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Wykaz skrétow uzytych w pracy

[18F]FDG - 18F-fluorodeoksyglukoza, (ang. 18F-fluorodeoxyglucose)

4-HNE - 4-hydroksynonenal, (ang. 4-hydroxynonenal)

5-HIAA - kwas 5-hydroksyindolooctowy, (ang. 5-hydroxyindoleacetic acid)

8-OhdG - 8-hydroksy-2-deoksyguanozyna, (ang. 8-hydroxy-2-deoxyguanosine)

8-oksodG — 8-o0kso-7,8-dihydrodeoksyguanozyna, (ang. 8-oxo-7,8-dihydro-2-deoxyguanosine)
AC — atypowy rakowiak, (ang. atypical carcinoid)

ACTH - hormon adrenokortykotropowy, (ang. adrenocorticotropic hormone)

ADH - hormon antydiuretyczny, (ang. antidiuretic hormone)

AFMK - N1l-acetylo-N2-formylo-5-metoksykynuramina, (ang. N(1)-acetyl-N(1)-formyl-5-
methoxykynuramine)

ALl - wskaznik stanu zapalnego zaawansowanego raka ptuca, (ang. advanced lung cancer
inflammation index)

AMK - N-acetylo-5-metoksykynuramina, (ang. N(1)-acetyl-5-methoxykynuramine)

AMPK — kinaza biatkowa aktywowana przez AMP, (ang. 5’AMP-activated protein kinase)
APUD — wychwyt i dekarboksylacja prekursoréw amin, (ang. amine precursore uptake and
decarboxylation)

AUC - pole pod krzywg, (ang. area under curve)

BAT — brazowa tkanka ttuszczowa, (ang. brown adipose tissue)

Bcl-2 — biatko chtoniaka z komérek B, (ang. B-cell lymphoma 2)

bFGF - podstawowy czynnik wzrostu fibroblastéw, (ang. basic fibroblast growth factor)

BHT - butylowany hydroksytoluen, (ang. butylated hydroxytoluene)

BMI - wskaznik masy ciata, (ang. body mass index)

BPDE - epoksyd benzo(a)pirenodiolu

CaM - kalmodulina, (ang. calmodulin)

cAMP - cykliczny adenozyno3’,5’-monofosforan, (ang. 3’5’-cyclic adenosine monophosphate)
CAT - katalaza, (ang. catalase)

CDX2 - homeobox typu ogonowego 2, (ang. caudal type homeobox 2)

CEA - antygen karcynoembrionalny, (ang. carcinoembryonic antigen)

CgA — chromogranina A, (ang. chromogranin A)



CGAS- cykliczna syntaza GMP-AMP, (ang. cyclic GMP-AMP synthase)

CgB - chromogranina B, (ang. chromogranin B)

COX2 — cyklooksygenaza, (ang. cyclooxygenase)

CRP - biatko C-reaktywne, (ang. C-reactive protein)

CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii, (ang. colony-stimulating factor)

CT - tomografia komputerowa, (ang. computed tomography)

CTACK/CCL27 - skérna chemokina przyciggajgca limfocyty T, (ang. cutaneous T-cell-attracting
chemokine)

DNES — rozproszony uktad neuroendokrynny, (ang. diffuse neuroendocrine systems)

DZM — dobowa zbidrka moczu

EGFR — receptor dla naskdorkowego czynnika wzrostu, (EGFR, ang. epidermal growth factor
receptor)

ELISA - test immunoenzymatyczny, (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)

ELR - motyw aminokwasowy Glu-Leu-Arg w chemokinach (kwas glutaminowy-leucyna-
arginiana)

EMT - przejscie nabtonkowo-mezenchymalne, (ang. epithelial-to-mesenchymal transition)
ENETS - Europejskie Towarzystwo ds. Nowotworéw Neuroendokrynnych, (ang. European
Neuroendocrine Tumor Society)

ER - receptor estrogenowy, (ang. estrogen receptor)

Erk — kinaza regulowana szlakiem zewnatrzkomdérkowym, (ang. extracellular signal-reqgulated
kinases)

EUS — ultrasonografia endoskopowa, (ang. endoscopic ultrasonography)

fAd — adiponektyna petnej dtugosci, (ang. full-length adiponectin)

