postac rozlang oraz potozenie w dystalnym odcinku zotadka.
Najczestsza mutacjg byta mutacja CDHT obecna w 37% przypadkéw. Niestabilny
chromosomalnie rak zoladka czesciej obserwowany byl w obszarze przejscia przelykowo-
zoladkowego 1 zblizony byt histopatologicznie do postaci gruczolowej wedltug klasyfikacji
Laurena. W tym przypadku czg¢sciej obserwowano aneuploidi¢ licznych chromosomoéw oraz
mutacje w zakresie genu TP53, jak réwniez nadekspresje receptora HER2. W przypadku postaci z
niestabilnos$cia mikrosatelitarng wynikajaca z uszkodzenia gendéw naprawy zle sparowanych zasad
(MMR, ang. mismatch repair) obserwowano duzg liczbe mutacji. Nowotwory te czgsciej
pojawialy sie w czesci przedodzwiernikowej 1 byly rozpoznawane u os6b mtodszych. Ostatnia
podgrupa to raki zotadka zwiazane z infekcja wirusem Epsteina-Barra, ktére cz¢sciej
obserwowane byly w trzonie i dnie zoladka oraz wiazaly si¢ z lepszym rokowania. Klasyfikacja
zaproponowana w ramach TCGA jest bardzo istotnym krokiem w zrozumieniu etiopatogenezy

raka zoladka, aczkolwiek nie ma istotnego znaczenia w codziennej praktyce onkologiczne;.
6. Klasyfikacja WHO

Aktualnie obowiazujaca klasytikacja WHO z 2019 roku obejmuje kilka gléwnych podtypéw
raka zoladka, ktére w pewnym zakresie koreluja z klasyfikacja Laurena. Typ gruczotowy 1
cewkowy odpowiada typowi jelitowemu, a pootly cohesive carcinoma (PCC) - rozlanemu. Poza
tym zawarto w tej klasyfikacji kilka innych kategorii dla rzadszych wariantéw raka. Wada
klasyfikacji WHO jest préba usystematyzowania nowotwordéw opierajaca si¢ gléwnie na
kryteriach patomorfologicznych. W erze leczenia ukierunkowanego molekularnie oraz

immunoterapii wydaje sig, ze zadna klasyfikacja nowotworow nie bedzie kompletna bez
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zwrocenia szczegolnej uwagl na zaburzenia molekularne 1 genetyczne, ktére stanowia podstawe

wykorzystania terapii celowanych.
7. Receptor HER2

Nadekspresja biatka HER2, oceniania jako HER2 3+ w badaniu immunohistochemicznym
(IHC) lub wysoka amplifikacja genu HER2 w badaniu FISH (fluorescencent in-situ hybridization)
wystepuje u 10-20% pacjentéow z rakiem zoladka [33], [34]. Ekspresja receptora HER2 w raku
zoladka charakteryzuje si¢ duza heterogennoscia i moze by¢ powodem wynikow falszywie
ujemnych w przypadku niereprezentatywnej objetosci tkanki nowotworowej poddawanej ocenie.
Dotyczy to szczegdlnie materiatu uzyskanego z biopsji guza pierwotnego, ktoéry w przypadku
uogolnienia procesu nowotworowego moze by¢ jedynym dostegpnym materialem[35]. W tym
przypadku, przy nieadekwatnej ilosci pobranych wycinkéow (= 5) [36], rozbiezno§¢ moze by¢
istotna 1 dochodzi¢ do 9% [37]. Majac na uwadze istotna korzys$¢ uzyskiwana z leczenia
skierowanego przeciw receptorowi HER2 uzasadnione jest powtarzanie biopsji na dalszych
liniach leczenia u pacjentéw wyjsciowo HER2 ujemnych [38]. W Polsce leczenie anty-HER2 jest
jednak refundowane wylacznie w ramach 1. linii leczenia zaawansowanego, HER2-dodatniego

raka zotadka.
8. Ekspresja PD-L1

Immunoterapia juz dzisiaj jest bardzo istotnym elementem terapii onkologicznej, a wszystko
wskazuje, ze jej rola, rowniez w leczeniu raka zoladka, bedzie szybko rosta. Niedawno
opublikowane wyniki badania CheckMate 649[39] pokazaly, ze dolaczenie niwolumabu
(przeciwciato anty-PD1) do standardowej chemioterapii wiaze si¢ z 30% zmniejszeniem
wzglednego ryzyka zgonu w populacji chorych ze wskaznikiem CPS= 5, co stanowi okoto 60%
chorych. Pomimo tego istnieja pewne kontrowersje w zakresie definicji optymalnych
predykeyjnych czynnikéw dla tej formy leczenia. Jako przydatne parametry predykcyjne
wskazujace na potencjalng korzy$¢ z immunoterapii wymienia si¢ uszkodzenie genéw naprawy
DNA (MMR, mismatch repair) wigzace si¢ z wysokim poziomem niestabilnosci mikrosatelitarne;j

(MSI, microsatelite instability) oraz ekspresje PD-L1 (Programmed Death Ligand-1).

Uszkodzenie genéw naprawy DNA - dMMR (m.in. MSH2, MI.LH1, PMS2, MSHO6) oraz
konsekwencja nieprawidiowej funkcji tych gendw, czyli wysoki status niestabilnosci
mikrosatelitarnej (MSI-H) wskazuje na wysoka immunogennos¢ komoérek nowotworowych i

wysoka, spodziewana aktywnos$¢ immunoterapii[40]. Ocena stanu genéw MMR ma szczegdlne
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znacznie w przypadku terapii kolejnych linii, gdzie badania wykazaly na wysoka skutecznosé

immunoterapii w przypadku pacjentéw z dMMR niezaleznie od rodzaju nowotworu[41].

W przypadku raka zotadka istotne jest rGwniez oznaczenie statusu ekspresji PD-L1 oraz
pochodnego parametru CPS (Combined Positive Score)[42], ktéry poza ekspresja PD-L1 na
komorkach nowotworowych uwzglednia réwniez ekspresje tego biatka na komorkach limfocytéw
1 makrofagdw. Wysoka ekspresja CPS jest warunkiem niezbednym dla stosowania immunoterapii

w plerwszej linii leczenia raka zoladka.
9. Leczenie uogdlnionego raka zoladka

Ogromny postep jaki si¢ dokonal w ciagu ostatnich dwoch dekad w zakresie leczenia raka
zoladka na wszystkich jego stopniach zaawansowania jest bezdyskusyjny. W podreczniku

onkologii klinicznej [43] wydanym w 1985 roku temu tematowi poswi¢cono dwa zdania

»(+--) S3 to nowotwory catkowicie promieniooporne i wszelkie proby w tym zakresie zawiodly.
Leczenie srodkami chemicznymi, jak dotad (1982 — przyp. doktoranta), nie przyniosly istotnych
rezultatow — poza przejSciowa poprawa uzyskiwang w cz¢sci przypadkéw leczonych 5-

fluorouracylem (...)

Aktualnie ilo§¢ opciji terapeutycznych jest nieporownywalnie wigksza, ale w przypadku
uogolnienia raka zoladka lub jego permanentnej nieoperacyjnosci, pozostaje on choroba
nieuleczalng. Celem paliatywnego leczenia systemowego jest wydluzenie czasu przezycia
calkowitego (OS, overall survival) oraz poprawa jako$ci zycia. W ciagu ostatnich kilku dekad
udato si¢ poprawic¢ rokowanie chorych na zaawansowanego raka zoladka o potowe z mediang
OS wynoszaca okoto 11 miesigcy. [39], jednak nadal wyniki te s dalece niesatysfakcjonujace, w
poréownaniu chociazby do postepu jaki si¢ dokonal w tym samym okresie w przypadku

zaawansowanego raka jelita grubego.

W momencie pisania niniejszego opracowania obowigzujacym standardem paliatywne;
chemioterapii jest stosowanie schematu dwulekowego opartego o pochodne platyny i
fluoropirymidyny. Biorac pod uwage kwestie toksycznosci 1 wygody dla pacjentéw optymalne
wydaje si¢ stosowanie schematéow XELOX (oksaliplatyna, kapecytabina) lub FOLFOX
(oksaliplatyna, 5-fluorouracyl). W kazdym przypadku konieczna jest tez ocena odpowiednich
czynnikow predykeyjnych, aby w razie ich obecnosci do powyzszego dubletu doda¢ przeciwciato
anty-HER2 — trastuzumab, lub anty-PD-1 — niwolumab. Na chwil¢ obecna, w polskich
warunkach refundacyjnych niwolumab w pierwszej linii raka Zzoladka nie jest dostepny, a

stosowanie trastuzumabu jest ograniczone przez zapisy programu lekowego Narodowego
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Funduszu Zdrowia. Program lekowy umozliwia bowiem zastosowanie trastuzumabu jedynie w
polaczeniu z wysoce toksyczng, dwulekows chemioterapia, ktéra moze nie by¢ optymalna w

przypadku pacjentéw z suboptymalnym stanem ogolnym.

Leczenie onkologiczne nigdy nie moze by¢ uznane za kompleksowe, jezeli poza
przeciwnowotworowym leczeniem systemowym nie bedzie réwniez obejmowaé postepowania
wspomagajacego. Rak zoladka, z uwagi na swoéj charakter 1 umiejscowienie, juz na wczesnych
etapach choroby moze by¢ powodem wystapienia niedozywienia i powaznych zaburzen natury
psychologicznej. Z tego powodu niezmiernie istotne jest holistyczne podej$cie do pacjenta oraz
stosowanie odpowiednich interwencji zywieniowych i psychologicznych o charakterze i
intensywnosci dopasowanej do aktualnej sytuacji klinicznej. Udowodniono to, co zreszta nie
powinno budzi¢ zdziwienia, w badaniu na grupie 328 pacjentdéw z zawansowanymi nowotworami
gornego odcinka przewodu pokarmowego. Wlaczenie odpowiednio wezesniej dostosowanych do
pacjenta interwencji w zakresie zywienia, jak rowniez optymalnej opieki psychologiczne;
zaowocowalo istotng poprawa czasu przezycia catkowitego (14,8 vs 11,9 miesi¢cy, HR 0,68, 95%
CI 0,51-0,9)[44]. Podobna skala poprawy OS obserwowana jest w badaniach nad najnowszymi
strategiami leczenia chorych na raka zoladka, jednak koszt tych nowych terapii jest

nieporéownywalnie wickszy niz nawet najlepszego postepowania wspomagajacego.

Pomimo olbrzymiego postepu w zakresie zaréwno zrozumienia biologicznych podstaw
raka zoladka, jak i losci dostgpnych opcji terapeutycznych, chemioterapia nadal pozostaje
podstawowa forma leczenia tego nowotworu i jest rutynowo stosowana u kazdego pacjenta, ktory

kwalifikuje si¢ do leczenia systemowego.

Nalezy podkresli¢, ze autor cytowanego powyzej podrecznika onkologii klinicznej z 1985
roku nie mylit si¢ co do 5-fluorouracylu (5-FU). Duisiaj, po 40 latach, lek ten, jak i pozostate
pochodne z grupy fluoropirymidyn sa nadal rutynowo wykorzystywane w terapii chorych na raka
zoladka, aczkolwiek skuteczno$¢ tej grupy lekéw w monoterapii jest umiarkowana. W najstarszej
(1962 r.), dostepnej autorowi publikacji dotyczacej wykorzystania 5-FU w leczeniu raka
zoladka[45], opisano stosowanie tego leku u 250 pacjentéw leczonych w Instytucie
Eksperymentalnej i Klinicznej Onkologii Akademii Nauk Medycznych ZSRR. Autorzy stwierdzili
wowczas, ze dobre efekty, definiowane jakosciowo jako regresja guza (bez podania skali tej
regresji) i poprawa stanu ogolnego, byla obserwowana u 50% pacjentéw, a czasy przezycia w
grupie pacjentow z choroba uogélniona wyniosty 4-6 miesi¢cy. Niezwykly, z dzisiejszego punktu

widzenia, byl schemat dawkowania stosowanych w tamtym badaniu — pacjenci otrzymywali 15
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mg/kg (maksymalna dawka 1 gram) 5-FU dziennie przez 4-5 dni, nastepnie 50% tej dawki co

drugi dzien do momentu wystapienia pierwszych dziatan niepozadanych.

Doustne pochodne fluoropirymidyn, takie jak kapecytabina i, niedostepny w Polsce, S-1,
charakteryzuja si¢ podobna skutecznoscig [40], [47], ktora w najbardziej aktualnych badaniach
oznacza mediany OS na poziomie okolo 9 miesigcy. Przy zblizonej skutecznosci do 5-
fluorouracylu, leki te charakteryzujq si¢ jednak wyzsza wygoda dla pacjentéw, gdyz z uwagi na

swoja doustna forme nie sq konieczne przedtuzone wlewy dozylne.

Dane dotyczace skutecznosci monoterapii dostgpne sa rowniez dla innych cytostatykow,
takich jak docetaksel [48]i irynotekan[49]. Leki te, jakkolwiek o udowodnionej skutecznosci 1
potwierdzonym wplywie na czas przezycia rzadko s3 stosowane w formie monoterapii w
pierwszej linii leczenia uogdlnionego raka zoladka. Mozna je natomiast rozwazy¢ jako
samodzielne leczenie u pacjentéw w gorszym stanie ogolnym, lub jako opcja na dalszych etapach

terapii.

Kolejnym znaczacym krokiem w ewolucji systemowego leczenia raka zoladka byto
zastosowanie chemioterapii wielolekowej. Celem takiego postgpowania jest uzyskanie
synergistycznych korzysci bez proporcjonalnego wzrostu toksycznosci. Przez lata zostalo
przetestowanych wiele kombinacji. W opublikowanej w 1979 roku pracy przegladowej [50]
opisano niezadowalajace efekty leczenia schematem FAMT (5-FU, cyklofosfamid, mitomycyna C,
chromomycyna A). Schemat, niewatpliwie bardzo toksyczny, taczyl si¢ z medianami OS na
poziomie 9 miesigcy, a wige zblizonych do tych jakie wspdlczesnie uzyskuje si¢ przy pomocy
monoterapii. Dodatkowo autorzy analizowali tam tylko pacjentéw, ktorzy mieli leczenie
podawane przez co najmniej 4 miesiace. Ten brak zastosowania zasady I'TT (intention to treat)
mébgl dodatkowo sztucznie wydtuzyé obserwowane czasy przezycia. Chociaz pierwsze proby
kojarzenia lekow cytotoksycznych nie byly zadowalajace, to dzisiaj wiadomo, ze

polichemioterapia jest skuteczng 1 bezpieczna opcja terapeutycznag w uogolnionym raku zotadka.

Wspolczesnie wydaje sie, ze najistotniejszy synergizm uzyskuje si¢ ze skojarzenia 5-
fluorouracylu i pochodnych platyny, ktore po raz pierwszy wykorzystano w medycynie w 1978

roku.

Wszystkie opracowane kombinacje obu grup lekéw (cisplatyna/oksaliplatyna, 5-
FU /kapecytabina) charakteryzuja si¢ podobna skutecznoscia, co postednio wykazano w
przelomowym badaniu Cunninghama z 2008 roku[51]. Poréwnano w nim 4 najczesciej

stosowane w tym okresie schematy oparte albo o oksaliplatyng (EOX — epirubicyna,
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oksaliplatyna, kapecytabina, EOF — epirubicyna, oksaliplatyna, 5-FU) albo cisplatyng¢ (ECX —
epirubicyna, cisplatyna, kapecytabina, ECF — epirubicyna, cisplatyna, 5-FU). Mediany OS
wyniosty 9,9 miesiaca, 9,9 miesiaca, 9,3 miesiaca oraz 11,2 miesigca, odpowiednio dla ECF, ECX,
EOF i EOX. Trend w kierunku poprawy OS w przypadku schematu EOX nie byl jednak istotny
statystycznie. Na podstawie tego oraz pozniejszych badan wydaje sig, ze dublet zawierajacy
oksaliplatyne 1 kapecytabing jest optymalny z punktu widzenia zaréwno skutecznosci, jak i

wygody dla pacjenta.

W prezentowanym powyzej badaniu Cunninghama poréwnywano rézne schematy
tréjlekowe na ktorych przez pewnie czas opieralo si¢ leczenie uogélnionego raka zoladka. W
przypadku schematu ECF wczesne badania poréwnujace go ze schematem FAMTX (5-FU,
doksorubicyna, metotreksat) wykazaly jego wyzsza skutecznoscia (OS 8,9 vs 5,7 miesi¢cy)[52]. W
tym przypadku korzy$¢ wynikata jednak najprawdopodobniej z zastosowania cisplatyny, a nie
kombinaciji tréjlekowej z epirubicyna, w przypadku ktorej, pdzniejsze metaanalizy wykazaty brak
istotnej aktywnosci w raku zoltadka. Inaczej sprawa ma si¢ z chemioterapia DCF/mDCEF, innym
popularnym schematem z tego okresu, gdzie wszystkie, zastosowane w tym schemacie, leki majg
udowodniong aktywnos$¢ w odniesieniu do raka zoladka 1 zawieraja si¢ w aktualnym standardzie
leczenia tego nowotworu. W badaniu TAX-325 poréwnujacym schemat tréjlekowy (docetaksel,
cisplatyna, 5-FU) z dwulekowym (cisplatyna, 5-FU) wykazano istotne wydluzenie OS po
zastosowaniu schematu tréjlekowego jednak kosztem wysokiej toksycznosci [53]. Niestety dalsze
badania klinicznie 1 metaanalizy nie potwierdzily, zeby zastosowanie tak agresywnego leczenia
systemowego prowadzito do istotnej poprawy rokowania chorych na zaawansowanego raka
zoladka i na dzisiaj optymalnym postepowaniem w leczeniu paliatywnym pozostaja schematy

dwulekowe[54].

Podobnie jak w przypadku wielu innych nowotwordw, rowniez w leczeniu raka zotadka
probuje sie optymalizowac 1 personalizowac leczenie systemowe, poprzez zmniejszanie roli
nieswoistego leczenia opartego na chemioterapii na rzecz terapii ukierunkowanych na
zdefiniowane cele molekularne. Istotnymi biomarkerami uzywanymi w tej sytuacji, jak juz

wczesniej wspomniano, sa receptory HER2 oraz PD-L1, jak rowniez niestabilnos¢

mikrosatelitarna (MSI).

W przypadku 10-20 % chorych na uogélnionego raka zotadka, u ktérych stwierdza sie
nadekspresj¢ receptora HER2 postgpowaniem z wyboru w ramach 1. linii leczenia jest
skojarzenie standardowej chemioterapii z przeciwcialem anty-HER2 — trastuzumabem. Korzys$c¢ z

zastosowania takiej terapii udowodniono w badaniu III fazy TOGA, gdzie w grupie 692 chorych
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dofaczenie do standardowej chemioterapii trastuzumabu pozwolito na poprawe OS o 26 % ( HR

0,74, 95% CI 0,60-0,91)[55].

Najwicksza innowacja ostatnich lat jest wprowadzenie immunoterapii opartej o inhibitory
punktéw kontrolnych do pierwszej linii leczenia raka zotadka. Uprzednio ta forma terapii
stosowana byla sporadycznie w p6zniejszych liniach leczenia, w przypadku potwierdzenia
uszkodzenia genéw naprawy DNA (dMMR/MSI-H). Leczenie to, w literatutze anglojezyczniej
nazywane agnostycznym, charakteryzowalo si¢ wysoka skutecznoscia i przy zastosowaniu
monoterapii pembrolizumabem umozliwialo uzyskanie klinicznie istotnych odpowiedzi nawet u
silnie przeleczonych pacjentéw (ORR 45,8 % (25,6% to 67,2%)). Zasadno$¢ stosowania
immunoterapii w pierwszej linii leczenia raka zoladka potwierdzito badania CheckMate 649(39],
w ktorym skojarzenie klasycznej chemioterapii dwulekowej z przeciwcialem anty-PD1
(niwolumab), poprawilo znamiennie OS o okoto 30% (HR 0,71 95%CI 0,59-0,86) przy
medianach OS 11,1 miesiaca (chemioterapia) i 14,4 (chemioterapia+niwolumab) Korzys¢ z
zastosowanego leczenia ograniczala si¢ do pacjentéw z wyjsciowg ekspresja CPS >5, co
odpowiadato ok 60% populacji. Jakkolwiek terapia ta charakteryzowala si¢ wyzsza toksycznoscia
niz samodzielna chemioterapia (CTC AE G3 59 vs 44%) to zasadnos¢ zastosowania tego leczenia

w praktyce klinicznej wydaje si¢ bezdyskusyjna.

Nalezy jednak zwrdcié uwage, ze dostepne wyniki badan wskazuja, iz immunoterapia w
przypadku raka zoladka wydaje si¢ by¢ mniej aktywna niz w klasycznych nowotworach
immunogennych, takich jak czerniak, rak urotelialny czy rak nerki. W badaniu Keynote 062, gdzie
poréownano skutecznos¢ immunochemioterapii z chemioterapia 1 samodzielna immunoterapia,

nie wykazano znamiennej poprawy OS w ramieniu z immunochemioterapia w poréwnaniu do

samej chemioterapii (HR 0,85, 95% CI, 0,70-1,03)[56].
10. Podloze immunologiczne raka zoladka

Uklad immunologiczny ma wplyw zaréwno na powstawanie nowotworow, jak rowniez ich
dalszy przebieg. Mimo, ze stwierdzenie to nie budzi watpliwosci, nadal nie udalo si¢
jednoznacznie okresli¢ 1 zdefiniowac charakteru tej zalezno$ci. Pewnym jest jednak, Ze stan
zapalny ma wplyw na kazdy etap karcynogenezy — od inicjacji, przez transformacje
nowotworows, poczatek inwazji miejscowej, do przerzutowania [57]. Uklad immunologiczny,
bedacy niewatpliwie wspotodpowiedzialny za postep karcynogenezy, w rownym stopniu jej
przeciwdziala. Obecne na komérkach nowotworowych specyficzne antygeny nowotworowe
(TSA, tumor-specific antigen) oraz znajdujace si¢ réwniez w zdrowych komérkach antygeny

zwigzane z nowotworem (TAA, tumor associated antygen), ktérych nadekspresja wywolana jest
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mutacjami zachodzacymi w kolejnych etapach karcynogenezy, sa wylapywane i rozpoznawane
przez komoérki dendrytyczne[58]. Nastepnie antygeny te prezentowane sa w weztach chlonnych
dziewiczym limfocytom T CD4+ 1 CD8+, ktére odpowiedzialne sq za etap efektorowy
antygenowo-swoistej odpowiedzi przeciwnowotworowej [59]. Zaproponowano, ze ucieczka
komérek spod nadzoru immunologicznego przebiega w mechanizmie immunoedycji [60]. W
fazie eliminacji uktad odpornosciowy niszczy powstajace komorki nowotworowe. W fazie
réwnowagl wystarczajaca ilos¢ komoérek guza pozostaje, aby zachowac jego wielkos¢, ale nie
zachodzi dalsza progresja. Niezamierzenie, uktad odpornosciowy niszczy wtedy glownie bardziej
immunogenne komorki guza, pozostawiajac te, ktore w mniejszym stopniu rozpoznawane beda
na dalszych etapach karcynogenezy. W fazie ucieczki komoérki niewrazliwe na naturalne
mechanizmy obronne organizmu proliferuja i naciekajq sasiednie tkanki, a wreszcie rozsiewajq si¢.
Komoérki guza mogg unika¢ nadzoru immunologicznego w réznych mechanizmach. Poprzez
zmniejszanie ekspresji TSA 1 TAA na powierzchni, zmniejszaja swoja widocznosé dla komoérek
dendrytycznych[61]. Moga rowniez doprowadza¢ do zahamowania funkcji uktadu
odpornosciowego przez wydzielanie odpowiednich cytokin o dziataniu immunosupresyjnym [62].
Komorki guza moga rowniez blokowac limfocyty T w mechanizmie swoistym, przez ekspresje na
swojej powierzchni biatka PD-L1. Biatko to, faczac si¢ receptorami PD-1 na limfocytach

doprowadza do neutralizacji potencjatu cytotoksycznego limfocytow T CD8+ [63].

Rola ukladu odpornosciowego i zwigzanego z nim stanu zapalnego nie koficzy si¢ na etapie
ucieczki nowotworu spod kontroli ukladu immunologicznego. Na dalszych etapach
karcynogenezy przetrwaly stan zapalny, na przyklad zwiazany z infekcja H. pylori zwigksza
tempo proliferacji|64]. Na etapie inwazji komdrek nowotworu na sasiednie tkanki nadekspresja
prozapalnej metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej typu 9 ( MMP-9), enzymu
degradujacego typ IV kolagenu, istotnie ulatwia naciekanie sasiednich struktur[65]. Podobnie w
przypadku angiogenezy, elementu w kaskadzie karcynogenezy, istotny jest w niej udzial uktadu
odpornosciowego. Podczas ostrej fazy reakcji zapalnej pobudzone przez VEGF (vascular
endothelial growth factor) komorki srédblonka naczyniowego umozliwiaja szybsze
przechodzenie przez nie monocytdéw 1 makrofagdw, ktére wydzielajac cytokiny prozapalne (TNF-

a, IL1b, IL-6) indukuja tworzenie nowych naczyi krwionosnych[66].
11. Markery morfologiczne stanu zapalnego

Biorac pod uwagg, ze rézne komoérki uktadu odpornosciowego w odmienny sposéb wplywaja na
karcynogeneze, ocena interakcji pomiedzy nimi moze dostarcza¢ istotnych informacji

dotyczacych ich roli w zaawansowanej chorobie nowotworowej [67]
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Neutrofile s3 uwazane za gléwny element stanu zapalnego. W nowotworach ich wysoki poziom
uwazany jest za negatywny czynnik prognostyczny. Wytwarzana przez nie elestaza, enzym
degradujacy elastyne, promuje inwazje komoérek nowotworowych, angiogeneze i proliferacje [68].

Neutrofile odpowiadajq tez za supresje limfocytéw T poprzez ekspresje PD-1.1{69].

Udowodniono, ze wysoki poziom krazacych limfocytéw, jak rowniez obecnych w tkance guza,
koreluje z lepszym rokowaniem. Limfocyty CD8+, wzbudzone i aktywowane przez komorki
prezentujace antygen, odpowiadajq za bezposrednie niszczenie komodrek nowotworowych[70].
Limfocyty CD4+, poza pobudzaniem limfocytéw T, aktywuja réwniez makrofagi i limfocyty NK

oraz zwigkszaja immunogenno$¢ nowotworow [71]
12. Przestanki do podjecia badan

Analizy przeprowadzone w ramach omawianego cyklu publikacji opieraly si¢ na zatozeniu, ze
parametry morfotyczne oceniane w rutynowym badaniu morfologii krwi obwodowej moga
odzwierciedla¢ stan uktadu immunologicznego u chorego na zaawansowanego raka zotadka.
Dostepne dane literaturowe potwierdzaja istnienie takich zaleznosci w odniesieniu do
neutrofilow|[72], limfocytow|73], jak rowniez plytek krwi[74] u pacjentéw z réznymi

nowotworami.

Morfologia krwi obwodowej jest rutynowo wykonywana przed rozpoczeciem kazdego cyklu
leczenia cytotoksycznego. Liczne badania udowodnily jednoznacznie, ze parametry uzyskane w
tym badaniu, poza niewatpliwa wartoscia wynikajaca z oceny bezpieczefistwa terapii, sa rowniez

skorelowane z czasem przezycia pacjentow.

Poza podstawowymi parametrami, takimi jak liczba neutrofili czy limfocytéw, w analizach
przeprowadzonych przez inne grupy badawcze wykorzystywano rowniez stosunki tych
parametréw. Postepowanie takie ma na celu zwigkszenie wartosci prognostycznej markera przez
poréownanie dwoch parametrow o przeciwstawnym wplywie. W literaturze przedmiotu znajduja
si¢ liczne pochodne parametry, takie jak: stosunek neutrofili do limfocytéw[75] (NLR, neutrophil
to lymphocyte ratio), plytek krwi do limfocytow([76] (PLR, platelets to lymphocytes ratio),
hemoglobiny do plytek krwi [77](HPR, hemoglobin to platelets ratio) czy objetosci ptytek do ich
liczby [78](PVPR, platelets volume to platelets ratio). Z uwagi na brak jednej, uznanej nazwy dla
tych parametréw, w niniejszej publikacji przyjeto dla takich parametréw termin ,,markery stanu

zapalnego”

NLR jest chyba najbardziej znanym z tych markeréw. Dobér parametréw ma tutaj pozwolié

na ocen¢ dwoch przeciwstawnych zjawisk; liczba limfocytéw odnosi si¢ do antygenowo-swoiste;j
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odpowiedzi (komodrkowej 1 humoralnej), a liczba neutrofilii odzwierciedla stan antygenowo-
nieswoistych mechanizméw immunologicznych. Dokladnos¢ tego markera oceniono w licznych
badaniach, jak réwniez w agregujacych je metaanalizach. W jednej z nich oceniono, w grupie 3357
pacjentow z rakiem nerkowokomoérkowym, ze wysoki poziom wyjsciowego NLR przekladal sie

na istotnie krétszy OS (HR = 1,82; 95%CI 1,51-2,19)[72].

Pozostale markery sq zdecydowanie mniej popularne, a dane dotyczace ich doktadnosci, poza
PLR[79], szczatkowe, jednakze wszystkie opieraja si¢ na podobnej zasadzie. Jezeli przyjaé, ze
rézne parametry morfotyczne zwiazane sa z nietozsamymi elementami kaskady procesu

zapalnego, to moga one uzupetnia¢ NLR.
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IV CEL PRACY

Celem ponizszych publikaciji byla préba okreslenia nowych i weryfikacja znanych
czynnikow prognostycznych i predykeyjnych u chorych na zaawansowanego raka zoladka.
Pomimo olbrzymiego postepu, ktory nastapil w ostatnich latach, rak zotadka pozostaje choroba
o bardzo ztym rokowaniu, a stosowane w nim terapie charakteryzuja si¢ duza toksycznos$cia. Stad
mozliwos¢ okreslenia rokowania przed rozpoczeciem leczenia, jak rowniez zdefiniowanie ryzyka
niepowodzenia juz po jego rozpoczeciu sg niezmiernie istotne z punktu widzenia zycia 1 zdrowia

pacjentow.

Przedstawiona praca stanowi cykl dwoch publikacii, ktérych celem byta analiza markerow
stanu zapalnego ocenianych w badaniu morfologii krwi obwodowej oraz zastosowanie tak
zebranych informacji, jako tatwo dostepnego narzedzia stuzacego ocenie ryzyka niepowodzenia

leczenia systemowego u chorych onkologicznych.

W pierwszej publikacji analizowano czynnik prognostyczne przed rozpoczeciem
chemioterapii. Celem artykutu “Combined Neutrophil-to-Lymphocyte and Platelet-Volume-to-
Platelet Ratio (NLR and PVPR Score) Represents a Novel Prognostic Factor in Advanced
Gastric Cancer Patients” byta analiza wyjsciowych wartodci parametréw morfotycznych we krwi
obwodowej, a nastegpnie ocena ich korelacji z czasem przezycia catkowitego i czasem wolnym od
progresji. W analizie wykorzystano takie markery stanu zapalnego jak NLR, PVPR, PLR, HPR
oraz PDW (platelets distribution width). Celem pracy byla rowniez ocean wspotzaleznosci
pomiedzy tymi czynnikami oraz po potwierdzeniu braku wspélliniowosci, préba ich tacznego

zastosowania.

W drugiej publikacji ,,Reduction of Cancer-Induced Thrombocytosis as a Biomarker of
Improved Outcomes in Advanced Gastric Cancer” analizowano dynamike zmian poziomu plytek
krwi w pierwszych 12 tygodniach leczenia systemowego. Celem tej publikacji bylo weryfikacja czy
glebokosc¢ spadku liczby plytek krwi pod wplywem chemioterapii moze by¢ uznany za
pozytywny czynnik predykcyjny oraz czy zastosowanie takiego parametru w praktyce jest

uzasadnione z klinicznego punktu widzenia.
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V MATERIALY Il METODY BADAWCZE

1. Materiat

Badania przeprowadzone w ramach niniejsza pracy mialy charakter retrospektywny i zostaty
zaakceptowane przez komisje bioetyczna Uniwersytety Jagiellonskiego. Badania zostaly
przeprowadzone zgodnie z Deklaracja Helsinska. Uzyskanie zgody §wiadomej nie bylo wymagane
z uwagi na retrospektywny charakter badania. Analizowani byli wszyscy pacjenci leczeni z
powodu uogdlnionego lub nieoperacyjnego raka zoladka w Oddziale Klinicznym Onkologii
Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie w latach 2012 - 2019. Z wyjsciowej grupy 526 pacjentéw z
rozpoznanym rakiem zoladka do dalszej analizy wybrano 155 pacjentéw z rozpoznaniem
choroby zaawansowanej (rozsianej lub nieoperacyjnej). Mediana OS wyniosta 10,6 miesiaca, a
czas mediana PFS - 5,5 miesiaca. Dane dotyczace wyjsciowej charakterystyki pacjentéw znajduja

sie w tabeli 1
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Tabela 1. Charakterystyki podstawowe

Zmienna n q2 (q1-q3) min-max

Wiek 155 62 (56-70) 32-82

(O] 102 324 (191,25-474) 65-1602

PFS 154 158 (84,75-239) 8-880

NLR 151 3,26 (2,2-5,06) 0,79-13

PVPR 143 0,34 (0,24-0,46) 0,11-1,28

PLR 152 203,21 (139,11-279,42) 52,09-938,24

HPR 154 0,37 (0,27-0,53) 0,10-1,79

PDW 144 11,85 (10,67-13,53) 8,4-20,9

Zmienna Kategorie n %

Plec mezczyzna/kobieta  109/46 70,3/29,7

ECOGt 0/1/2/NR 24/92/31/8 15,5/59,4/20/5,2
Stopien ztosliwosci 1/2/3/4/NR 3/30/78/1/43 1,9/19,4/50,3/0,6/27,7
Ekspresja HER2 0-2/3/NR 85/16/54 54,8/15,8/34/8
Uprzednia terapia radykalnaj nie/tak/NR 41/114/3 26,5/73,5/1,9
Uprzednia gastrektomia 0/1/NR 87/63/5 56,1/40,6/3,2
Przerzuty (kosci) nie/tak /NR 141/10/4 91/6,5/2,6

Przerzuty (watroba) nie/tak /NR 98/52/5 63,2/33,5/3,2
Przerzuty (ilos¢ okolic) 0/1/2/3/NR 21/91/27/10/6 13,5/58,7/17,4/6,5/3,9
Rodzaj chemioterapiiA 1/2/3/4* 19/59/62/15 12,3/38,1/40/9,7

A —1-terapia 1-lekowa, 2-terapia 2-lekowa, terapia 3-lekowa, 4-trastuzumab-+chemioterapia. $ Chemioterapia uzyta

jako leczenia radykalne przed rozsiewem (np. schemat wg Macdonalda) f- Stan sprawnosci (Eastern Cooperative

Oncology Group) NR-brak danych.
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Chemioterapia paliatywna byla pierwszym leczeniem systemowym dla 73,5% pacjentow. W
przypadku 26,5% wczesniej zastosowano leczenie systemowe jako cze$¢ leczenia radykalnego.
Najczesciej byly to radiochemioterapia wg schematu Macdonald lub chemioterapia

okolooperacyjna wg réznych schematéw (najczesciej XELOX lub FLOT).

Charakter stosowanej chemioterapii zmienial si¢ w réznych okresach objetych analiza. W
pierwszym okresie (2012- 2015) dominowaly schematy tréjlekowe (EOX, mDCF), a w drugim
okresie (2015-2019) — schematy dwulekowe (gléwnie XELOX). Mniejszos$¢ chorych otrzymalo
schematy jednolekowe (irynotekan, paklitaksel) w pierwszej linii leczenia, co wynikato nie tyle z
obowigzujacych wytycznych, co z niezadowalajacego stanu sprawnosci tych pacjentow. U

pacjentow z nadekspresja HER2 (10,3%) stosowano schematy leczenia zawierajace trastuzumab.