FDA - Amerykariska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw, (ang. Food and Drug Administration)

FGP — wartosci glukozy na czczo, (ang. fasting plasma glucose)

G-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéow, (ang. granulocyte colony-
stimulating factor)

GEP-NET - guz neuroendokrynny zofadkowo-jelitowo-trzustkowy, (ang.
gastroenteropancreatic tumor)

GIP - glukozozalezny peptyd insulinotropowy, (ang. glucose-dependent insulinotropic peptide)

GLP-1 - glukagonopodobny peptyd 1, (ang. glucagon-like peptide-1)



GM-CSF - czynnik stymulujgcy tworzenie granulocytéw i makrofagéw, (ang. granulocyte-
macrofage colony-stimulating factor)

GPx - peroksydaza glutationowa, (ang. glutathione peroxidases)

GR - reduktaza glutationowa, (ang. glutathione reductase)

GRO-a - onkogen regulowany wzrostem, (ang. growth regulated oncogene)

GSH - zredukowany glutation, (ang. reduced glutathione)

GSSG — utleniony disulfid glutationu, (ang. glutathione disulfide)

HbAlc — hemoglobina glikowana

hCG — ludzka gonadotropina kosméwkowa, (ang. human chorionic gonadotropin)

HDL - lipoproteina o wysokiej gestosci, (ang. high-density lipoprotein)

HGF - czynnik wzrostu hepatocytéw, (ang. hepatocyte growth factor)

HIF-1 - czynnik indukowany hipoksja, (ang. hypoxia-inducible factor-1)

HMW — wysoka masa czgsteczkowa, (ang. high molecular weight)

HPV - wirus brodawczaka ludzkiego, (ang. human papillomavirus)

HRP - peroksydaza chrzanowa, (ang. horseradish peroxidase)

IARC - Miedzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem, (ang. International Agency for Research
on Cancer)

ICAM-1 - czgsteczka adhezji miedzykomorkowej, (ang. intercellular adhesion molecule)

IFN — interferon, (ang. interferon)

IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu, (ang. insulin-like grow factor )

IL — interleukina, (ang. interleukin)

IL-1ra — antagonista receptora IL-1, (interleukin-1 receptor antagonist)

IOUS - ultrasonografia Srédoperacyjna, (ang. intraoperative ultrasound)

IP-10 - indukowane interferonem y biatko 10kDa, (ang. interferon y-induced protein 10 kDa)
IR —insulinoopornos$é, (ang. insulin resistance)

IRMA - test immunoradiometryczny, (ang. immunoradiometric assay)

Isl-1 — biatko wzmacniajgce gen insuliny Isl-1, (ang. insulin gene enhancer protein islet 1)
Jak - kinaza Janusa, (ang. Janus kinase)

JNK — kinaza biatkowa c-Jun, (ang. c-Jun N-terminal kinase)

K2EDTA - wersenian dipotasowy, sol dipotasowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego
Keapl — czgsteczka cytoplazmatyczna, biatko zwigzane z ECH (ang. Kelch-like ECH-associated

protein)



K-RAS — wirus miesaka szczuréw Kirsten, (ang. Kirsten rat sarcoma virus)

LADA — pdzno ujawniajgca sie cukrzyca typu 1 u dorostych, (ang. latent autoimmune diabetes
in adults)

LANA — antygen jgdrowy zwigzany z latencjg, (ang. latency-associated nuclear antigen)
LCNEC - rak neuroendokrynny wielkokomérkowy, (ang. large cell neuroendocrine carcinoma)
LDH - dehydrogenaza mleczanowa, (ang. lactate dehydrogenase)

LDL - lipoproteina o niskiej gestosci, (ang. low-density lipoprotein)

Lgr5 — receptor sprzezony z biatkiem G bogaty w leucyne, (ang. leucine-rich repeat-containing
G-protein coupled receptor 5)

LIF - czynnik hamujacy biataczke, (ang. leukemia inhibitory factor)

LIPI - immunologiczny wskaznik prognostyczny ptuc, (LIPI, ang. lung immune prognostic index)
LMP1 - utajone biatko btonowe wirusa Eppsteina-Barr, (ang. Epstein-Barr virus latent
membrane protein 1)

LMW - niska masa czgsteczkowa, (ang. low molecular weight)

LNEN — nowotwadr neuroendokrynny ptuca, (ang. lung neuroendocrine neoplasm)

LPO - peroksydacja lipidow, (ang. lipid peroxidation)

LX — lipoksyny, (ang. lipoxins)

M1G - pirymido([1,2-a]puryn-10(3H)-on, (ang. pirymido[1,2-a]purin-10(3H)-one)

MAPK - kinaza biatkowa aktywowana mitogenem, (ang. mitogen-activated protein kinase)
MaR - marezyny (ang. maresins)

MCP-1 - biatko chemotaktyczne monocytéw 1, (ang. monocyte chemotactic protein 1)

M-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw, (ang. macrophage colony
stimulating factor)

MDA - dialdehyd malonowy, (ang. malondialdehyde)

MEL — melatonina, (ang. melatonin)

MEN - mnoga gruczolakowatos$¢ wewnatrzwydzielnicza, (ang. multiple endocrine neoplasia)
MetS - zespot metaboliczny, (ang. metabolic syndrome)

MFI - mediana intensywnosci fluoroscencyjnej, (ang. median fluorescence intensity)

MIB - przeciwciato mysie anty-ludzkie

MIF - czynnik hamujacy migracje makrofagdéw, (ang. macrophage migration inhibitory factor)

MIG - monokina indukowana przez interferon y, (ang. monokine induced by interferon-y)



MINENs - mieszane nowotwory neuroendokrynno-nieneuroendokrynne,, (ang. mixed
neuroendocrine-non-neuroendocrine neoplasms)

MIP-1a - makrofagowe biatko zapalne 1 a, (ang. macrophage inflammatory protein 1 alpha)
MMW - srednia masa czgsteczkowa, (ang. middle molecular weight)

MODY - cukrzyca wieku dojrzatego u mtodych, (ang. maturity onset diabetes of the young)
MRI - rezonans magnetyczny, (ang. magnetic resonance imaging)

mTOR - ssaczy cel rapamycyny, (ang. mammalian target of rapamycin)

NAD - dinukleotyd nikotynamidoadeninowy, (ang. nicotinamide dinucleotides)

NADPH - zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, (ang. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate)

NAMPT - fosforybozylotransferaza nikotynamidu (ang. nicotinamide
phosphoribosyltransferase)

NEC - rak neuroendokrynny, (ang. neuroendocrine carcinoma)

NEN — nowotwoér neuroendokrynny, (ang. neuroendocrine neoplasm)

NESP-55 - neuroendokrynne biatko sekrecyjne, (ang. neuroendocrine secretory protein 55)
NET — guz neuroendokrynny, (ang. neuroendocrine tumor)

NF-pNET — niefunkcjonalny nowotwdr neuroendokrynny trzustki, (ang. non-functional
pancreatic neuroendocrine tumors)

NF-kB - czynnik jadrowy kappa B, ( ang. nuclear factor kappa B)

NK — naturalni ,,zabojcy”, (ang. natural killer)

NLR - stosunek liczby neutrofili do limfocytéw, (ang. neutrophil-lymphocyte ratio)

NME - nekrolityczny rumien wedrujacy, (ang. necrolytic migratory erythera)

NOS - syntaza tlenku azotu, (ang. nitric oxide synthase)

NRC — Norweski Rejestr Nowotworow, (ang. Norwegian Registry of Cancer)

Nrf2 - jadrowy czynnik erytroidowy, (ang, nuclearerythroid2-related factor)

NSCLC — niedrobnokomadrkowy rak ptuca, (ang. non-small cell lung cancer)

NSE - enolaza swoista dla neuronéw, (ang. neuron-specific enolase)

OIS - starzenie indukowane onkogenem, (OIS, ang. oncogene-induced senescence)

OUN - osrodkowy uktad nerwowy

PAI-1 - inhibitor aktywatora plazminogenu, (ang. plasminogen activator inhibitor)

PAX 6/8 - sparowane geny pudetkowe 6/8, (ang. paired box genes 6/8)

PBEF - czynnik stymulujgcy kolonie komodrek pre-B, (ang. pre-B-cell colony-enhancing factor)
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PBS - zbuforowany roztwoér soli fizjologicznej, (ang. phosphate buffered saline)

PCTR - koniugaty protektyny w regeneracji tkanek, (ang. protectin conjugates in tissue
regeneration)