2. Parametry opisowe

Podstawowymi zmiennymi zaleznymi w badaniu byl czas przezycia catkowitego oraz czas
przezycia wolny od progresiji. W pierwszej publikacji OS definiowano jako czas od rozpoznania
uogolnionego procesu nowotworowego do zgonu. W drugiej publikacji przyjeto za definicje OS
czas od 1 cyklu chemioterapii do zgonu. Obie te definicje sq poprawne, ale w drugim artykule
uznano, ze przyjecie za punkt wyjscia analizy OS momentu rozpoczecia pierwszego cyklu leczenia
jest bardziej wiarygodne, poniewaz usuwa dodatkowy czynnik zakl6cajacy jakim jest czas od
rozpoznania choroby do wlaczenia leczenia. Na ten czas moze wplywa wiele czynnikow, takze
niemedycznych. PES definiowany byl w obu przypadkach jako czas od poczatku leczenia do
progresiji lub zgonu. Jako zmienne niezalezne przyjeto wszystkie opisane powyzej markery stanu
zapalnego oraz inne czynniki, ktére wybrano na podstawie dostepnych danych literaturowych, a
ktére mogly mie¢ wpltyw na OS i PES. Nalezy tutaj wymieni¢ stan sprawnosci, oceniany w skali
Zubroda (ECOG), stopien ztosliwosci (grade), rodzaj uprzedniego leczenia radykalnego czy
wreszcie rodzaj zastosowanej chemioterapii paliatywnej. Z uwagi na mnogo$¢ stosowanych
schematow leczenia zmienna ta przyjeto jako kategoryczna (chemioterapia 1,2,3 lekowe oraz

oparta o trastuzumab)

3. Analizy statystyczne

Analizy statystyczne przeprowadzane byly w SPSS wersja 27 (IBM corporation, Armonk,

NY, USA) oraz w R (Development Core Team, Vienna, Austria, version 4.0.4). Jako poziom
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istotnosci statystycznej przyjeto wartos$¢ 0,05. Z uwagi na eksploracyjny charakter badan nie
stosowano poprawki dla wielokrotnych testow statystycznych.

Celem wykorzystanych narzedzi bylo okreslenie zaréwno zwiazku pomigdzy okreslonymi
parametrami okreslajacymi status reakcji zapalnej organizmu, jaki i ich wplywu na czas przezycia
calkowitego i czas wolny od progresii.

Krzywa oceny jakosci klasyfikatora (ROC, Receiver Operating Characteristic) zostala
wykorzystana do okreslenia optymalnej warto$ci odcigcia badanego parametru zapalnego
traktowanego jako wartos¢ ciggla, przy dychotomizowanej medianie czasu przezycia jako
zmiennej stanu. Krzywa ROC jest graficznym przedstawieniem efektywnosci pewnego modelu
predykeyjnego poprzez wykreslenie charakterystyki jakosciowej klasyfikatoréw binarnych
powstatych z modelu przy zastosowaniu wielu réznych punktéw odciecia[80]. Optymalny punkt
odcigcia wybierano przy pomocy indeksu Youdena[81]. W przypadku braku istotnosci
statystycznej analizy ROC jako punkt odcigcia przyjmowano mediang wartosci danego parametru.

Wspotczynnik korelacja rang Spearmana|82] zostala zastosowana od okreslenia
charakteru 1 nasilenia wspolzaleznosci pomiedzy réoznymi parametrami zapalnymi. Wspotczynnik
ten jest nieparametrycznym odpowiednikiem korelacji Pearsona, okreslajacym charakter
monotonicznej zalezno$ci pomiedzy zmiennymi losowymi. Moze on przyjmowac wartos¢ od -1
do 1, gdzie bezwzgledna wielko§¢ wspolczynnika okresla sile¢ korelacii, a znak jej kierunek.
Wspotzaleznosé dychotomizowanych parametréw zapalnych zostata dodatkowo potwierdzona
obliczeniem wspolczynnika kappa Cohena[83]. Wspolczynnik ten pozwala na oceng rzetelnosci
oceny danego parametru przez dwoch niezaleznych sedziéw. W tym przypadku oceniano czy
dany parametr zapalny po kategoryzacji w odmienny sposoéb przewidywac bedzie czas przezycia.
Roznice median zostaly porownane przy pomocy testow nieparametrycznych: rang Wilcoxona i
Kruskalla-Wallisa.

Analiza przezycia Kaplana-Meiera zostala uzyta do obliczenia mediany OS 1 PFS oraz do
wizualizacji krzywych przezycia dla dychotomizowanych parametréw zapalnych[84].

Podstawowym narzedziem statystycznym w obu publikacjach byla regresja
proporcjonalnego hazardu Coxa. Jest to semiparametryczny model bez zdefiniowanej bazowej
funkcji ryzyka, ktory odkresla prawdopodobienistwo osiagnigcia punktu koficowego przy dane;j
warto$ci zmiennej niezaleznej. Dodatkowo pozwala on przyjac¢ do obliczen obserwacje w
ktérych nie osiggnicto punktu koficowego, co jest szczegdlnie pomocne przy braku pelnych
danych dotyczacych przezycia. Wszystkie koficowe wnioski pochodzil z modeli wieloczynnikowe;j

regresji Coxa, ktora pozwala oszacowac iloraz ryzyka przy kontroli zmiennych zaktécajacych[85] .
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VI WYNIKI

Publikacje, ktore sktadaja si¢ na ten cykl oparte byly na analizach réznych markerow
stanu zapalnego, ktére mogly by¢ wykorzystane jako czynniki prognostyczne 1 predykcje. Z uwagi
na to, ze jeden artykutl dotyczyl parametréow przed wlaczeniem chemioterapii, a drugi w jej trakcie

wyniki tej sekcji sg rozbite na dwie czg¢sci.

W pierwszej publikacji przeanalizowano dane 155 pacjentéow z uogdlnionym rakiem zotadka,
ktérzy otrzymywali standardowa chemioterapie cytotoksyczna lub chemioterapie w polaczeniu z
leczeniem trastuzumabem w przypadku nadekspresji HER2. Niska liczebno$¢ tej grupy (15
pacjentow) wykluczala stratyfikacje oparta o typ zastosowanej chemioterapii. Z uwagi jednak na
fakt zastosowania zblizonej lub identycznej chemioterapii cytotoksycznej chorych

zakwalifikowano do analizy laczne;.

Wyjsciowo przeanalizowano 5 parametrow (NLR, PDW, PLR, PVPR, HPR), co realnie
odpowiada analizie czterech elementéw morfotycznych — neutrofili (liczba), plytek krwi (liczba,
wielko§¢ komorek, PDW), limfocytow (liczba) i erytrocytéw (stezenie hemoglobiny). Oceniane
wspolezynniki (np. stosunek hemoglobiny do ilosci plytek krwi - HPR) zostaly wybrane na
podstawie dostepnych danych literaturowych. Poza nimi u pacjentéw zebrano standardowe
informacje dotyczace: pacjentéw (ECOG, wiek), nowotworu (stopien ztosliwosci (grade), poziom
ekspresji HER2, miejsce rozsiewu) oraz prowadzonej terapii (wczedniejsze leczenie systemowe o

zalozeniu radyklanym, wykonanie gastrektomii, rodzaj chemioterapii paliatywnej).

Przeprowadzenie analizy wplywu markeréw stanu zapalnego na parametry przezycia
pacjentow wymagalo przyjecia pewnych zalozen. Rzadko w medycynie zaleznos$ci pomiedzy
danymi zmiennymi maja charakter $cisle linowy. Moze to wynika¢ z samej natury danego
czynnika, czego przykladem moze by¢ liczba neutrofili. Teoretycznie mozna zalozy¢, ze wysoka
liczba neutrofilii taczy si¢ z gorszym rokowanie. Gdyby zwiazek ten byl scisle linowy to ze
spadkiem liczby neutrofili obserwowaliby§my poprawe rokowania. W tym przypadku jednak, przy
odpowiednio glebokiej neutropenii, zwicksza si¢ ryzyko infekcji, co moze zaklocic obliczenia 1
ostatecznie by¢ przyczyna nieliniowego przebiegu krzywych hazardu. Dodatkowym problemem
moze by¢ niska liczebno$¢ grup, co zwigksza ryzyko wystapienia wartosci odstajacych, ktore
odbiega¢ beda od zalozonego, liniowego wzorca. Stad podjeto decyzje o dychotomizacii, czyli

podziale na dwie grupy oddzielone pewnym punktem odcigcia.

Celem wyznaczenia optymalnych punktéw odcigcia zastosowano analiz¢ ROC. W metodzie

tej ocenia sig, przy danej wartosci zmiennej niezaleznej, czy zmienna zalezna ma warto$¢ dodatnia
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czy ujemna. Wyjsciowo metoda ta byla uzywana przez wojska amerykanskie do oceny czy echa
radarowe sg japofiskimi samolotami. Problemem z zastosowaniem tej metody w ponizszej pracy
jest brak kategorycznej zmiennej, ktorej jeden z poziomoéw bylby jednoznacznie pozytywny (np.
wyleczenie). Stad jako zmienng stanu przyjeto przekroczenie przez chorego mediany czasu
przezycia. Podejscie to, jakkolwiek nie pozbawione wad, jest cz¢sto stosowane w publikacjach
medycznych. W ten sposob ustalono za optymalny punkt odcigcia NLR réwne 3,99. W
przypadku PVPR podejscie to nie bylo mozliwe z uwagi na brak istotnosci statystycznej analizy.

Zamiast tego przyjeto wartos¢ mediany wynoszaca 0,34.

Pierwszym etapem analizy bylo przeprowadzenie jednoczynnikowej regresji Coxa dla
wybranych zmiennych oceniajacych reakcje zapalna organizmu w odniesieniu do OS 1 PES.
Wykazano tam istotny wplyw poziomu NLR, PVPR i PDW, ale nie PLR czy HPR na czas
przezycia catkowitego. Na tym etapie odrzucono HPR i PLR. Wspotczynnik HPR, oceniajacy
stosunek hemoglobiny do plytek krwi zostal opisany w literaturze[77], ale dane o zasadnosci jego
zastosowania sa skape. Dodatkowo moze nie by¢ on optymalny w analizowanym rozpoznaniu z
uwagi na czeste w tej grupie pacjentow przewlekle krwawienie z guza zoladka. Wynikajaca z tego
niedokrwisto$¢ moze miec istotny wplyw zaréwna na parametry opisujace erytrocyty, jak réwniez
plytki krwi. Parametr PLR ma znacznie mocniejsze poparcie w literaturze i opisuje stosunek
liczby plytek krwi do limfocytéw[79]. Parametr ten nie osiagnal istotnosci statystycznej, co w
opinii autora moze mie¢ charakter przypadkowy i wynika¢ z matej liczebnosci grupy. Wyniki te

zwizualizowano na rycinie 1.
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Rycina 1 Jednoczynnikowa regresja Coxa
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Do dalszej analizy pozostawiono NLR, PVPR i PDW. Przyjeto teze, ze wspodlczynniki te
moga opisywac rozne parametry systemowej reakcji zapalnej, stad na poczatku sprawdzono ich
korelacje¢ testem Spearmana. Analiza wykazala silng korelacj¢ pomigdzy PDW, a PVPR oraz staba
do minimalnej pomiedzy NLR-PVPR i NLR-PDW. Korelacja pomigdzy PDW, a PVPR nie budzi
zdziwienia, poniewaz oba te parametry opisujg zblizone aspekty linii plytkowej. Z tego powodu

pozostawienie obu parametréow w analizie wydawalo si¢ zbedne

Analiza korelacji Spearmana pozwolila na oceng zaleznosci pomiedzy markerami reakcji
zapalnej ocenianej jako zmienne ciagle. Celem potwierdzenia, ze dychotomizacja nie zaburzyla
tych relacji oraz aby potwierdzié, Ze wybrane parametry w istotny sposob réznig si¢ swoimi
przewidywaniami ,obliczono wspoélczynnik kappa Cohena. Test ten okresla stopient zgodnosci

dwukrotnych pomiaréw tej samej zmiennej zaleznej (w tym wypadku OS) przy réznych
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zmiennych niezaleznych (tutaj PVPR i NLR). Wykazano tutaj, ze parametr PVPR charakteryzuje

si¢ mniejsza zgodnoscia z NLR, niz PDW, stad w ostatecznej analizie odrzucono PDW.

Ostatecznym etapem obliczent bylo stworzenie kilku modeli wieloczynnikowej regresji Coxa,
aby potwierdzi¢, ze stwierdzony wplyw na parametry przezycia nie jest wynikiem obecnosci
zmiennych zakldcajacych, takich jak stan sprawnosci czy stosowana chemioterapia. Stworzenie
kilku niezaleznych modeli z r6zng lo$cia zmiennych niezaleznych miato na celu redukeje ryzyka
osiagniecia wynikow falszywie dodatnich wynikajaca z wielokrotnego testowania, jak réwniez
potwierdzi¢ stabilno$¢ oznaczanych ilorazéw hazardu. Wykazano w nich, ze kontrolujac
pozostate parametry, NLR i PVPR stanowig niezalezne czynniki prognostyczne OS. W zakresie
PFS NLR byt istotny statystycznie we wszystkich modelach, a PVPR znajdowat si¢ na granicy
istotnosci. W modelu uwzgledniajacym wszystkie zmienne zakldcajace, pacjenci z wysokim
poziomom PVPR mieli o 44% nizsze ryzyko zgonu (HR = 0,56; 95% CI: 0,33-0,93). W tym
samym modelu wysoki poziom NLR laczyl si¢ z prawie dwukrotnym pogorszeniem rokowania

(HR = 1,95; 95% CI: 1,17-3,24). Wyniki przedstawiono w tabeli 2
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Tabela 2 Wieloczynnikowa regresja Coxa

Model 1*2 Model 2*» Model 3* Model 4*4
oS
n/zdarzen 131/122 133/124 126/117 93/85
Harrell’s C-index (95% CI) = 0,65 (0,59; 0,71) 0,67 (0,61; 0,73) 0,64 (0,58, 0,7) 0,65 (0,58; 0,73)
prHAR 0,269 0,47 0,517 0,274
PVPR 0,66 (0,45-0,98) 0,66 (0,44-0,98) 0,63 (0,41-0,96) 0,56 (0,33-0,93)
NLR 1,74 (1,18-2,57) 1,78 (1,2-2,64) 1,85 (1,23-2,78) 2,02 (1,2-3,37)
PFS
n/zdarzen 130/125 132/127 125/120 92/87
Harrell’s C-index (95% CI) + 0,62 (0,56; 0,68) 0,65 (0,59; 0,71) 0,65 (0,6; 0,71) 0,64 (0,57; 0,72)
prHa & 0,64 0,79 0,587 0,395
PVPR 0,73 (0,5-1,07) 0,71 (0,48-1,05) 0,71 (0,47-1,06) 0,8 (0,49-1,33)
NLR 1,5 (1,01-2,22) 1,68 (1,13-2,49) 1,98 (1,3-3,04) 2,02 (1,19-3,45)

Zastosowanie kilku modeli pozwolito na potwierdzenie spéjnosci wynikéw

“stratyfikowane wedlug ECOG and i dodatkowo skorygowane o:

“Model 1: wiek, pte¢, przerzuty(kosci), przerzuty(watroba)

PModel 2: wiek, pteé, uprzednie leczenie radykalne, rodzaj chemioterapii

“Model 3: przerzuty(kosci), przerzuty(watroba), przerzuty (ilo$¢ okolic), rodzaj chemioterapii, uprzednia gastrektomia

dModel 4: wiek, pted, przerzuty(kosci), przerzuty(watroba), uprzednie leczenie radykalne, rodzaj chemioterapii,

przerzuty (ilo§¢ okolic), rodzaj chemioterapii

o warto$¢ p testu weryfikujacego zatozenie propotcjonalnego hazardu § ilos¢ pacjentéw/ ilo$¢ niecenzurowanych

zdarzen; * Indeks ¢ Harella oceniajacy zgodnosé grup.

Zastosowanie regresji Coxa pozwolito na relatywnie obiektywna analize wspotzaleznosci

pomiedzy badanymi markerami procesu zapalnego, a wspolczynnikami opisujacymi parametry

przezycia. Trudno jest jednak w fatwy do interpretacji sposéb przeniesé te wyniki do praktyki

klinicznej. Stad postanowiono stworzy¢ dodatkowy wspdlczynnik bedacy wypadkowa NLR i

PVPR.
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Ostatnim etapem analizy, ktory mial na celu zwigkszenie klinicznej uzytecznosci
prezentowanych danych bylo stworzenia wspdlnego parametru zawierajacego zaréwna NLR jak 1
PVPR. W parametrze tym pacjenci mogli otrzymac 0 punktéw (pozytywna w odniesieniu do OS
warto$¢ NLR oraz PVPR), 1 punkt (jedna z warto$ci negatywna) 1 2 punkty (obie wartosci
negatywne). Wykazano w ten sposob istotng réznice pomiedzy wszystkimi analizowanymi
grupami. Pacjenci z bardzo dobrym rokowaniem (0 punktéw) osiagneli mediane czasu przezycia
calkowitego na poziomie 15,9 miesigca. W przypadku posredniego rokowania (1 punkt) mediana
wyniosta 10,5 miesigca, a chorzy ze zlym rokowaniem (2 punkty) mieli mediang OS wynoszaca
8,4 miesiaca, co jest wartoscig istotnie nizsza niz mediana zarowno w tym badaniu, jak i
warto$ciach raportowanych w historycznych publikacjach. Istotnos$¢ statystyczng tych réznic

potwierdzano testem log rank (p = <0.001). Wykres przezywalnosci przedstawiono na rycinie 2.

Rycina 2 Krzywe przezycia przy tgcznym zastosowaniu markeréw zapalnych
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Celem drugiej publikacji byto okreslenie znacznie spadku liczby plytek krwi wywotany
chemioterapia, w odniesienia do OS i PES. W przypadku tej publikacji przenalizowano dane 105
pacjentow z uprzedniej pracy. Dane 50 pacjentéw nie byly analizowane z uwagi na brak

kompletnych danych dotyczacych wartosci parametréw morfotycznych w trakcie leczenia.