PD1 - protektyny D1, (ang. protectin D1)

PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu, (ang. platelet-derived growth factor)

PD-L1 - ligand zaprogramowanej Smierci 1, (ang. programmed death ligand-1)

PDX-1 - homeobox specyficzny dla trzustki i komdrek B, (ang. pancreatic and duodenal
homeobox 1)

PET - pozytonowa tomografia emisyjna, (ang. positron emission tomography)

PI3K — 3-kinaza fosfoinozytolu, (ang. phosphoinositide 3-kinase)

PLR — stosunek liczby ptytek krwi do limfocytéw, (ang. platelet-lymphocyte ratio)

pPNEN — nowotwdr neuroendokrynny trzustki, (ang. pancreatic neuroendocrine tumors)

PP - polipeptyd trzustkowy, (ang. pancreatic polypeptide)

PPls- inhibitor pompy protonowej, (ang. proton pump inhibitor)

PRR — receptor rozpoznawania wzorcow, (ang. pattern-recognition receptors)

PRRT - terapia radionuklidami receptoréw peptydowych, (ang. peptide receptor radionuclide
therapy)

PSQl — kwestionariusz jakosci snu Pittsburgh, (ang. Pittsburgh Sleep Quality Index)

PVAT - okotonaczyniowa tkanka ttuszczowa, (ang. perivascular adipose tissue)

RALBP1 - wieloswoiste biatko transportowe, (ang. Ral-binding protein1)

RANTES — czynnik regulowany przez aktywacje, ekspresja i wydzielanie przez prawidiowe
limfocyty T, (ang. regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted)

RIA — test radioimmunologiczny, (ang. radioimmunoassay)

RNS — reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species)

ROC - krzywe chrakterystyki dziatania odbiornika, (ang. receiver operating characteristic)
ROR - retinoidowy receptor sierocy (ang. retinoid orphan receptors)

ROS - reaktywne formy tlenu, (ang. reactive oxygen species)

RSS - reaktywne formy siarki, (ang. reactive sulphur species)

RVS - rezolwiny, (ang. resolvins)

RZR - retinoidowy receptor z (ang. retinoid z receptor)

SA - analogi somatostatyny, (ang. somatostatin analogues)

SA-PE - streptawidyna-fikoerytryna
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SASP - fenotyp sekrecyjny zwigzany ze starzeniem sie, (ang. senescence-associated secretory
phenotype)

SCF - czynnik komérek macierzystych, (ang. stem cell factor)

SCGF-B - czynnik wzrostu komoérek macierzystych), (ang. stem cell growth factor)

SCLC - rak drobnokomérkowy, (ang. small cell carcinoma)

SCN - jadro nadskrzyzowaniowe w podwzgdrzu, (ang. suprachiasmatic nucleus)

SCNEC —rak neuroendokrynny drobnokomérkowy, (ang. small cell neuroendocrine carcinoma)
SDF-1a - czynnik pochodzacy z komérek zrebu, (ang. stromal cell-derived factor)

SEER -  Program Nadzoru, Epidemiologii i Wynikdw Koricowych, (ang. Surveillance
Epidemiology End Results Programme)

SFRP5 - rozpuszczalne biatko hamujgce droge przekazu sygnatu Wnt, (ang. soluble frizzled-
related protein 5)

SI-NET — guz neuroendokrynny jelita cienkiego, (ang. small intestinal neuroendocrine tumors)
SOD - dysmutaza ponadtlenkowa, (ang. superoxide dismutases)

SPECT — tomografia emisyjna pojedynczych fotonow, (ang. single photon emission computed
tomography)

SPM — wyspecjalizowany mediator pro-rozdzielczy, (ang. specialized pro-resolving mediator)
SPY — synaptofizyna, (ang. synaptophysin)

SRI - obrazowanie receptora somatostatyny, (ang. somatostatin receptor imaging)

SRS - scyntygrafia receptora somatostatynowego, (SRS, ang. somatostatin receptor
scintigraphy)

SSTR - receptor somatostatynowy, (ang. somatostatin receptor)

STAT - przetwornik iaktywator transkrypcji, (ang. signal transducer and activator of
transcription)

STING - stymulator gendw interferonu, (STING, ang. stymulator of interferon genes)

SUV - standaryzowane wartosci wychwytu, (ang. standarized uptake values)

TAM — makrofag zwigzany z nowotworem, (ang. tumor-associated macrophage)

TBA — kwas tiobarbiturowy, (ang. 2-thiobarbituric acid)

TBARS — substancje reagujgce z kwasem tiobarbiturowym, (ang. thiobarbituric acid reactive
substances)

TC — typowy rakowiak, (ang. typical carcinoid)

TCA — kwas tréjchlorooctowy, (ang. trichloroacetic acid)
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TGF - transformujacy czynnik wzrostu, (ang. transforming growth factors)

Th —komoérka T pomocnicza, (ang. T-helper cell)

TLR — receptory Toll-podobne, (ang. Toll-like receptor)

TMB - 3,3’,5,5'-tetrametylobenzydyna, (ang. 3,3°,5,5’-tetramethylbenzidine)

TME - mikrosrodowisko guza, (ang. microenvironment tumor)

TNF - czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor)

TRACE - test czasowo rozdzielczej amplifikowanej emisji transkryptu, (ang. time-resolved
amplified cryptate emission)

TRAIL - ligand indukujgcy apoptoze zwigzany z TNF, (ang. TNF-related apoptosis-inducing
ligand)

Treg - limfocyty T regulatorowe, (ang. regulatory T cells)

TTF-1 - czynnik transkrypcyjny tarczycy 1, (ang. thyroid transcription factor 1)

UCP-1 — biatko rozprzegajace 1, (ang. uncoupling protein 1)

USG — ultrasonografia, (ang. ultrasonography)

UV — ultrafiolet, (ang. ultraviolet)

VCAM - czgsteczka adhezji komorkowej naczyn, (ang. vascular cel adhesion molecule 1)
VEGF - czynnik wzrostu srédbtonka naczyn, (ang. vascular endothelial growth factor)
VHL - zespdt von Hippel-Lindau, (ang. von Hippel Linadu syndrome)

VIP — wazoaktywny peptyd jelitowy, (ang. vasoactive intestinal peptide)

WAT - biata tkanka ttuszczowa, (ang. white adipose tissue)

WCRF - Swiatowy Funduszu Badan nad Rakiem, (ang. World Cancer Research Fund)
WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia, (ang. World Health Organization)

B-NGF - czynnik wzrostu nerwow B, (ang. nerve growth factor )
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l. Wstep

1. Charakterystyka nowotwordow neuroendokrynnych

1.1. Epidemiologiai etiologia

Nowotwory neuroendokrynne (NENs, ang. neuroendocrine neoplasms,) stanowia
heterogenng grupe nowotworow wywodzgcych sie z komdrek rozproszonego w catym
organizmie uktadu neuroendokrynnego (DNES, ang. diffusse neuroendocrine system) [1].
Nowotwory te zostaty po raz pierwszy opisane przez Siegfrieda Oberndorfera w 1907 roku
jako rakowiaki [2]. W 1953 roku Fred Lembeck ustalit, iz komdrki rakowiaka uwalniaja
serotonine [2]. NENs charakteryzujg sie zdolnoscia do wytwarzania, przechowywania
i wydzielania bioaktywnych peptyddéw i amin biogennych w odpowiedzi na bodzce nerwowe,
chemiczne iinne [3]. Nowotwory te zostaty uznane za rzadkie przypadki, jednak baza danych
dotyczaca nowotwordéw w USA — Program Nadzoru, Epidemiologii i Wynikéw Koncowych
(SEER, ang. Surveillance Epidemiology End Results Programme) wskazuje na wzrost czestosci
wystepowania guzow neuroendokrynnych o 37-40% w latach 2000-2004 w pordéwnaniu
z 1993-1997, natomiast wtym samym czasie Norweski Rejestr Nowotworéw (NRC, ang.
Norwegian Registry of Cancer) odnotowat wzrost liczby tych nowotworéw o 72% [4]. Dane
epidemiologiczne USA podajg, iz roczna zachorowalnos¢ na NENs skorygowana wzgledem
wieku wynosita 1,09 przypadkéw/100000/rok w1973 roku iwzrosta do 6,98
przypadkéw/100000/rok do roku 2012 [5]. Wedtug rejestrow SEER (2000-2012) najwyisze
wskazniki zapadalnosci na NENs wynosity 3,56/100000 dla guzéw zotgdkowo-jelitowo-
trzustkowych  (GEP-NETs, ang. gastroenteropancreatic  neuroendocrine  tumors),
1,49/100000/rok dla lokalizacji w ptucu oraz 0,84/100000/rok dla NENs o nieznanym ognisku
pierwotnym [5]. Na przykfadzie Anglii mozna wykaza¢ tendencje wzrostowg zapadalnosci na
NENs, poniewaz standaryzowany wzgledem wieku wspdfczynnik zapadalnosci na te
nowotwory w 2001 roku wtym kraju wynosit 3,9/100000/rok, aw 2015 wzrdst do
8,84/100000/rok [6]. W ramach badania populacyjnego na podstawie programu SEER (2000-
2014) w USA dostrzezono réwniez zaleznos$¢ wystepowania NENs od rdznic rasowych [7,8].