Chemioterapia, ze swoje natury, ma istotny wplyw na elementy morfotyczne krwi, ale wplyw
ten jest rozny w zaleznosci od ocenianego parametru. Jako najbardziej narazone na dziatanie
chemioterapii uwaza si¢ neutrofile i plytki krwi. Uprzednie badania udowodnily, Zze neutropenia
w trakcie leczenia jest pozytywnym czynnikiem predykcyjnym odpowiedzi na leczenie[806].
Wydaje si¢ jednak, ze liczba neutrofilii podlega wigkszym fluktuacjom, stad ocena moze by¢ mniej
doktadna. W ocenianej populacji wspétczynnik zmiennosci (odchylenie standardowe / $rednia
arytmetyczna) dla NEU wynosil 79%, a poréwnaniu do 49% dla PLT. Dodatkowo poziom NEU
moze by¢ w wigkszym stopniu modyfikowany w trakcie leczenia. W przypadku warto$ci nizszych
od 1,5 x10°/ul zwykle odstepuje si¢ od podania kolejnego cyklu chemioterapii, a w ustalonych
sytuacjach klinicznych pacjenci moga otrzymac czynniki wzrostu granulocytéw. Z tego powodu

do dalszych analiz przyjeto charakterystyke liczby plytek krwi.

Arbitralnie ustalono, ze do analizy zostanie przyjeta najnizsza warto$¢ liczby plytek
stwierdzona w pierwszych 12 tygodniach leczenia. Celem pracy bylo poszukiwanie czynnikow
predykeyjnych, ktére bedzie mozna wykorzysta¢ w ramach praktyki klinicznej, a 12 tygodni to
okres, ktory zwykle uptywa rozpoczecia chemioterapii do pierwszej oceny odpowiedzi na leczenie
w badaniach obrazowych. Pomimo tak okreslonych granic, najczesciej nadir liczby plytek
stwierdzano znacznie wczesniej - mediana wynosila 7 tygodni. Pozwolito to na zastosowanie

analizowane wspolczynnika plytkowego przed pierwsza formalng ocena odpowiedzi na leczenie.

Przed formalng analiza konieczne bylo przyjecie pewnych zalozen oraz przeksztalcenie
obserwowanych pozioméw redukeji plytek krwi celem umozliwiania ich latwiejszej interpretacii.
Z trzech dostepnych opcji: bezwzglednej téznicy, ilorazu (PLTnadir/PLTstart) oraz
dychotomizowanej wartosci (np. spadek ponizej gérna granica normy) do dalszych obliczen

przyjeto iloraz.

Z punktu widzenia dalszych obliczen najlatwiejsza bylaby kategoryzacja wartosci, na przykltad
przyjecie za punkt konicowy spadku PLT ponizej gérnej granicy normy. Takie rozwiazanie
zmniejszyloby jednak ilo§¢ potencjalnych wnioskéw oraz uniemozliwialoby oceng nasilenia tego

spadku. Zastosowanie wartosci bezwzglednej, co prawda pozwolitoby analizowa¢ spadek PLT
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jako zmienna ciagla, jednak utrudnitoby interpretacj¢ w odniesieniu do wartosci wyjsciowe;.
Spadek PLT o 100x10° u pacjenta z wyj$ciowym poziomem 250 x10°, a wigc nadal prawidtowym
oznaczalby spadek do 150 x10°, co nadal miescitoby sie w normie i nie $wiadczylo o
trombocytopenii, za$ u chorego z wyjSciowym poziomem 850 oznaczaloby spadek do 750, a wigc
caly znacznie podwyzszony. Jako kompromis przyjeto ocene wartosci wzglednego spadku.
Podejscie to rowniez nie jest pozbawione wad. Matematyczna formula ilorazu zawsze zaktada
korelacj¢ pomiedzy dzielna, a dzielnikiem, stad wyzsze wartosci wyjSciowego poziomu PLT
statystycznie powiazane byly z wyzszymi redukcjami poziomu plytek. Wymagato to
wprowadzenia odpowiednich zmiennych korygujacych do modeli, ale ostatecznie pozwolito
zaréwno na traktowanie spadku PLT jako wartosci ciaglej, jak rowniez umozliwilo analize

warto$ci skrajnych.

Aby zwizualizowac wplyw spadku plytek krwi na czas przezycia stworzono dwa wykresy reszt
martyngalowych odniesionych do liczby plytek krwi wyjsciowo oraz ich wzglednego spadku.
Reszty martyngatowe standardowo stosowane sa od oceny jednego z zalozen regresji Coxa. W
ten spos6b mozna oceni¢ czy wplyw zmiennej ciaglej na zmienng zalezna ma charakter linowy.
Analiza wykazala, ze pozytywny wplyw na czas przezycia obserwowany jest w przypadku
osiagniecia wzglednej redukciji liczby plytek krwi (PLT-red) ponizej 60% wartosci wyjsciowej
plytek (PLT-count). Podobnie przeprowadzona analiza wykazala dwojlomny przebieg krzywej
reszt martyngalowych dla PLT-count. Oznacza to, ze wyjsciowa liczba plytek krwi zaczeta miec
negatywny wplyw na czas przezycia catkowitego po przekroczeniu wartosci 400 x10°. Podobne
wartos$ci odcigcia uzyskano przy analizowaniu wplywu PLT-count i PLT-red na PFS. Stad do
dalszych obliczen przyjeto krytyczny poziom PLT-red jako 60%, a PL.T-count jako 400 x10°.

Wykresy reszt martyngalowych prezentowane sg na rycinie 3.
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Rycina 3 Wykres reszt martyngatowych
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Przed analiza PLT-red konieczne bylo doprecyzowanie wplywu wyjsciowej liczby plytek krwi
na czas przezycia oraz okreslenie czy przyjete wartosci odcigcia PLT-count maja kliniczne
implikacje. W tym celu przeprowadzano analize Kaplana-Meiera oraz poréwnano dwie grupy

(PLT <400 i PLT >= 400) w tescie log-rank (ryc. 4).
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Rycina 4 Krzywa przezycia dla pacjentéw z wysokim i niskim poziomem plytek krwi
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Analiza krzywych przezycia wykazala, ze pacjenci z niska liczba plytek krwi mieli istotnie
dluzsze czasy przezycia calkowitego z mediang wynoszaca 9,5 miesigca (95%CI: 8,5-14,0) w
poréwnaniu z pacjentami z wysokim wysoka liczba PLT, dla ktérych mediana wyniosta 8,62
(95% CI: 6,0-13,5). Roznica tak, jakkolwiek niewielka, byla istotna statystycznie co potwierdzono
w tescie log-rank (y*(1) = 4,8, p = 0,028). Analiza wizualna krzywych pokazala, ze krzywe OS
mialy zblizone przebiegi do ok. 9 miesigca, a nastepnie istotnie si¢ od siebie oddalaty. Ocena
wplywu wyjsciowej liczby PLT nie byla gléwnym celem tego artykutu, ale potwierdzita
koniecznos§¢ uwzglednienia PLT-count przy konstruowaniu zawansowanych modeli

statystycznych.

Podstawowym wspotczynnikiem ocenianym w omawianym badaniu byla wzgledna wartos§¢
redukcji liczby plytek krwi, stad wyjSciowe parametry poréwnano w odniesieniu do tych grup
(PLTred < 60% vs >=60%). Dane te prezentowane sq w tabeli 2. Réznice median w podgrupach
oceniono testem Wilcoxona. Zaobserwowano réznice w poziomie wyjsciowego stezenia plytek
krwi i PDW, ale nie w zakresie limfocytow, neutrofili i NLLR. Na podstawie tego testu nie udalo
si¢ zinterpretowaé roznic w poziomie PLT-count z uwagi na interferencje wynikajace z

matematycznej formuly PLT-red.
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Nie stwierdzono rowniez rézni¢ w zakresie redukcji PLT w odniesieniu do intensywnosci
chemioterapii, ktora oceniono jako ilo§¢ podanych cykli chemioterapii podzielong przez
planowana. Z drugiej strony pacjenci z niewielka redukcja liczby plytek wyraznie czedciej

otrzymywali jednak chemioterapie¢ jednolekowsa.

Celem dodatkowej oceny glebokosci redukeji liczby plytek krwi w zaleznodci od typu podanej
chemioterapii przeprowadzono formalng analize testem Kruskala-Wallisa, ktora wykazala, ze
mediany PLT-red nie sa rowne (x*(3) = 10.3, p = 0.0164.). Niepublikowane wyniki analizy post-
hoc Dunna wykazaly réznice w medianach PLT-red pomigdzy grupa 1-lekowa a 2-lekowa.

Zwizualizowano to w wykresie box-plot (ryc. 5).

Rycina 5 Wykres box-plot poziomu redukcji ptytek krwi w zaleznosci od

zastosowanej chemioterapii
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Kolejnym etapem byla dwuetapowa weryfikacja powyzszej tezy z zastosowaniem
wieloczynnikowej regresji Coxa. W pierwszym etapie oceniono wplyw redukeji plytek przy
kontrolowanym poziomie wyjsciowej liczby PLT. W drugim kwantyfikowano parametrow tak,

aby ich zastosowanie byto mozliwe w praktyce klinicznej
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Pierwszy stworzony model regresji Coxa ocenial wplyw PLT-red i PLT-count na OS 1 PES. Z
uwagi na nieliniowy wplyw wyjsciowej liczby plytek na OS i PFS, co zobrazowano na wykresie
reszta martyngatowych, nie bylo mozliwosci wprowadzenia go do modelu w formie ciagtej, tak
wigc w obu przypadkach zostal on dychotomizowany jako niskie PLT-count (<400) 1 wysokie
PLT-count (>= 400). Obliczenie wptywu PLT-red traktowanego jako zmienna ciagla bylo

mozliwe po jego transformacji logarytmicznej.

Wszystkie powyzsze parametry oceniono zarowno w stosunku do OS, jak i do PFS. W
przypadku modelu 1 wprowadzono tylko dane dotyczace PLT-red i PLT-count, a w przypadku
modelu 2 takze potencjalne czynniki zakl6cajace. Na podstawie pierwszej publikacji zawartej w
niniejszej pracy doktorskiej, jak réwniez danych literaturowych do analizy wybrano stan
sprawnosci oceniany w skali ECOG, intensywno$¢ dawki chemioterapii, typ chemioterapii i

wyj$ciowy poziom NLR (wysoki vs niski).

W przypadku modelu 1, ktéry nie byt kontrolowany pod katem czynnikéw zaklécajacych,
wykazano istotne statystycznie zwickszone ryzyko zgonu zaréwno dla wyjSciowego poziomu
plytek krwi, jak i dla glebokosci redukcji liczby PLT. Nalezy tutaj jednak zwrdci¢ uwage, ze w
przypadku wprowadzenie do modelu transformowanego PLT-red wartos¢ jest trudna do
interpretacji, poniewaz dotyczy syntetycznej jednostki, jakq jest logarytmowany poziom redukcji
liczby plytek krwi. Wynik ten jednak potwierdza istotnosc tego parametru. W przypadku
dychotomizowanej wartosci PLT-red, brak istotnej redukcji wyjsciowego poziomu plytek krwi

zwigkszal ryzyko zgonu pacjentéw o 50%, a w przypadku wprowadzenia kontroli pozostatych

czynnikow zaklécajacych ryzyko to zwickszalo sie do 68% (tabela 3).
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Table 3 Wieloczynnikowa regresja Coxa dla modeli dychotomizowanych

OS PFS
Model 1* Model 2%* Model 1% Model 2%*
Markery stanu
zapalnego HR (95% CI) P HR (95% CI) P HR (95% CI) P HR (95% CI) P
PLT-count <400
&
PLT-red < 0,6 1,00 (ref.) - 1,00 (ref.) - 1,00 (ref.) - 1,00 (ref.) -
PLT-count <400
&
PLT-red = 0,6 1,58 (0,97; 2,57) 0,064 1,75 (1,04; 2,93) 0,035 1,62 (0,99; 2,64) 0,055 1,80 (1,07; 3,05) 0,028
PLT-count =400
&
PLT-red < 0,6 1,97 (1,07, 3,61) 0,029 2,44 (1,26; 4,73) 0,008 1,49 (0,82; 2,72) 0,195 1,64 (0,87; 3,11) 0,127
PLT-count =400
&
PLT-red = 0,6 2,89 (1,32; 6,33) 0,008 3,60 (1,41;9,18) 0,007 2,30 (1,06; 4,99) 0,036 2,97 (1,15; 7,60) 0,024
p dla trendu 0,003 0,001 0,041 0,028

*Model 1 zawiera tylko PLT-count i PLT- red

**Model 2 zawiera tylko PLT-count i PLT- red, ECOG, intensywnos$¢ dawkowania chemioterapii, typ chemioterapii

i wyjsciowy poziom NLR (dychotomizowane z 3 kwartylem jako warto$cia odcigcia)

Podobne wyniki, jednakze z wartosciami na granicy istotnosci statystycznej uzyskano dla

modeli oceniajacych wplyw na czas wolny od progresi.

Ostatnim etapem analizy byla préba uproszczenia modeli celem mozliwosci ich zastosowania
w praktyce klinicznej. W tym celow pacjentéw podzielono na 4 grupy zalezne od poziomu
wyjsciowego plytek krwi oraz poziomu redukeji PLT. Pacjenci mogli mie¢ wysoki lub niski
wyjsciowy poziom PLT, jak réwniez wysoka lub niska redukcje poziomu PLT. Ponownie

obliczed wykonano dla podstawowych parametréw (model 1) oraz po wprowadzeniu zmiennych
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zaklocajacych (model 2). Analiza ta wykazala, Ze pacjenci w najgorszej grupie rokowniczej
(wysokie PLT-count i niski poziom PLT-red) charakteryzuja si¢ 3,6 razy wyzszym ryzykiem
zgonu oraz 2,97 razy wyzszym ryzyko progresji w modelach z pelng kontrola czynnikéw

zakl6cajacych, niz chorzy w grupie dobrego rokowania.

Oznacza to, ze u pacjentéw wysoka wyjsciowa liczba plytek krwi wigzala si¢ z gorszym
rokowaniem, ale niezaleznie od tego poziomu, spadek PLT ponizej 60% wartosci wyjsciowej byt

pozytywnym czynnikiem prognostycznym.
Dodatkowo zwizualizowano to przy pomocy krzywych Kaplana-Meiera (ryc. 6).

Rycina 6 Krzywe przezycia dla wyznaczonych grup
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Abstract: Background: Chemotherapy is a cornerstone of treatment in advanced gastric cancer (GC)
with a proven impact on overall survival, however, reliable predictive markers are missing. The
role of various inflammatory markers has been tested in gastric cancer patients, but there is still no
general consensus on their true clinical applicability. High neutrophil-to-lymphocyte (NLR) and low
(medium)-platelets-volume-to-platelet ratio (PVPR) are known markers of unspecific immune system
activation, correlating significantly with outcomes in advanced GC patients. Methods: Metastatic GC
patients (N:155) treated with chemotherapy +/— trastuzumab were enrolled in this retrospective
study. Pre-treatment NLR and PVPR, as well as other inflammatory markers were measured in
peripheral blood. Univariate Cox regression was conducted to find markers with a significant impact
on overall survival (OS) and progression-free survival (PFS). Spearman correlation and Cohen’s
kappa was used to analyze multicollinearity. Multiple multivariable Cox regression models were
built to study the combined impact of NLR and PVPR, as well as other known prognostic factors on
OS. Results: Elevated NLR was significantly associated with increased risk of death (HR = 1.95; 95%
CI: 1.17-3.24), and lower PVPR was significantly associated with improved outcomes (HR = 0.53;
95% CI: 0.32-0.90). A novel inflammatory marker, based on a combination of NLR and PVPR, allows
for the classification of GC patients into three prognostic groups, characterized by median OS of
8.4 months (95% CI 5.8-11.1), 10.5 months (95% CI 8.8-12.1), and 15.9 months (95% CI 13.5-18.3).
Conclusion: The NLR and PVPR score (elevated NLR and decreased PVPR) is a marker of detrimental
outcome of advanced GC patients treated with chemotherapy.

Keywords: gastric cancer; NLR; PVPR; chemotherapy; inflammation; survival; prognosis

1. Introduction

Interactions between the immune system and cancer are attracting considerable in-
terest because of growing evidence of underlying correlations that are sometimes too
elusive to be appropriately described. However, many years of intensive evolution of
the immuno-oncology field, which finally led to the introduction of checkpoint inhibitors,
allowed us to predict, if not fully comprehend, the interplay between the immune system
and malignancy in a way that is consistent and beneficial.

Despite significant progress in systemic treatment, metastatic gastric cancer (GC)
remains incurable. In this palliative setting, systemic chemotherapy still represents the
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treatment of choice worldwide, with the potential to improve patients’ outcomes (overall
survival and quality of life) [1].

Platinum-based chemotherapy is a cornerstone of the first-line treatment for stage IV
gastric cancer [2]. Oxaliplatin demonstrates similar activity to cisplatin, but offers a much
better safety profile [3]. Therefore, in combination with capecitabine [4], 5-fluorouracil [5]
or S-1 [6] oxaliplatin is the most commonly used form of platinum derivatives for the
treatment of GC. Most GC patients receive chemotherapy doublets [7], but less intensive
chemotherapy regimens may be preferred in some circumstances due to e.g., suboptimal
patient performance status [8]. In the past, tri-drug chemotherapy, such as a combination
of EOX (epirubicin, oxaliplatin, and capecitabine) [9] or DCF (docetaxel, cisplatin, fluo-
rouracil) [10], was considered the standard of care. Yet, more recent studies have not shown
this approach to be more efficacious than other, less aggressive chemotherapy options [11].
For GC patients with HER2-overexpression, a combination of two-drug chemotherapy
with trastuzumab is the treatment of choice [12].

Despite numerous efforts to incorporate immunotherapy into the first-line systemic
treatment of GC [13], the optimal choice of chemotherapy regimen remains crucial in terms
of patients’ outcomes. Even if doublet is an optimal regimen for most GC patients, some
of them might benefit from more or less aggressive treatments. Therefore, to optimize the
treatment strategy, optimal and robust predictive markers are of critical importance.

Systemic inflammation is a well-known phenomenon, although not fully understood,
involved in carcinogenesis and progression of cancer, and the modulation of cancer cells’
immunogenicity and sensitivity to systemic treatment [14]. Therefore, quantifying systemic
inflammation might improve our capability to predict the natural course of the disease and
responses to systemic anti-cancer therapy.