Badania te wykazaty, iz rasa czarna ma wyzsze wskazniki zapadalnos$ci na NENs w poréwnaniu
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zinnymi rasami, przy czym najczestszg lokalizacjg jest odbytnica, arasa biata najczesciej
zapada na NENs ptuca [8]. Z danych epidemiologicznych wynika, iz najczesciej guzy pierwotne
umiejscowione sg w narzadach uktadu pokarmowego itrzustce (62-67%) oraz w ukfadzie
oskrzelowo-ptucnym (22-27%), a NENs z chorobg przerzutowg to 12-22% [9]. Rzadziej NENs
moga rozwing¢ sie réwniez w innych narzadach, tj. w piersi, sterczu, grasicy, skérze, jajniku,
sromie, nerce, osSrodkowym ukfadzie nerwowym (OUN), tarczycy, czy w pozawgtrobowych
drogach zé6tciowych [10,11]. Piecioletnie przezycie, ktére zwigzane jest przede wszystkim ze
stopniem zaawansowania choroby, wynosi 93% w chorobie miejscowej, 74% w chorobie
regionalnej oraz 19% w chorobie przerzutowej [9]. Na podstawie krajowych baz danych
dotyczacych nowotwordw widoczny jest wzrost wskaznikéw zachorowalnos$ci na GEP-NETSs,
przy czym ich rozmieszczenie rdzni sie regionalnie [12]. Najbardziej rozpowszechnionymi NETs
w Ameryce Pétnocnej sg guzy jelita cienkiego i odbytnicy, w Azji NETs odbytnicy i trzustki,
a w Europie NETs jelita cienkiego i trzustki [12].

Guzy neuroendokrynne oskrzelowo-ptucne wywodzg sie z komdrek nabtonka oskrzeli
zwanych komdrkami Kulchitsky'ego (komérki argentafinowe) i klasyfikowane sg wedtug cech
morfologicznych, immunohistochemicznych imolekularnych [13]. Charakteryzujg sie
aktywnoscig wydzielniczg oraz zdolnoscia do wychwytywania i dekarboksylacji prekursoréow
amin (komorki uktadu APUD, ang. amine precursore uptake and decarboxylation) [14].
Klasyfikacja nowotworéw neuroendokrynnych ptuca Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO,
ang. World Health Organization) z 2004 roku charakteryzuje 4 podtypy tego rodzaju
nowotworéw, od mato aktywnych rakowiakow do agresywnych guzéw o wysokim stopniu
ztosliwosci. Wsrdéd nich wyrdznia sie: typowy rakowiak (TC, ang. typical carcinoid), atypowy
rakowiak (AC, ang. atypical carcinoid), rak neuroendokrynny wielkokomérkowy (LCNEC, ang.
large cell neuroendocrine carcinoma) irak drobnokomérkowy (SCLC, ang. small cell
carcinoma) [15]. Rakowiaki oskrzeli stanowig 10% wszystkich rakowiakow i ok. 4% wszystkich
nowotwordw ptuca [16]. LCNEC wystepuje w 3% przypadkdw raka ptuca, natomiast SCLC w ok.
15-20% przypadkow [13,17].