The best apprehended and easy-to-measure marker of systemic inflammation is NLR
(neutrophil-to-lymphocyte ratio), in which its prognostic potential was demonstrated in
multiple malignancies [15-17]. High NLR exerts a significantly negative impact on the
survival of both early [18] and advanced GC patients [19]. However, the level of its impact
on prognosis is inconsistent through the various studies [20].

Many additional markers of systemic inflammation, such as PLR (platelet-to-lymphocyte
ratio) [21], HPR (hemoglobin-to-platelet ratio) [22], PDW (platelet distribution width) [23],
MPV /PLT (mean platelet volume to platelet ratio) [24], and RPR (red cell distribution
width (RDW) to platelets ratio) [25] were described so far, but their true applicability in
clinical practice is not well established.

The PLR, PDW, and MPV/PLT are inflammatory markers reflecting the impact of
platelet activation on the course of malignancies. In the majority of studies, high numbers
of platelets correlated with poor prognosis [26]. This phenomenon can be caused both
by secretion of proangiogenic, tumor-promoting factors but also by an increased risk of
life-threatening thromboembolic events [27].

On the other hand, data on the prognostic and predictive potential of HPR and RPR
factors incorporating red blood cell status are still scarce [28].

It is also to be noted that the best cut-off values for all of the above-mentioned inflam-
matory parameters are still unknown, and proposed values differ between studies [29].

The current study analyzed various systemic inflammatory parameters in 155 ad-
vanced GC patients treated with first-line therapy (plain chemotherapy without targeted
agents). Our exploratory study aimed to define the optimal inflammatory marker with the
highest predictive and prognostic potential.

2. Patients and Methods

Data on 155 GC patients treated in the Department of Clinical Oncology, University
Hospital in Cracow, were retrospectively collected between September 2013 and December
2019. Data were censored on 31 December 2020. Patients were eligible for analysis if at
least one cycle of palliative intravenous chemotherapy had been administered. Patients on
steroid treatment, defined as a prednisone dose higher than 10 mg per day or equivalent,
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were excluded. The choice of chemotherapy regimen was left to the discretion of the
leading physician; however, the decision was based on the patient’s general condition,
HER2 expression, and current therapeutic guidelines at a given time. The allocation of
patients to chemotherapy could have been biased by the evolution of guidelines, which
occurred over time, promoting the switch from 3-drug to 2-drug regimens in asymptomatic
or mildly symptomatic patients or patients with suboptimal performance status. The
patient’s treating physician determined the moment of disease progression for each patient,
based on clinical or radiological symptoms. The exact date of death was obtained from
public databases. Due to the lack of the date of death for some participants, the date
of the last visit was used in case of unequivocal progression and health deterioration.
Peripheral blood inflammatory markers were measured at the baseline (up to one week
before initiation of the first-line chemotherapy). The NLR was calculated by division of
absolute neutrophile and lymphocyte counts. The RDW/PLT was defined as the ratio
of RDW-SD (red cell distribution-standard deviation) to platelet count. The HPR was
calculated by division of Hgb (hemoglobin) and platelet count, and the PLR was calculated
by division of platelet and lymphocyte count. The inflammatory marker MPV /PLT, further
referred to as PVPR (platelet volume to platelet ratio), was defined as the ratio of MPV
(medium platelet volume) to platelet count.

Statistical Analysis

Inflammatory markers were dichotomized based on receiver operator characteristic
(ROC) analysis, with a binary state variable split at the median of survival. The best cut-off
value was obtained by maximizing the Youden index (or equivalently by optimizing the
sum of sensitivity and specificity). In case of nonsignificant results of ROC analysis, the
median value of the analyzed marker was used as a tradeoff. Overall survival (OS) was
defined as the time from the diagnosis of stage IV disease to death, and progression free
survival (PFS) was calculated from the initiation of chemotherapy to either death or disease
progression appointed by the leading physician. Otherwise, the subject’s case was censored.
Categorical variables were reported with frequencies and percentages, and continuous
variables were characterized by medians and interquartile ranges. The Kaplan-Meier
method was used to estimate the medians of PFS and OS, and the comparison of survival
functions between two or more independent groups was performed by applying a log-rank
test. Cox regression analysis was employed to evaluate the impact of selected variables on
OS and PFS. Inflammatory markers that were statistically significant in univariable models
were designated for further multivariable analysis. Possible redundancy of inflammatory
markers was verified based on the pairwise calculated Spearman’s rank correlation coeffi-
cients and Cohen’s kappa coefficients under criterion of redundancy detection: rho greater
than 0.6 and kappa greater than 0.5, simultaneously. Selected inflammatory markers as
well as other plausible clinically meaningful variables were considered as admissible for
inclusion in the multivariable Cox regression analysis. The proportional hazard assump-
tion in all multivariable models was tested with visual inspection of Schoenfeld residuals,
and was formally complemented with omnibus chi-squared goodness of fit tests, relating
failure time to covariate values. Additional evaluation of risk models was performed based
on Harrell’s C-index (concordance index) and a value significantly greater than 0.5 was
regarded as indicating that the estimated risk scores are good at determining which of the
two patients will experience the endpoint first. To get a reliable and robust estimation of
the contribution of inflammatory markers to the predictions of OS and PFS, and to verify
the consistency of the results, a variety of survival models were fitted covering the wide
spectrum of sets of covariates admissible for adjustment. ECOG, the well-known strong
risk factor, yet violating the proportional hazard assumption (PH), could not be directly
incorporated in multivariable models; instead, the stratification on the ECOG variable was
performed. Consequently, it was not possible to obtain a hazard ratio value for the effect of
ECOG in multivariable analysis, due to different baseline hazard function for categories
0,1, and 2. However, roughly parallel log-log survival curves allowed the calculation of
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the size effect for ECOG in the univariable analysis. The study was exploratory, and no
correction was applied for multiple statistical testing. Analyses were done in the SPSS
version 27 (IBM corporation, Armonk, NY, USA) and R software (Development Core Team,
Vienna, Austria, version 4.0.4). All tests were two-sided and statistical significance was
defined as p < 0.05.

3. Results
3.1. Patient and Tumor Characteristics

Final analysis consisted of one hundred and fifty-five patients. Patient characteristics
are reported in Table 1. To analyze the possible impact of administered chemotherapy
regime, all patients were divided into four groups based on the intensity of chemotherapy
(monotherapy, two-drug regimen, tree-drug regimen, and trastuzumab-containing regi-
men). Prior gastrectomy and prior perioperative treatments (e.g., neoadjuvant chemother-
apy or adjuvant radio-chemotherapy) were coded as binominal covariate. Median NLR
was 3.26 (95% CI 2.2-5.06) and median PVPR was 0.34 (95% CI 0.24-0.46).

Table 1. Characteristics of categorical and continuous variables.

Variable n q2 (q1-q3) min-max
Age 155 62 (56-70) 32-82
0S 102 324 (191.25-474) 65-1602
PFS 154 158 (84.75-239) 8-880
NLR 151 3.26 (2.2-5.06) 0.79-13
PVPR 143 0.34 (0.24-0.46) 0.11-1.28
PLR 152 203.21 (139.11-279.42) 52.09-938.24
HPR 154 0.37 (0.27-0.53) 0.10-1.79
PDW 144 11.85 (10.67-13.53) 8.4-209
Variable Categories n %
Gender male/female 109/46 70.3/29.7
ECOG t 0/1/2/NR 24/92/31/8 15.5/59.4/20/5.2
Grade 1/2/3/4/NR 3/30/78/1/43 1.9/19.4/50.3/0.6/27.7
HER2 expression 0-2/3/NR 85/16/54 54.8/15.8/34/8
Prior radical treatment § no/yes/NR 41/114/3 26.5/73.5/19
Prior gastrectomy 0/1/NR 87/63/5 56.1/40.6/3.2
Bone metastases no/yes/NR 141/10/4 91/65/2.6
Liver metastases no/yes/NR 98/52/5 63.2/33.5/3.2
Number of metastatic sites  0/1/2/3/NR 21/91/27/10/6 13.5/58.7/17.4/6.5/3.9
Type of chemotherapy A 1/2/3/4 19/59/62/15 12.3/38.1/40/9.7

A—1-one-drug regime, 2-two-drug regime, 3-three-drug regime, 4-trastuzumab-based regime. } chemotherapy
used in radical setting prior to dissemination (e.g., Macdonald regime). t+—performance status (Eastern Coopera-
tive Oncology Group). NR-not reported. NLR—neutrophil to lymphocyte ratio, PVPR—medium platelet volume
to platelets ratio, PLR—platelets to lymphocyte ratio, HPR—hemoglobin to platelets ratio, PDW—platelets
distribution width.

3.2. Survival Analysis

Median OS and PFS for the entire analyzed population were 10.6 months (95% CI
9.4-11.9) and 5.5 months (95% CI 4.3-6.7), respectively. The ROC analysis summarizing the
performance of the classifier was significant only for NLR and PDW, for which the best
cut-off point was used as a threshold, while the inflammatory markers median value was
applied in the remaining cases. The area under curve (AUC) for NLR was 0.651 (95% CI,
0.559-0.742; p = 0.002). Optimal cut-off ratio calculated with the Youden index for NLR
was 3.99 (Youden index 0.259, sensitivity 0.519, specificity 0.740, PPV (positive predictive
value) 0.678, NPV (negative predictive value) 0.593). For PVPR, median was used as cutoff
(sensitivity 0.580, specificity 0.534, PPV 0.541, NPV 0.574).

In the univariate Cox regression analysis, the dichotomized NLR, PDW, and PVPR as
well as performance status were statistically significant (Figure 1). Higher NLR and lower
PDW and PVPR were associated with inferior OS and PFS.
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Figure 1. Univariable Cox regression.

A strong correlation between PDW and PVPR was noted, as well as a weak to minimal
correlation between either NLR-PVPR and NLR-PDW (Table 2). Based on this observation,
a concurrent use of PDW and PVPR was ruled out due to the high risk of redundancy. Ad-
ditionally, Cohen’s k was run to assess the agreement between dichotomized inflammatory
markers, and based on the result finally PVPR together with NLR was chosen as PVPT is
less correlated with NLR than PDW (Supplement S1).

Table 2. Sperman rank-order correlation of inflammatory markers.

1 2 3 4 5
1. NLR 1
2. PVPR —0.17* 1
3. PDW —0.24* 0.67 ** 1
4. HPR —0.14 0.93 ** 0.54 ** 1
5. PLR 0.40 ** —0.28 ** -0.17 —0.34 ** 1

Note: Analysis of multicollinearity between inflammatory marker. Results closer to zero have weaker correlation
* p < 0.05 (bilateral), ** p < 0.01 (bilateral), NLR—neutrophil to lymphocyte ratio, PVPR—medium platelet volume
to platelets ratio, PLR—platelets to lymphocyte ratio, HPR—hemoglobin to platelets ratio, PDW—platelets
distribution width.

Multiple Cox regression models with various covariates showed a statistically signifi-
cant impact of both NLR and PVPR on OS, but only NLR had an impact on PFS (Table 3). In
the most adjusted model, patients with high PVPR had a 44% lower risk of death compared
with individuals with a low PVPR score (HR = 0.56; 95% CI: 0.33-0.93), and the results
in all models were robust showing HR oscillating from 0.53 to 0.66. The risk of death
in patients with high NLR values was almost two-fold higher than in low NLR patients
(HR = 1.95; 95% CI: 1.17-3.24) in Model 4 (fully adjusted). The results did not generally
differ between models. To avoid violation of proportional hazard assumption, models were
stratified for performance status (ECOG). Other than this, no violation of Cox regression
assumptions was noted. Harrell’s C-index validating the predictive ability of a survival
models confirmed that included variables prognose the time to an event sufficiently well,
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depicting the fraction of pairs where the observation with the higher survival time has the
higher probability of survival predicted by the model at a level of at least 0.62.

Table 3. Multivariable Cox regression analysis.

Model 1 #2 Model 2 *P Model 3 *¢ Model 4 *d
0s
n/Events } 131/122 133/124 126/117 93/85
Harrell’s C-index (95% CI) + 0.65 (0.59; 0.71) 0.67 (0.61; 0.73) 0.64 (0.58; 0.7) 0.65 (0.58; 0.73)
PPHA © 0.269 0.47 0.517 0.274
PVPR 0.66 (0.45-0.98) 0.66 (0.44-0.98) 0.63 (0.41-0.96) 0.56 (0.33-0.93)
NLR 1.74 (1.18-2.57) 1.78 (1.2-2.64) 1.85 (1.23-2.78) 2.02 (1.2-3.37)
PFS
n/Events } 130/125 132/127 125/120 92/87
Harrell’s C-index (95% CI) + 0.62 (0.56; 0.68) 0.65 (0.59; 0.71) 0.65 (0.6; 0.71) 0.64 (0.57; 0.72)
PrHA © 0.64 0.79 0.587 0.395
PVPR 0.73 (0.5-1.07) 0.71 (0.48-1.05) 0.71 (0.47-1.06) 0.8 (0.49-1.33)
NLR 1.5 (1.01-2.22) 1.68 (1.13-2.49) 1.98 (1.3-3.04) 2.02 (1.19-3.45)

Note: Multiple Cox regression models showed consistent impact of NLR and PVPR on OS. * stratified by ECOG and additionally adjusted
to: ® Model 1: age, gender, liver metastases, bone metastases; b Model 2: age, gender, prior radical treatment, chemotherapy type; < Model 3:
liver metastases, bone metastases, chemotherapy type, prior gastrectomy, sum of metastases; ¢ Model 4: age, gender, liver metastases,
bone metastases, prior radical treatment, chemotherapy type, prior gastrectomy, sum of metastases. @ p value from overall omnibus test
verifying proportional hazard assumption; § number of cases/ number of non-censored events; £ Harell’s concordance index to assess
goodness of fit of various models. NLR—neutrophile to lymphocyte ratio. PVPR—median platelet volume to platelets ratio.

To complement the results of the Cox regression analysis, Kaplan-Meier survival
curves based on designated inflammatory markers were constructed (Figures 2-5). A
significant difference was found between high and low NLR and PVPR (Supplement S2).

10 N NLR
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\ — high
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: |\
.@ 06| A
<° 1
| L
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£ 1 High: 9.3 (7.9-10.7)
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o -IH x
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00

Months since start of the treatment

Figure 2. Kaplan-Meier curves for OS-NLR.
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Figure 3. Kaplan-Meier curves for OS-PVPR.

NLR
—7 low
1 high
= low-censored
=+ high—censored

Median Progression Free Survival in months (95% €I}
Low: 7.3 (6.4-8.2)

. High: 5.5 (4.6-6.3)

\ b HR:L51 (1.07-2.13) p=0.19

Proportion of patients with out progression

0 4 8 12 16 20 2 ) 2 £ 40

Months since start of the treatment

Figure 4. Kaplan-Meier curves for PFS-NLR.
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Figure 5. Kaplan-Meier curves PFS-PVPR.
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To finally validate this model, we developed a combined NLR and PVPR score (direc-
tion on influence of NLR and PVPR is opposite). The Kaplan-Meier curve with log-rank
test (Figure 6) showed statistical and clinical significance.

] E— - NLR +

‘L 1 revPVPR
“ N 0 points

1 N 7711 point

| M2

| 2 points

o8 1 1 t— O-censored
° 11 —t+ 1-censored
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H 1\
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'g- Ll
S o4 Lﬁ\
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02 B HR:1.56 (1.23-1.98);p<0.001
1 -
—W—,_l

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60

Months since start of the treatment

Figure 6. Kaplan-Meier curves for NLR and PVPR-OS. Note: PVPR is reversed due to opposite
direction of influence.

4, Discussion

Our study showed that NLR and PVPR score could be used as a novel and unique predic-
tor of survival in stage IV gastric cancer patients receiving standard cytotoxic chemotherapy.

Lack of accurate predictive factors hinders optimization of cytotoxic chemotherapy in
gastric cancer. Our study defined a promising marker, but the exploratory nature of this
analysis requires prospective validation. Chemotherapy might be tailored for individual
GC patients when a proven and cheap predictive factor is available.

We have shown that both NLR and PVPR had a significant impact on OS and PFS
in the first-line treatment of gastric cancer. These markers also did not seem to correlate
with each other, so it should be concluded that they reflect two distinct realms of inflamma-
tory response. Accordingly, a combined score of NLR and PVPR seems to enhance each
parameter’s prognostic strength.

Patients analyzed in the study were treated with cytotoxic chemotherapy appropriate
for a given time, with a shift from a 3-drug regimen (e.g., EOX, mDCF) to a 2-drug regimen
(e.g., XELOX), resulting from changes in gastric cancer treatment guidelines. In our opinion,
this is a very interesting setting and further retrospective analysis should be conducted to
analyze the difference in predictive factors pre and post shift.

The NLR is a well-established marker of inflammation in multiple malignancies and
other diseases [30-32]. There are several explanations of the detrimental impact of impaired
neutrophil-lymphocyte balance in cancer patients. Activated neutrophils promote tumor
growth by producing proangiogenic factors [33], such as vascular endothelial growth factor
(VEGF) [34], interleukin-8 [35], and matrix metalloproteinases [36]. On the other hand,
neutrophils might also suppress the anti-tumor immune mechanisms by suppressing both
natural killers and CD4+ and CD8+ T cells [37]. Contrary to the negative influence of
high neutrophil levels, large populations of lymphocytes, both peripheral [38] and tumor-
infiltrating [39], seem to correlate with improved survival of cancer patients. In numerous
studies and across various malignancies, the increased peripheral blood ratio of neutrophils
to lymphocytes constantly correlated with detrimental outcomes of cancer patients [40].