NENs uwazane sg za nowotwory wystepujace rzadko, jednakie w ostatnich
dziesiecioleciach nastgpit znaczny wzrost ich wystepowania, ktéry dotyczyt gtéwnie
nowotworéw neuroendokrynnych Zzotadka iodbytnicy [5]. Przyczyny wzrostu czestosci
wystepowania NENs sg wieloczynnikowe [18]. Wsréd nich mozna wyrdzni¢ wptyw srodowiska

zewnetrznego, zmiany w diecie, ale réwniez zwiekszony dostep do badan przesiewowych
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i endoskopowych, uzycie czulszych metod diagnostycznych, postepy w ocenie histologicznej
guzéw neuroendokrynnych, czy wzrost Swiadomosci lekarzy [18,19]. Pomimo niewatpliwego
postepu w zakresie wykrywalnosci tego typu nowotwordw, nie mozna wykluczy¢
rzeczywistego wzrostu zachorowalnosci. Guzy pierwotne zwykle sg niewielkie inie dajg
objawoéw do czasu wystgpienia przerzutow, co opdznia diagnoze i podjecie skutecznej terapii
nawet o 5-7 lat [19]. Zdecydowana wiekszo$¢ NENs wykrywana jest z powodu niedroznosci
jelita, objawow ptucnych, miejscowego wzrostu, czy w wyniku przerzutéw odlegtych do
watroby i weztdw chtonnych, przy czym ok. 50% GEP-NETs wykrywa sie przypadkowo podczas
zabiegdw chirurgicznych [20,21]. Zaréwno amerykanskie, jak ieuropejskie rejestry
nowotwordw podajg, iz 30-7% pacjentdw ma przerzuty w momencie rozpoznania [22].
Etiologia guzow neuroendokrynnych nie jest do korica poznana, ale niektére zespoty
genetyczne predysponujg do ich wystepowania, mianowicie: mnoga gruczolakowatosé
wewnatrzwydzielnicza typu 1 (MEN1, ang. multiple endocrine neoplasia type 1), mnoga
gruczolakowatos¢ wewnatrzwydzielnicza typu 2 (MEN2, ang. multiple endocrine neoplasia
type 2), zesp6t von Hippel-Lindau (VHL, ang. von Hippel-Lindau syndrome), neurofibromatoza
typu 1 oraz stwardnienie guzowate [23]. Wystepowanie NETs w przypadku podtoza
genetycznego jest czesto wieloogniskowe, a poczatek choroby ujawnia sie nawet 20 lat
wczesniej niz w przypadku pojedynczego guza [24]. Obraz kliniczny choroby zalezy od
lokalizacji i charakteru guza neuroendokrynnego, gdyz wystepujg guzy funkcjonalne oraz
niefunkcjonalne, czyli nieczynne hormonalnie [25]. Najczesciej wystepujgce NENs, ktére
manifestujg objawy kliniczne iuwalniajg charakterystyczne substancje hormonalne, to
gastrinoma (12%), insulinoma (15%), glukagonoma (1,2%), VIPoma (1,4%), somatostatinoma
(0,5%), natomiast najbardziej charakterystyczne zespoty kliniczne w przypadku NENSs to zespét
rakowiaka, zespdt Zollingera-Elisona i zespdt Vernera-Morrisona [26—28]. NENs uwalniajg do
kragzenia ok. 40 rodzajéw biologicznie czynnych amin i peptyddéw, wsrdd ktorych wyrdznia sie
histamine, kalikreine, prostaglandyny, tachykininy, a za wiekszos¢ cech klinicznych odpowiada
serotonina, bedgca metabolitem tryptofanu [29]. Podtoze patofizjologiczne zespotu rakowiaka
dotyczy wysokozréznicowanych guzow neuroendokrynnych (gtéwnie NETSs jelita Srodkowego,
ok. 4-10% przypadkow) i opiera sie na uwalnianiu wyzej wymienionych amin biogennych
bezposrednio do krazenia [30]. Ze wzgledu na obecno$¢ przerzutéw w watrobie lub
nieprawidtowy jej czynnos¢ substancje te nie mogg by¢ tam inaktywowane itrafiajg do

kragzenia ogolnego [22]. Klasyczne objawy zespotu rakowiaka, na ktére najczesciej skarzg sie