Recent insights into the interplay between cancer cells and platelets underline its
importance in promoting tumor progression, by decreasing the activity of natural killer
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lymphocytes [41], stimulation of deep venous thrombosis [42], and formation of neutrophil
extracellular traps [43]. Therefore, in numerous studies, the elevated platelet count was
shown to have a detrimental effect on OS in patients with various malignancies [44,45].
Many groups have also thoroughly evaluated several indicators of platelet-related activity,
such as PLR and PDW. In our study, the most critical platelet-related factor seemed to be
the PVPR. The main problem with assessing the impact of platelet volume on survival in
malignancies is the heterogeneity of results. High MPV correlated with poor survival in
most studies, as large platelets are considered more active [46]. Large platelets also increase
the risk of thromboembolic events [47], which may further decrease survival rates. On
the other hand, a recent meta-analysis on PDW, which is strongly correlated with MPV,
showed opposite outcomes in GC patients [48]. Two trials showed no correlation between
OS and PDW in gastric cancer in the analyzed group, and one showed even improved
survival in patients with higher PDW. This phenomenon requires further analysis.

We are aware of the limitations of our study. The analysis was retrospective, and all
data were gathered manually. There was an initial bias due to only analyzing patients that
received at least one cycle of chemotherapy, so the group of patients with exceptionally
bad prognosis was omitted. Nevertheless, our study, comprising a real-world population
of advanced GC patients, treated with standard chemotherapy, allowed for the definition
of a novel, unique, and readily available prognostic factor in clinical practice.

5. Conclusions

In summary, the NLR and PVPR score (high NLR and low PVPR) is a strong predictor
of detrimental outcomes (both OS and PFS) in advanced, chemo-naive GC patients under-
going first-line palliative chemotherapy. Validation of this novel prognostic factor in other
populations of cancer patients is warranted.
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10.3390/jem10173902 /51, Supplement S1: Agreement between dichotomized inflammatory markers
(Cohen’s k), Supplement S2: Overall survival (OS) and progression free survival (PFS) according to
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Abstract: Background: Interplay between non-specific inflammatory reaction and tumor microenvi-
ronment in gastric cancer (GC) can be measured indirectly by assessing fluctuations in concentration
of platelets. Cytotoxic chemotherapy affects these morphotic elements directly by inducing myelo-
suppression. It was hypothesized that chemotherapy not only directly affects malignant cells, but also
through immunomodulation related to myelosuppression. Methods: Metastatic GC patients (N: 155)
treated with chemotherapy +/— trastuzumab were enrolled in this retrospective study. Platelet
pretreatment concentration (PLT-count) and the deepest level of platelet reduction, as well as other
inflammatory and general confounders were collected in the first 12 weeks of treatment (PLT-red).
Martingale residuals were used to visualize the relationship between PLT-count, PLT-red, and overall
survival (OS). Multiple multivariate Cox regression models were built to assess the impact of platelet
reduction on OS and progression-free survival (PFS). Results: Reduction of PLT (PLT-red) to 60%
of baseline concentration was associated with improved survival rates (HR = 0.60, p = 0.026 for OS
and HR 0.56, p = 0.015 for PFS). Cross-classification into four groups based on PLT-count (high vs
low) and PLT-red (high vs low) showed significantly worse survival rates in both high PLT-count
(HR = 3.60, p = 0.007 for OS and HR = 2.97, p = 0.024 for PFS) and low PLT-count (HR =1.75, p = 0.035
for OS and HR = 1.80, p = 0.028 for PFS) patients with insufficient platelets reduction. Conclusion:
Thrombocytosis reduction represents a novel, clinically important, prognostic factor for OS and PFS
in patients with stage IV GC.

Keywords: gastric cancer; platelets; chemotherapy

1. Introduction

The oncology landscape is constantly evolving and there is no doubt that gastric cancer
treatment will no longer be based solely on cytotoxic chemotherapy [1,2]. However, until
then, optimization of cytotoxic chemotherapy is of the most importance. The long-standing
pursuit has been made to find the link between systemic inflammatory reactions and the
effectiveness of cancer treatment [3,4].

Several studies have shown that there is a correlation between baseline systemic
inflammation measured by neutrophil-to-cell ratio (NLR) and overall survival (OS) in the
context of both cytotoxic chemotherapy [5] and immunotherapy [6]. While the role of NLR
appears to be solid if not explained, the importance of another morphotic element, platelets,
is more ambiguous [7]. Several studies have shown that platelet-based markers, such as the
platelet-to-lymphocyte ratio (PLR) [8] or platelet-derived weight (PDW) [9], could provide
prognostic information. Even more important than finding accurate prognostic factors is
finding good predictive factors to steer the course of treatment that is already on the way.
The detection of early signs of the futility of treatment may guide the early modification of
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systemic therapy. The characteristic and typical adverse event of cytotoxic chemotherapy is
myelotoxicity [10], and some studies showed that treatment-induced neutropenia [11] or
thrombocytopenia [12] could predict a good response to therapy. Overall, it remains unclear
whether such cytopenias might indeed be helpful in tailoring patient-oriented treatment.

We hypothesized that chemotherapy-mediated reduction of initially increased platelet
count could be used as an early biomarker that predicts response to systemic treatment.
Platelets are better suited for this task because of variability of the neutrophil count re-
sulting from the nature of neutrophil progenitor cells. Furthermore, unlike in the case of
low-grade thrombocytopenia, chemotherapy must be delayed in most patients, demon-
strating neutropenia (>G2 CTCAE) due to the risk of subsequent febrile neutropenia [13].
Furthermore, in many patients with neutropenia, G-CSF administration is required, which
can also result in clinically significant neutrocytosis [14].

To evaluate the prognostic and predictive role of thrombocytosis and the reduction
in treatment-induced PLT count, we analyzed the extent of a decrease in the number of
circulating PLT during the first 12 weeks of treatment, which is the usual time point for
evaluating the initial response to systemic therapy in clinical practice.

2. Materials and Methods

The retrospective analysis included data on 155 patients with advanced gastric cancer
(GC) treated systemically in the Department of Clinical Oncology, University Hospital
in Cracow between September 2013 and December 2019. The data was censored on
31 December 2020. Patients were eligible for analysis if at least one cycle of palliative
intravenous chemotherapy had been administered and full longitudinal records of blood
morphology were available. The chemotherapy regimen administered was a standard of
care at a given time and was adapted to the patient’s performance status, HER2 expression,
and available therapeutic guidelines. The neutrophil to lymphocyte ratio (NLR) was
calculated by division of the absolute neutrophil and lymphocyte counts. Platelet reduction
(PLT-red) was calculated as a ratio of the lowest PLT count between the 2nd and 12th
week divided by the initial platelet concentration (PLT-count). Overall survival (OS)
was defined as the time from the initiation of the first palliative chemotherapy to death.
Progression-free survival (PFS) was defined as the time from the beginning of the first
palliative chemotherapy to progression or death. The intensity of the dose was calculated
as the ratio between the number of cycles of chemotherapy administered, divided by the
maximum possible in a given time. Chemotherapy regimens were classified into four
categories according to the number of drugs administered (single agent regime, double
agent regime, triple agent regime, and trastuzumab-based regimen).

Statistical Analysis

The baseline characteristics of the study sample were presented in two groups of
patients who achieved or did not achieve a meaningful level of PLT reduction. Categorical
variables with frequencies and percentages were reported and continuous variables were
characterized by medians and interquartile ranges due to the high right skewness of all
investigated parameters. Nonparametric tests were used to compare medians between two
or more independent groups (Wilcoxon rank sum test and ANOVA rank Kruskal-Wallis
H test). The functional form of the relationship between continuous variables and the
log hazard ratio was tested with martingale residuals [15]. The Kaplan-Meier method
was used to estimate survival functions, and a comparison of them between two or more
independent groups was performed applying a log-rank test. Multiple Cox regression
models were fitted to assess the influence of the two main exposure variables PLT-count and
PLT-red, as well as the impact of covariates on time to death or disease progression. NLR
at baseline, dose intensity, ECOG, and type of chemotherapy were considered potential
confounders based on previous evaluation [16]. The proportional hazard assumption in all
multivariable models was tested with visual inspection of Schoenfeld residuals and was
formally complemented with omnibus chi-squared goodness of fit tests, relating failure
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time to covariate values. In case of violation of this assumption, a different baseline hazard
function was introduced. Dichotomization of inflammatory markers or their reduction
was performed using cut-off points determined by displaying diagnostic graphs of Cox
models. To fulfill the assumption of linearity, the logarithmical transformation (with a
base 2) was used. The analyses were performed in R software (Development Core Team,
Vienna, Austria, version 4.0.4). All tests were two-sided and statistical significance was
defined as p < 0.05. No correction was applied for multiple statistical tests, due to the
exploratory nature of the study.

3. Results

The final analysis consisted of 105 patients. Fifty patients were excluded due to the
lack of complete longitudinal data.

The maximum level of platelets reduction was usually observed in the 7th week of
treatment (Me: 7, IQR: 5-10 weeks).

To visually assess the relationship between OS and platelet-based variables and to
check the functional form of exposure, which should be used in analysis, we plotted two
charts with martingale residuals computed from the null COX regression and modelled
them as a function of either PLT-count or PLT-red (Figure 1).
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Figure 1. Relationship between PLT-red, PLT-count, and overall survival. (A) Martingale residuals
of the null Cox model plotted against PLT-red. (B) Martingale residuals of Null Cox model plotted
against PLT-count. The superimposed smooth line shows the approximation of the true functional
form of a given covariate. The increasing trend shows shorter OS.

We detected a linear positive trend in association with PLT-red up to a value of 60%
reflecting a worsening survival prognosis, followed by stabilization with achievement of
the plateau afterwards. Analogical visual inspection of the relationship with the PLT-count
revealed that crossing the 400 x 10%/uL level was associated with a gradual increase in
martingale residuals and, consequently, a continuous decrease in the average duration
of survival. The analysis in relation to PFS (Figure S1) showed similar patterns of the
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relationship with roughly the same cut-off points (60% for PLT-red and 400 x 10% /uL for
PLT-count), therefore, these values were used as thresholds for dichotomization. On the
other hand, analyzing PLT-red as a continuous variable was admissible after logarithmical
transformation with a base of 2.

Kaplan-Meier survival analysis was performed to compare the survival time of pa-
tients with high PLT count (1 = 28) and low PLT count (11 = 77). The median OS in the
low PLT count group was 9.5 months (95%CI: 8.5-14) and was significantly higher than in
the high PLT count group 8.62 (95% CI: 6.0-13.5) (Figure 2). A log rank test depicted the
significance of differences in the survival distributions as well (x2(1) = 4.8, p =0.028).

Strata ~+ Low PLT (<400) =~ High PLT (>400)

1.00
Group 6-month survival 12-month survival
Low PLT (<400) 74% a15%
High PLT (>400) 64.3% 28.6%
0.75
£
3
©
2
[
2.0.50
©
=
c
=
12
0.25
4 -
0.00 p=0.028

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63
Months since start of the treatment

Figure 2. Overall survival according to the PLT-count in the high (PLT < 400 x 10%/uL) vs. low
(PLT > 400 x 10®/uL) groups. Baseline patient demographic and clinical characteristics across reduced
platelets (PLT-red < 60%) and non-reduced platelets (PLT-red 60%) patients are shown in Table 1.

Table 1. Baseline characteristics.

Reduced Non-Reduced
Variable (n =48) (n=57) 2
Age
Median (Q1-Q3) 60.0 (54.8-70.3) 61.0 (54.0-70.0) 0.745
[Min, Max] [32.0, 82.0] [32.0, 82.0] :
Gender
Male 32 (66.7%) 39 (68.4%) 1.000
Female 16 (33.3%) 18 (31.6%) ’
Performance status(PS)
0 8(16.7%) 9 (15.8%)
1 30 (62.5%) 37 (64.9%) 0.967
2 10 (20.8%) 11 (19.3%)
Overall survival {
Median (Q1-Q3) 297.5 (213.3-543.0) 262.0 (149.0-434.0) 0471
[Min, Max] [44.0, 1913.0] [29.0, 1428.0] -
Progresion free survival §
Median (Q1-Q3) 187.5 (118.8-295.0) 133.0 (81.0-233.0) 0.058
[Min, Max] [44.0, 1477.0] [29.0, 880.0] .
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Table 1. Cont.

[Min, Max]

[0.21,1.00]

[0.47,1.33]

Reduced Non-Reduced
Variable (n =48) (n=57) 4
Platelets &
Median (Q1-Q3) 3775 (287.3-441.5) 259.0 (201.0-377.0) 0.000
[Min, Max] [224.0, 822.0] [113.0, 618.0] '
NEU =
Median (Q1-Q3) 5.7 (4.2-6.4) 49 (3.8-6.0) 0153
[Min, Max] [1.9,12.9] [1.5,10.1] :
LYM &
Median (Q1-Q3) 1.5 (1.2-1.9) 1.6 (1.2-1.9) 0561
[Min, Max] [0.3,2.8] [0.7,3.8] :
NLR
Median (Q1-Q3) 3.6 (2.4-5.5) 3.2 (2.0-4.5)
[Min, Max] [0.8, 15.0] [1.0,7.2] 0.129
Missing 1(2.1%) 1(1.8%)
PDW +
Median (Q1-Q3) 10.9 (10.3-12.4) 12.0 (10.7-13.6)
[Min, Max] [8.8,16.3] [8.8,18.7] 0.047
Missing 1(2.1%) 1(1.8%)
Chemotherapy type
One-drug regime 2 (4.2%) 10 (17.5%)
Two-drugs regime 27 (56.3%) 19 (33.3%) 0.043
Three-drugs regime 16 (33.3%) 21 (36.8%) .
Trastuzumab based regime 3 (6.3%) 7 (12.3%)
Dose intensity
Median (Q1-Q3) 0.81 (0.72-0.89) 0.81 (0.71-0.88) 0634

NEU = neutrophiles, LYM = lymphocytes, NLR = neutrophil to lymphocytes ratio, PDW = platelet distribution
width, dose intensity = delivered cycles of chemotherapy/planned cycles. p = p-value of the Wilcoxon rank sum
test for the difference between medians. 5= x103/ uL. £ =fL, { = days.

The reduced and non-reduced PLT groups differed significantly in terms of PLT-count
and PDW, but not in lymphocytes and neutrophil concentration, or NLR ratio. There were
no differences in chemotherapy dose intensity between the groups; however, compared
to PLT-reduced patients, the PLT-non-reduced subsample more frequently received single
agent chemotherapy and simultaneously less frequently two-drug chemotherapy. Single
agent chemotherapy, which is assumed to be a suboptimal treatment for patients with a
GC, was associated with weaker reduction in PLT, as shown in Figure 3. Differences in
subgroups were formally tested with the Kruskal-Wallis H test that showed statistically
significant differences between groups x(3) = 10.3, p = 0.0164.

To more fully reflect the inflammatory profile of the patients, controlling proportional
changes in PLT for their initial values was needed. Both PLT-red and PLT-count were
incorporated into the Cox regression analysis in the appropriate form, guaranteeing that
there was no violation of the model assumptions. When we did not adjust to additional
covariates, regardless of whether PLT-depl was included as a continuous or dichotomized
variable, a high initial level of PLT was associated with approximately twice the risk of death
(HR =2.10, 95% CI: 1.30-3.38 or HR = 1.91, 95% CI: 1.19-3.06, respectively). Controlling
for possible confounders showed an even stronger effect (HR = 2.32, 95% CI: 1.36-3.98 or
HR =2.29, 95% CI: 1.33-3.95, respectively). Regarding the time to progression of the disease,
the estimates were also very stable, showing in fully adjusted models the tendency to a
higher risk of outcome for patients with a PLT count greater than 400 x 103/ uL, however,
with only marginally significant results (HR = 1.64, 95% CI: 0.99-2.73 or HR = 1.64, 95%
CI: 0.98-2.76). We obtained a robust assessment of PLT on the impact of reduction on
both OS and PFS with strong effect towards deterioration of prognosis across increasing
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values of PLT-red. The double increase in PLT-red was accompanied by a 60-66% higher
risk of reaching OS/PFS endpoints (HR = 1.60, 95% CI: 1.12-2.31 for OS and HR = 1.66,
95% CI: 1.15-2.39 for PFS in fully adjusted models), and reaching at least a level of 0.6
was associated with a 557%—68% risk of OS and a 60-80% higher risk of the PFS endpoint
(HR = 1.68, 95% CI: 1.06-2.64 for OS and HR = 1.80, 95% CI: 1.12-2.91 for PFS) (Table 2).
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Figure 3. Comparison of platelet reduction grouped by type of chemotherapy administered.
1 = 1-drug regime, 2 = 2-drug regime, 3 = 3-drug regime, 4 = trastuzumab-based regime. ® = outliers.

Table 2. Cox regression analysis for baseline platelet and platelets reduction.

0s PFS
Model 1* Model 2 ** Model 1* Model 2 **
Inflammatory Markers HR (95% CI) P HR (95% CI) P HR (95% CID r HR (95% CI) r
Dichotomized PLT-count and logarithmically transformed PLT-red (continous)
PLT-count < 400 o 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) -
2.10 1.56
PLT-count > 400 & (1.30:3.38) 0.002 2.32 (1.36; 3.98) 0.002 (0.98; 2.48) 0.061 1.64 (0.99;2.73) 0.055

1.64 ) 1.62 _
PLT-red (log2) (1.18;2.28) 0.003 1.60 (1.12;2.31) 0.011 (1.16; 2.26) 0.004 1.66 (1.15;2.39) 0.006
Dichotomised both PLT-count and PLT-red
PLT-count < 400 o 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) -
1.91 . 1.46 .
PLT-count > 400 o (1.19; 3.06) 0.008 2.29 (1.33; 3.95) 0.003 (0.92: 2.32) 0.109 1.64 (0.98; 2.76) 0.060
PLT-red < 0.6 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) - 1.00 (ref.) -
1.55 . 1.60 .
PLT-red > 0.6 (1.02;2.34) 0.038 1.68 (1.06; 2.64) 0.026 (1.05; 2.42) 0.028 1.80 (1.12; 2.91) 0.015

*Model 1 includes only PLT-count and PLT-red. ** Model 2 includes PLT-count, PLT-red, ECOG, dose intensity,
type of chemotherapy, and NLR at baseline (dichotomized with highest quartile as cut-off point). @ = x 10%/uL.

To translate these results into clinical practice, a final model with four groups deter-
mined by cross-classification of level of PLT-red (<60 and the >60) and concentration of
PLT-count (<400 x 10*/uL and >400 x 10°/uL) was constructed and analyzed with Cox
regression. Our goal was to check whether achieving a significant reduction in platelets
could be beneficial even in the case of an elevated inflammatory reaction (Table 3).
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Table 3. Cox regression analysis for groups based on the baseline platelet level and platelet reduction.

0s PFS
Model 1 * Model 2 ** Model 1 * Model 2 **
Inflammatory Markers HR (95% CI) P HR (95% CI) 4 HR (95% CI) r HR (95% CI) r

PLT-count <400 & &

PLTored < 0.6 1.00 (ref.) 1.00 (ref.) 1.00 (ref.) 1.00 (ref.)
PLT-count <400 o &

PLTred > 06 158(097;257) 0064  175(1.04;293) 0035  1.62(099;264) 0055  180(1.07;305  0.028
PLT-count >400 @ & . X . .

PLTored < 0.6 1.97 (1.07; 3.61) 0.029 2.44 (1.26;4.73) 0.008 1.49 (0.82;2.72) 0.195 1.64 (0.87;3.11) 0.127
PLT-count >400 © & X X X X

PLTred > 06 289(1.32;6.33) 0008  3.60(141;918) 0007  230(1.06;499) 0036  297(1157.66) 0024

p for trend 0.003 0.001 0.041 0.028

*Model 1 includes only PLT-count and PLT-red; ** Model 2 includes PLT-count, PLT-red, ECOG, dose intensity,
type of chemotherapy, and NLR at baseline (dichotomized with highest quartile as a cut-off point). & = x10%/pL.

In all constructed models, a decreasing trend of survival rates was detected across
premade groups (p for trend < 0.05). After controlling for known confounders, the patient
in the worst group (high PLT count and non-reduced PLT) had a 3.60 and 2.97 times greater
risk of the death and progression of disease, respectively, in comparison to patients with
optimal parameters (HR = 3.60, 95% CI: 1.41-9.18 for OS and HR = 2.97, 95% CI: 1.15-7.66
for PFS). Achieving platelet reduction in the group with a high inflammatory reaction
improved their survival rates compared to patients with high inflammation and no platelet
reduction. Differences in survival rates are visualized in Figure 4.

Strata Reduced/Low PLT —~+ Non-reduced/Low PLT —~+ Reduced/High PLT Non-reduced/High Plt

1.00 Ll:‘]

0.751

0.501

Survival probability
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0.00- p=0.028

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63
Months since start of the treatment

Figure 4. Kaplan-Meier curves for groups based on baseline platelet level and platelet reduction.

4. Discussion

Our analysis confirmed the results of some earlier studies indicating that thrombo-
cytosis at the start of systemic treatment represents a detrimental prognostic factor in
advanced gastrointestinal cancer [17], as well as other malignancies [18]. Chronic systemic
inflammation mediated by cancer-induced cytokines (IL-6, IL-10) is reflected in the increase
in the number of circulating platelets [19,20]. There is no doubt that platelets are not only
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a biomarker of advanced disease, but also a direct trigger of life-threatening conditions
such as venous thromboembolism (VTE) [21] which, after neutropenia-induced infections,
is the second leading cause of mortality in advanced malignancies [22]. Among various
explanations for the detrimental impact of thrombocytosis on cancer patients’ outcomes,
three appear to be the most important: (i) promotion of tumor growth and angiogenesis by
PLT-secreted cytokines [23]; (ii) facilitation of metastasis by protecting circulating tumor
cells from physical factors such as shear stress and host immune response [24]; and (iii) in-
duction of a vicious circle in which platelets stimulate tumor cells, which further stimulate
platelet production and activity [25].

Theoretically, normalization of an increased PLT count during cancer treatment should
decrease the risk of VTE and improve patient outcomes [26]. However, robust data on
the prognostic role of treatment-mediated mitigation of thrombocytosis in cancer patients
are missing.

The observed impact of platelet reduction on survival could also be explained by
the sheer effect of cytotoxic chemotherapy on malignant cells. In this setting, platelet
reduction could reflect the intensity of myelosuppression induced directly by cytotoxic
agents. Consequently, the lower decrease in platelets revealed by one-drug regimens
supports this hypothesis.

In our opinion, it is implausible that only one of these explanations is correct. Platelet
reduction directly inhibits the inflammation-induced tumor proliferation and indirectly
reflect the antiproliferative potential of chemotherapy.

In clinical practice, the efficacy of systemic treatment is usually verified after 3 months
of treatment. Therefore, we decided to analyze the extent of reduction in platelet count dur-
ing the first 12 weeks of chemotherapy in the population studied. Based on initial statistical
analyses, which revealed a survival curve plateau after reaching a 60% reduction in the
PLT count, we decided to use this value as a cut-off point for further statistical analyzes.

Our results demonstrate that a significant reduction (60%) in cancer-related throm-
bocytosis represents a favorable prognostic factor for overall survival in chemotherapy-
treated GC patients. The extent of reduction in PLT depends on the antitumor activity
of chemotherapy and the specific toxicity of PLT of particular cytotoxic drugs such as
carboplatin or gemcitabine [27]. However, in the systemic treatment of GC, none of the
thrombogenesis-impacting medications mentioned above are used. Analysis of various
chemotherapy regimens used in the population of patients studied revealed that multidrug
(2-, 3-, trastuzumab-based regimens) regimens were significantly more effective in reducing
PLT counts than monotherapy. Several studies and available treatment guidelines suggest
the use of multidrug regimens (at least two drugs) in the first-line treatment of advanced
GC, due to its supreme efficacy in terms of tumor response and patient outcomes [28,29].
Furthermore, our study confirmed that such multidrug regimens, which are associated with
higher rates of objective responses, also efficiently inhibit tumor-related thrombocytosis
and thus neutralize protumorigenic PLT-mediated mileau. What is also very important is
that it was the combination of drugs, but not the intensity of chemotherapy, that resulted
in a significant reduction in thrombocytosis and a subsequent improvement in overall
survival. This observation suggests that in patients with GC who experience unacceptable
treatment-related toxicity, it is better to continue multidrug-based chemotherapy at reduced
doses than to switch to monotherapy.

Despite the advent of novel therapeutic approaches, advanced gastric cancer pa-
tients have a poor prognosis with a median overall survival that usually does not exceed
12 months [30]. Adopting new predictive factors that could optimize the early stages of
cancer treatment could significantly benefit patients. The most profound platelets reduction
was usually detected in the 7th week of treatment and therefore can act as a timely signal
for early intervention.

Treatment of advanced gastric cancer is rapidly evolving due to the introduction
of immune checkpoint inhibitors. Anti-PD1 inhibitors alone and in combination with
chemotherapy have significant activity in advanced GC and will soon be approved as first-
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or second-line therapies in this indication [31]. However, many patients with GC will not
respond to this approach and some of them may even experience a dangerous clinical
phenomenon called hyperprogression, which is associated with extremely rapid disease
progression and fatal outcomes. Recent publications analyze hyperprogression events in
patients with various cancers [32], including gastrointestinal cancers [33]. They clearly
showed that baseline thrombocytosis is a risk factor for this phenomenon.

Our study has several limitations. The most important limitation is its retrospective
character. Furthermore, over the analyzed time, patients have been treated with various
chemotherapy regimens based on the patient’s performance status and available guidelines.
Therefore, the results should be validated prospectively to consider utilization of the
thrombocytosis reduction as a marker to guide clinical decisions. Over the analyzed time,
the recommended systemic treatment in advanced GC changed from the three-drug to
two-drug regimens. In terms of overall survival, both three-drug and two-drug regimens
are equal [34], therefore, it should not have had an impact on the result of our analysis.
On the other hand, some bias could be caused by the selection of patients for one-drug
regimes. This type of treatment has not been a standard of care in the analyzed period and
has usually been reserved for patients in suboptimal general conditions.

The second limitation is the small study sample caused by the lack of longitudinal
data for 50 of our patients. Although the dropout was considerable, the incompleteness of
the data was random and should not give additional bias.

Consequently, our observations may provide some additional hints in clinical practice
in advanced GC patients treated with standard chemotherapy-only regimens, but also
in those treated with novel chemoimmunotherapies. However, as previously stressed,
prospective validation of the clinical utility of thrombocytosis-reduction must be performed
not only in chemotherapy-only but also in advanced GC treated with chemoimmunotherapy.

5. Conclusions

The degree of platelet reduction during the first 12 weeks of chemotherapy represents
an important prognostic and predictive factor that affects both OS and PFS in advanced
gastric cancer.
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VIII DYSKUSJA

Rak zotadka w stadium uogoélnienia charakteryzuje si¢ bardzo zlym rokowanie, a
stosowane w nim terapie, jakkolwiek coraz skuteczniejsze, nadal Iacza si¢ z bardzo wysokaq
czestodcig powaznych dzialan niepozadanych. Pomimo wprowadzenia do praktyki kliniczne;
immunoterapii w pierwszej linii leczenia, cytotoksyczna chemioterapia jeszcze przez diug czas
bedzie standardem. Przy braku mozliwosci szybkiej zmiany armamentarium konieczne jest
zwrbcenie uwagi na czynniki prognostyczne 1 predykeyjne, optymalizacja ktérych moze istotnie

poprawic¢ skuteczno$¢ terapii.

Retrospektywny charakter badania oraz wlaczenie do analizy wszystkich pacjentow,
ktérzy otrzymywali chemioterapi¢ z powodu zaawansowanego nowotworu stawialo pewna
trudno$¢ w interpretacji wynikow. Standardowo we pierwszej fazie badania chorzy w dobrym
stanie ogo6lnym otrzymywali schematy 3-lekowe, a w drugiej 2-lekowe. Wynikalo to ze zmiany
migdzynarodowych wytycznych, ktéra dokonywala si¢ w tamtym okresie. Nadekspresja HER2,
definiowana jako wynik HER2 3+ w badaniu immunohistochemicznym (IHC), obserwowana
byta u 10,3% pacjentow, co jest wynikiem zawartym w dolnym zakresie czgstosci raportowanych
w innych badaniach. Niska czesto§¢ moze wynikac z braku oceny amplifikacji genu HER2 w
przypadku niejednoznacznego wyniku badania IHC. Niestety wynik badania HER2 nie byt
dostepny dla 34,8% pacjentow. Wynikato to z przestanek pozamerytorycznych. Terapia
przeciwcialem anty-HER2 nie byta dostepna w Polsce w najwczesniejszym okresie
obejmowanym przez przeprowadzong analiz¢. Dodatkowo kryteria refundacyjne okreslone w
Programie Leczenia Raka Zotadka NFZ uniemozliwialy zastosowanie leczenia trastuzumabem w
przypadku suboptymalnego stanu ogélnego pacjentéw. Z tego powodu u czesci chorych, ktorzy
klinicznie nie spelniali kryteriow wlaczenia do programu lekowego, nie przeprowadzano analizy
ekspresji HER2. Majac to na uwadze stosowany schemat chemioterapii w obu badaniach zostat

potraktowany jako zmienna zakl6cajaca.

Gléwnym problemem, ktéry wynika z natury ocenianych markeréw stanu zapalnego, jest
ich duza zaleznos$¢ od zewnetrznych czynnikéw zaklécajacych. Zaréwno NLR/PVPR oceniany
w plerwszej pracy, jak i poziom plytek krwi oceniany w drugiej opiera si¢ na ocenie elementow
morfotycznych krwi, ktére maja swoja naturalna role w organizmie i zwigzane z tq rola wahania
ich poziomu. W przypadku poziomu neutrofili i limfocytéw poziom moze by¢ zaburzany przez
toczace si¢ infekcje, odpowiednio bakteryjne 1 wirusowe. Plytki krwi w trakcie leczenia moga by¢
zaburzane nie tylko przez trwajaca chemioterapig, ale tez przez ich zuzywanie w procesie

koagulaciji.
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W pierwszej pracy “Combined Neutrophil-to-Lymphocyte and Platelet-Volume-to-
Platelet Ratio (NLR and PVPR Score) Represents a Novel Prognostic Factor in Advanced
Gastric Cancer Patients” oceniono, ze wyj$ciowy poziom zaréwno NLR, jak réwniez PVPR jest
istotnym czynnikiem prognostycznym w zaawansowanym raku zotadka i wplywa na czas
przezycia catkowitego oraz na czas wolny od progresji. Stwierdzenie, ze oceniaja one dwa
odmienne mechanizmy w kaskadzie reakcji zapalnej jest odwazne, ale z pewnoscia ich wyniki

uzupelniajg si¢ 1 w wickszym stopniu pozwalaja oceni¢ ryzyko niepowodzenia terapii.

Rola wyjsciowego poziomu NLR w raku zoladka wydaje si¢ niepodwazalna. Istniejq
réwniez dane dotyczace zasadnos$ci oceny poziomu plytek krwi oraz ich pochodnych
parametréw, jako markeréw stanu zapalnego majacych wplyw na rokowanie pacjentéw. Istnieje
kilka wyjasnien negatywnego wplywu NLR na czas przezycia. Neutrofile moga pobudzaé wzrost
nowotworu poprzez produkcje czynnikdéw prozapalnych, takich jak VEGF (vascular endothelial
growth factor)[66], IL8[87], MMP (matrix metalloproteinases)[65]. Z drugiej strony neutrofile
moga blokowaé mechanizmy niszczenia komérek nowotworowych przez swéj hamujacy wplyw
na limfocyty NK i CD4+/CD8+[88]. Przeciwnie wysoki poziom limfocytéw, zaréwno
mierzonych we krwi obwodowej, jak 1 w tkankach wydaje si¢ skorelowany z wyzszym czasem
przezycia u pacjentéw, co moze by¢ objawem utrzymanej wydolnosci naturalnych mechanizméw

odpornosciowych[88].

Mechanizm wplywu plytek krwi wydaje si¢ wielopoziomowy. Podwyzszony poziom PLT
jest skorelowany z wigkszym nasileniem reakcji zapalnej, ale najpewniej, poza mechanizmem
immunologicznym, plytki krwi wplywajq tez na czas przezycia poprzez zwigkszenie ryzyka
zakrzepowo-zatorowego[89]. W kontekscie uktadu odpornosciowego plytki krwi moga rowniez
zaburza¢ jego funkcje przez blokowanie aktywnosci limfocytow NK[90] oraz tworzenie ,,putapek

immunologicznych” dla leukocytéw[91].

Markerem reakcji zapalnej oceniajacym funkcje linii megakariocytarnej byt wspotczynnik
okreslajacy stosunek wielkosci plytek krwi (MPV) do ich ste¢zenia (PLT), nazwany PVPR.
Parametr MPV okresla $rednig objetos¢ plytek krwi, co jest istotne w kontekscie mechanizmu ich
tworzenia. W normalnych warunkach istnieje odwrotnie proporcjonalna zalezno$¢ pomiedzy
wielkosci plytek, a ich iloscia. W sytuacji spadku koncentracji PLT megakariocyty, bedace
komoérkami progenitorowymi dla plytek krwi, sa pobudzane przez trombopoetyne 1 produkuja
plytki krwi o wigkszej objetosci. Stad zwigkszony poziom MPV spodziewany jest w sytuacji

nadmiernego pobudzenia szpiku, a obnizony w sytuacji aplazji badZ hipoplazji szpiku[92].
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Wydaje sie, ze wigksze plytki krwi sa bardziej aktywne metabolicznie, niz postacie o
mniejszej objetoscl 1 ze te zmiany objetosci moga by¢ zwiazane nie tylko z ich wiekiem 1
produkcja, ale tez z sama aktywacja. W badaniu obserwowano poprawe czasu przezycia w

przypadku wzrostu wspélczynnika PVPR, a wiec wigkszego MPV.

Przeprowadzone w badaniu analizy statystyczne nie pozwolily niestety na uzyskanie
odpowiedzi na pytanie, czy poprawa czasu przezycia wynika tylko z naturalnej zalezno$ci (mniej
plytek powoduje wzrost MPV) co sumarycznie oznacza mniejsza aktywacje uktadu
odpornosciowego, czy tez z zaburzenia tej relacji — wigksze MPV niz wynikajace z prostej relacji

MPV/PLT oznacza wigksza aktywacje uktadu odpornosciowego, ktory, podobnie jak aktywacja

limfocytéw, jest zwigzany z dobrym rokowaniem.

Nawet nie znajac odpowiedzi na powyzsze pytanie mozna si¢ spodziewac gorszego

rokowania u pacjentéw z wysokim NLR 1 niskim PVPR.

Celem drugiej pracy ,,Reduction of Cancer-Induced Thrombocytosis as a Biomarker of
Improved Outcomes in Advanced Gastric Cancer” bylo potwierdzenie, ze gtebokos¢ spadku
poziomu plytek krwi w trackie leczenia systemowego moze by¢ rozpatrywana w kategorii
predykcyjnej w stosunku do czasu przezycia pacjenta. Wyniki tej analizy nalezy rozpatrywac

dwutorowo.

Po pierwsze analiza wykazala, ze abstrahujac od znanych czynnikéw ryzyka m.in.
wyjsciowego poziomu NLR, wysoki poziom plytek krwi przy rozpoczeciu leczenia taczy si¢ ze
ztym rokowaniem. Warto$cia granicza byl tu poziom 400 x10v3 /ul, ktéry jest zblizony do gdrnej
granicy normy. Negatywny wplyw trombocytozy moze wynikac¢ z kilku potencjalnych przyczyn.
Moze by¢ to, podobnie jak NLR, marker toczacej si¢ systemowej reakeji zapalnej, ktéra pogarsza
rokowanie i moze by¢ zwigzana z zaawansowaniem choroby nowotworowej[93]. Z drugiej strony
bardzo prawdopodobny jest bezposredni wplyw krazacych plytek krwi na przebieg choroby,
ktory ponownie moze mie¢ charakter wieloptaszczyznowy. Duza liczba PLT zwigksza ryzyko
epizodéw zakrzepowo-zatorowych, ktoére sa istotng przyczyna zgonu u chorych
onkologicznych[89]. Dodatkowo, produkowane przez pobudzone plytki krwi cytokiny moga
pobudzaé wzrost komérek nowotworowych 1 promowac angiogeneze[94]. Czes¢ publikacji
wskazuje réwniez na mozliwo$¢ powstawania kompleksow krazacych komoérek nowotworowych
(CTC, circulating tumor cells) i plytek krwi, ktére zabezpieczaja CTC przed zniszczeniem w
uktadzie krazenia[95]. Dochodzi réwniez do sytuacji powstania sprz¢zenia zwrotnego, gdy plytki
krwi pobudzaja komoérki nowotworowe, a te z kolei aktywuja megakariocyty co jeszcze bardziej

zwigksza liczbe PLT[90]. Trudno jest jednoznacznie okresli¢, ktéry z tych czynnikow jest
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wiodacy, jednak dane literaturowe sa zgodne w tym, ze trombocytoza wiaze si¢ z gorszym

rokowaniem.

Przeprowadzona analiza pozwolila stwierdzi¢, ze istotna redukcja liczby trombocytow jest
korzystna zaréwna w zakresie czasu przezycia calkowitego, jak 1 czasu wolnego od progresji pod
warunkiem osiagniecia krytycznej wartosci progowej - 60% wartosci wyjsciowej PLT. Dotyczy to

zar6wno pacjentow z trombocytoza, jak i bez niej, aczkolwiek wplyw redukcii jest wigkszy w

przypadku chorych z wysoka, wyjsciows liczba plytek krwi.

Wplyw redukgciji liczby trombocytéw na czas przezycia mozne wynikac z przyczyn
posrednich i bezposrednich. Istnieja przestanki, ze samo zmniejszenie trombocytozy moze mie¢
bezposredni, korzystny wplyw na rokowanie poprzez zmniejszenie ryzyka wystapienia epizodow
zakrzepowo-zatorowych. Z drugiej strony posredni wplyw redukeji liczby plytek krwi mozna
rozpatrywac w kontekscie oceny sily dziatania chemioterapii na szpik kostny, co moze

bezposrednio korelowa¢ ze skutecznoscia leczenia cytotoksycznego.

Ocena korelacji pomiedzy mielotoksycznoscia, a potencjalem cytotoksycznym
chemioterapii jest trudna z uwagi na brak odpowiednich danych dotyczacych obiektywnie
zdefiniowanych dawek chemioterapii. W wickszosci przypadkéw zalecane dawki chemioterapii
definiowane sa na etapie wczesnych faz badan klinicznych, gdzie podstawowym ocenianym
parametrem jest toksyczno$é. Stad w przypadku wigkszosci stosowanych wspolczesnie
schematow realnie podawana jest maksymalna tolerowana dawka chemioterapii, a nalezy zwrdcié
uwagg, ze zalezno$¢ pomiedzy dawka a efektem cytotoksycznym nie musi mie¢ charakteru
liniowego. Hipoteza, ze dawkowanie chemioterapii mogloby by¢ optymalizowane indywidualnie

na podstawie oceny jej wplywu na liczbe trombocytéw jest niewatpliwie interesujaca.

Majac na uwadze calo$¢ obrazu, wydaje si¢ by¢ malo prawdopodobne, aby tylko jeden z
mechanizméw, posredni badz bezposredni, odpowiadal za caly obserwowany efekt. Najpewniej
redukcja plytek zaréwno bezposrednio jest istotna dzigki redukeji trombocytozy, jak 1 rowniez

posrednio opisuje potencjal cytotoksyczny stosowanej chemioterapii.

W badaniu przyjeto dos¢ arbitralnie, ze redukcja liczby plytek bedzie oceniana w
pierwszych 12 tygodniach chemoterapii. Ten zakres czasowy wynikal z ogdlnie przyjetych norm
wykonywania badan obrazowych, ktére sa, jak do tej pory, najbardziej obiektywnym narzedziem
oceny skuteczno$ci chemioterapii. Nalezy zwroci¢ uwage, ze mediana czasu, w ktérym pacjenci
uzyskiwali nadir PLT wynosila siedem tygodni. Stad PLT-red moze dostarczy¢ istotnych

informacji o reakcji choroby na leczenie jeszcze przed pierwszg formalng ocena obrazowa.
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Ramy czasowe badania ograniczyly wykorzystywane w niej leki do klasycznej
chemioterapii oraz chemioterapii w skojarzeniu z trastuzumabem. Zaden pacjent nie otrzymatl
immunoterapii opartej o inhibitory punktéw kontrolnych, ktéra w najblizszej przysztosci bedzie
stawala si¢ standardem pierwszej linii leczenia raka zoladka. Niewatpliwe weryfikacja
uzytecznosci PLT-red bedzie tez konieczna w tych nowych realiach, aczkolwiek nalezy pamigtac,
ze w zakresie chemioterapii wytyczne nadal wskazuja schematy FOLFOX i XELOX jako

optymalne, a takie leczenie otrzymywala wigkszo$¢ pacjentow.

IX WNIOSKI

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wyjSciowa warto§é parametréw NLR i PVPR jest
istotnym czynnikiem prognostycznym u chorych na zaawansowanego raka zotadka poddawanych
leczeniu systemowemu 1. linii. Pacjenci z wysokim poziomem NLR i niskim PVPR
charakteryzowali si¢ istotnie gorszym rokowaniem. Dodatkowo oba te markery uzupelniaja si¢ 1

moga by¢ stosowanie tacznie celem jeszcze dokladniejszej oceny rokowania pacjentéw.

Istotna redukcja liczby plytek krwi, zaréwno u pacjentéw z wyjsciows trombocytoza, jak 1
u chorych z prawidtows liczba PLT jest pozytywnym czynnikiem prognostycznym i pozwala

uscisli¢c rokowanie pacjentow jeszcze przed pierwsza formalng oceng obrazowna.
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X STRESZCZENIE

Wstep: Zaawansowany rak zoladka, definiowany jako choroba uogélniona lub trwale
nieoperacyjna, jest chorobg nieuleczalna. Odpowiednio wezesnie wdrozone systemowe leczenie
paliatywnej jest w stanie w istotny sposob wydltuzy¢ czas przezycia (OS, overall survival)
pacjentow. Dodatkowo leczenie to pozwala przez dluzy czas zachowac jako$¢ zycia i zapobiec
wystapieniu powaznych powiklan zwiazanych z choroba. Aktualny standard leczenia zaklada
zastosowanie dwulekowej chemioterapii opartej o pochodne platyny i fluoropirymidyny.
Dodatkowo w przypadku nadekspresji biatka HER2 wytyczne zakladaja dodanie do leczenie
przeciwciala antyHER2 — trastuzumabu, a w przypadku wysokiej poziomu CPS (combined
positive score) — przeciwciata anyt-PD1 - niwolumabu. Leczenie to wigze si¢ jednak z wysoki
ryzykiem powaznych powiklan, a wzrost czasu przezycia jest nadal niezadowalajacy. Celem
publikacji byla proba okreslenia nowych i weryfikacja znanych czynnikéw prognostycznych i
predykcyjnych u chorych na zaawansowanego raka zotadka. W pierwszej publikacji analizowano
czynnik prognostyczne przed rozpoczeciem chemioterapii, wykorzystujac w tym celu markery
stanu - NLR, (neutrophil to lymphocyte ratio), PLR (platelets to lymphocytes ratio), HPR,
(hemoglobin to platelets ratio), PDW (platelets distribution width) czy objetosci plytek do ich
losci (PVPR, platelets volume to platelets ratio). Celem pracy byla réwniez ocena
wspolzaleznosci pomiedzy tymi czynnikami oraz préba ich facznego zastosowania. W drugiej
pracy analizowano poziom plytek krwi (PLT) po rozpoczeciu leczenia oraz poszukiwano zwigzku

pomiedzy glebokoscia redukciji PLT, a OS i PES.

Materialy i metodyka: Prowadzone analizy mialy charakter retrospektywny.
Przeanalizowano dane pacjentéw leczonych z powodu uogélnionego lub nieoperacyjnego raka
zoladka w Klinice Onkologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie w latach 2012-2019. Do
badania wlaczono 155 pacjentéw. Pacjenci byli leczenie zgodnie z aktualnym dla danego okresu
standardem terapii. W pierwszym okresie (2012- 2015) byly to schematy tréjlekowe (EOX,
mDCEF), a w drugim okresie (2015-2019) — schematy dwulekowe (przewaznie XELOX).
Nadekspresja HER 2 zostala wykryta u 10,3 % pacjentéw, ktorzy leczeni byli schematami
zawierajacymi trastuzumab. Z uwagi na okres prowadzenia badania zaden pacjent nie otrzymat

immunoterapii.

W pierwszej analizie wykorzystano analiz¢ ROC (Receiver Operating Characteristic) z indeksem
Youdena celem wyznaczenia optymalnych parametréw markeréw stanu zapalnego przy
dychotomizacji. W przypadku braku istotnosci statystycznej analizy ROC, wykorzystano analize

mediany danego parametru. Korelacja Spearmana zostala zastosowana celem oceny zaleznosci
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monotonicznej pomigdzy markerami stanu zapalnego. Kappe Cohena wyznaczono celem
potwierdzenia charakteru tej zaleznosci po zastosowaniu niezbednych przeksztatcen. Celem
oceny charakteru zaleznosci pomiedzy poziomem spadku liczby PLT po chemioterapii
wykorzystano analiz¢ wizualng reszt martyngatowych. Konicowym etapem obu analiz bylo
zastosowanie wieloczynnikowej regresji Coxa celem oceny zalezno$ci pomiedzy badanymi
zmiennymi niezaleznymi, a OS 1 PFS. Wyniki to zwizualizowano przy pomocy krzywych

Kaplana-Meiera.

Wyniki: Optymalny punkt odcigcia dla NLR wynosi 3,99 (analiza ROC), a dla PVPR 0,34
(analiza mediany). W analizie regresji jednoczynnikowej Coxa wykazano istotny statystycznie
wplyw poziomu NLR, PVPR i PDW, ale nie PLR czy HPR na OS. Do dalszej analizy
pozostawiono istotne statystycznie markery. Korelacja rang Spearmana wykazala silng korelacje
pomiedzy PDW, a PVPR oraz slaba do minimalnej pomi¢edzy NLR-PVPR i NLR-PDW. Kappa
Cohena wykazala, ze parametr PVPR charakteryzuje si¢ mniejsza zgodnoscia z NLR, niz PDW,
stad w ostatecznej analizie odrzucono PDW. Wieloczynnikowa regresja Coxa wykazala,
kontrolujac pozostale parametry, ze NLR i PVPR stanowia niezalezne czynniki prognostyczne
OS. W zakresie PFS NLR byt istotny statystycznie we wszystkich modelach, a PVPR znajdowal
si¢ na granicy istotno$ci. W modelu uwzgledniajacym wszystkie zmienne zaklécajace, pacjenci z
wysokim poziomom PVPR mieli o 44% nizsze ryzyko zgonu (HR = 0,56; 95% CI: 0,33—0,93). W
tym samym modelu wysoki poziom NLR laczyt si¢ z prawie dwukrotnym pogorszeniem

rokowania (HR = 1,95; 95% CI: 1,17-3,24).

W drugiej publikacji analiza reszt martyngalowych wykazata pozytywny wplyw redukciji PLT
(PLT-red) na OS po osiagnieciu krytycznej wartosci 60% wyjsciowej liczby PLT (PLT-count).
Podobnie przeprowadzona analiza wykazata dwojlomny przebieg krzywej reszt martyngatowych
dla PLT-count. Oznacza to, ze wyjSciowa liczba plytek krwi zacze¢la mie¢ negatywny wplyw na
czas przezycia catkowitego po przekroczeniu wartosci 400 x10*ul. Analiza Kaplana-Meiera
wykazala, ze przy przyjeciu takiego punktu odcigcia PLT-count, OS jest istotnie krotszy w
przypadku trombocytozy (test log-rank (x*(1) = 4.8, p = 0.028). Celem oceny wplywu PLT-red i
PLT-count na OS 1 PES przydzielono pacjentéw do jednej z czterech kategorii (wysokie PLT-
red/wysokie PLT-count, wysokie PLT-red/niskie PLT-count itd.). Analiza ta wykazala, ze
pacjenci w najgorszej grupie rokowniczej (wysokie PLT-count 1 niski poziom PLT-red)
charakteryzujq si¢ 3,6 razy wyzszym ryzykiem zgonu oraz 2,97 razy wyzszym ryzyko progresji w

modelach z pelng kontrola czynnikéw zaklécajacych, niz chorzy w grupie dobrego rokowania.
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Whioski: Wyjsciowy poziom NLR i PVPR jest istotnym czynnikiem prognostycznym w
zaawansowanym raku zoladka. Pacjenci z wysokim poziom NLR i niskim PVPR charakteryzuja
si¢ istotnie gorszym rokowaniem. Dodatkowo markery te uzupelniaja si¢ i moga by¢ stosowanie

acznie celem jeszcze dokladniejszej oceny rokowania pacjentow.

Istotna redukcja liczby plytek krwi, zaréwno u pacjentéw z wyjsciows trombocytoza, jak i u
chorych z prawidlows liczbg PLT jest pozytywnym czynnikiem prognostycznym i pozwala

uscislic rokowanie pacjentow jeszcze przed pierwsza formalng oceng obrazowa.
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XI ABSTRACT

Introduction: Advanced gastric cancer, metastatic or inoperable, is an incurable disease. Propetly
implemented palliative treatment can significantly extend overall survival (OS). Furthermore,
treatment allows to maintain the quality of life and prevents the occurrence of serious
complications for an extended period of time. The current standard of care involves the
administration of two-drug chemotherapy that contains platinum and fluoropyrimidine
derivatives. Furthermore, in the case of HER2 overexpression, the addition of an anti-HER2
antibody, trastuzumab, is warranted. Similar in the case of high levels of CPS (combined positive
score), the addition of the anti-PD1 antibody — nivolumab should be strongly considered.
However, systemic treatment is associated with a high risk of serious complications, while the
increase in overall survival (OS) remains unsatisfactory. The purpose of this work is to identify
new and verify known prognostic and predictive factors. In the first publication, prognostic
factors were analyzed before chemotherapy. Inflaimmatory markers such as NLR (neutrophil-to-
lymphocyte ratio), PLR (platelets-to-lymphocyte ratio), HPR (hemoglobin-to-platelets ratio),
PDW (platelet distribution width), and PVPR (platelet volume to platelets ratio) were tested. The
main focus was on analysis of interdependencies and an attempt to seek a joint application. The
second study analyzed platelet level (PLT) after the initiation of chemotherapy and looked for the

relationship between the depth of reduction in PLT and OS and PFES.

Materials and methods: Data from 155 patients with advanced gastric cancer treated in the
Department of Oncology at the University Hospital in Cracow between 2012 and 2019 were
retrospectively analyzed. The patients were treated according to the current standard of care for a
given period of time. In the first period (2012-2015), three drug regimens (EOX, mDCF) were
the most common, and in the second period (2015-2019) two drug regimens (usually XELOX)
were used. In the case of HER2 overexpression (10.3% of patients), trastuzumab-containing

regimens were used. Due to the timelines of the trial, no patients received immunotherapy.

In the first analysis, the ROC (Receiver Operating Characteristics) analysis with the Youden index
was used to determine the cut-off values. If the ROC analysis was not statistically significant, the
median value of a given parameter was used. Spearman’s correlation was used to assess the
monotonic relationship between inflammatory markers. Cohen's kappa was determined to
confirm the nature of this relationship after applying the necessary transformations. Visual
analysis of martingale residues was used to assess the nature of the decrease in the relationship

between the level of PLT after chemotherapy. In the final stage of both analyzes, multivariate
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Cox regression was used to assess the relationship between the independent variables and OS and

PFS. The results were visualized with Kaplan-Meier curves.

Results: The optimal cut-off point for NLR was set at 3.99 (ROC analysis) and for PVPR 0.34
(median analysis). Univariate Cox regression analysis showed a statistically significant effect of
NLR, PVPR, and PDW, but not PLR or HPR, on OS. Inflammatory markers with statistical
significance were used in further analysis. The Spearman correlation showed a strong association
between PDW and PVPR and weak to minimal correlation between NLR-PVPR and NLR-
PDW. Cohen's kappa verified that the PVPR parameter is less consistent with the NLR than with
the PDW, hence, the PDW was rejected in the final analysis. Multivariate Cox regression, while
controlling for the remaining parameters, showed that NLLR and PVPR were independent
prognostic factors for OS. In terms of PFS, NLR was statistically significant in all models and
PVPR was on the borderline of significance. In the most adjusted model, patients with high levels
of PVPR had a 44% lower risk of death (HR = 0.56; 95% CI 0.33-0.93). In the same model, the
risk of death in patients with high NLR values was almost two times higher than in low NLR
patients (HR = 1.95; 95% CI 1.17-3.24).

In the second publication, the analysis of martingale residues showed a positive effect of the
reduction of PLT (PLT-red) on OS after reaching the critical value of 60% of the starting
number of PLT number (PLT-count). A similar analysis showed a nonlinear curve of the
martingale residuals curve for the PLT count. This means that the baseline platelet count began
to negatively affect overall survival after exceeding the value of 400 x103 / ul. Kaplan-Meier
analysis showed that with this PLT-count cutoff, OS is significantly shorter for patients with
thrombocytosis (log rank test (y2 (1) = 4.8, p = 0.028). To assess the effect of PLT-red and PLT-
count on OS and PES, patients were assigned to one of four categories (high PLT-red / high
PLT-count, high PLT-red / low PLT-count etc). This analysis showed that patients in the worst
prognostic group (high PLT-count and low PLT-red) have a 3.6 times higher risk of death and a
2.97 times higher risk of death in fully adjusted models.

Conclusions: The baseline level of NLR and PVPR is a significant prognostic factor in advanced
gastric cancer. Patients with high NLR levels and low PVPR have a significantly worse prognosis.
In addition, these markers are complementary and can be used altogether in order to accurately

assess patients' prognosis.

A significant reduction in platelet count, both in patients with baseline thrombocytosis and in
patients with a normal PLT count, is a positive prognostic factor and allows the evaluation of the

prognosis of patients even before the first formal imaging assessment.
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XIII SPIS RYCIN

Rycina 1 Jednoczynnikowa regresja Coxa

Rycina 2 Krzywe przezycia przy tacznym zastosowaniu markeréw zapalnych
Rycina 3 Wykres reszt martyngalowych

Rycina 4 Krzywa przezycia dla pacjentow z wysokim 1 niskim poziomem plytek krwi

Rycina 5 Wykres box-plot poziomu redukeji plytek krwi w zaleznosci od zastosowanej

chemioterapii

Rycina 6 Krzywe przezycia dla wyznaczonych grup
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