15



pacjenci, to zaczerwienienie z niedocisnieniem i tachykardia, biegunka i swiszczacy oddech,
zwigzany ze skurczem oskrzeli [31,32]. Zaczerwienienie spowodowane jest uwalnianiem
serotoniny, substancji P, katecholamin ihistaminy, ktére majg dziatanie rozszerzajace
naczynia krwionosne [33,34]. Zaczerwienienie moze obejmowac twarz, szyje, gérng czesé
tutowia i przybiera¢ odcien fioletowy lub od bladorézowego do czerwonego, w zaleznosci od
lokalizacji guza [35]. W poczatkowych etapach choroby zaczerwienienie i uderzenia gorgca
wywotywane sg spozyciem alkoholu lub produktami zawierajagcymi tyramine (np. ser
plesniowy, czekolada, czerwona kietbasa) i po kilku minutach ustepujg, natomiast z czasem
wystepujg spontanicznie [35,36]. W przebiegu NENs metabolizm tryptofanu do serotoniny
zwieksza sie nawet 0 70%, co prowadzi do niedoboru tryptofanu, niacyny i rozwoju pelagry
[37,38]. Zwiekszone stezenie serotoniny powoduje pobudzenie motoryki i funkcji sekrecyjne;j
jelita, dlatego biegunki wystepujace u chorych sg okreslane jako wydzielnicze i wystepuja
sporadycznie, jednak nieleczone mogg stanowic¢ problem przewlekty [37,39]. Skurcz oskrzeli
w przebiegu NENs najprawdopodobniej jest wynikiem dziatania histaminy, serotoniny lub
bradykinin, dlatego istotne jest, by na podstawie wyfgcznie tego objawu nie ograniczaé
diagnostyki do astmy i przewlektej obturacyjnej choroby ptuc [40,41].

Powaznym zagrozeniem wynikajgcym z wystgpienia zespotu rakowiaka jest rakowiak
serca, pojawiajacy sie u 40-50% pacjentéow [39]. Rakowiak serca charakteryzuje sie
odktadaniem tkanek wtéknistych we wsierdziu i w zastawce trdjdzielnej, co prowadzi do
kardiomiopatii restrykcyjnej oraz niedomykalnosci zastawek prawej czesci serca, ostatecznie
skutkujgc niewydolnosciag serca [42,43]. Stanem zagrazajgcym zyciu jest wystapienie przetomu
rakowiaka, ktore ma miejsce zwykle w wyniku manipulacji guzem podczas operacji, biopsiji,
czy w trakcie znieczulenia [30]. Charakteryzuje sie nagtym uwolnieniem serotoniny iinnych
amin do krwiobiegu, co skutkuje nadcisnieniem lub niedocisnieniem, zaburzeniami rytmu
serca, biegunka, skurczem oskrzeli, uderzeniami gorgca ikwasicg [44,45]. Inne zespoty
kliniczne wystepujgce u pacjentow z NENs to zespdt Zollingera-Ellisona oraz Vernera-
Morrisona [26,27]. Zespét Zollingera-Ellisona wystepuje w wyniku nadmiernego wydzielania
kwasu zotgdkowego w przebiegu gastrinoma izwykle prowadzi do choroby refluksowej
przetyku, nawracajgcych wrzodéw trawiennych oraz przewlektej biegunki [27]. Zespotowi
Vernera-Morrisona towarzyszy VIPoma (VIP, ang. vasoactive intestinal peptide), co objawia sie
wodnistymi biegunkami, hipokaliemig, odwodnieniem, kwasicg i rzadziej zaczerwienieniem

skéry, czy hiperkalcemia [46,47]. Niefunkcjonalne NENs nie sg do korica nieczynne
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hormonalnie, gdyz uwalniajg m.in. polipeptyd trzustkowy (PP, ang. pancreatic polypeptide),

neurotensyne, greline, enolaze swoistg dla neuronéw (NSE, ang. neuron-specific enolase),

chromogranine a (CgA, ang. chromogranin A) lub podjednostki ludzkiej gonadotropiny

kosmowkowej (hCG, ang. human chorionic gonadotropin), przy czym zadna zw/w

wydzielanych substancji nie powoduje specyficznych objawdéw [28,46,48].

1.2. Klasyfikacja NENs

Guzy neuroendokrynne mogg by¢ klasyfikowane wg ich pochodzenia embrionalnego,

lokalizacji guza, a takze czynnosci hormonalnej, co przedstawia Rycina 1.

-
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NENs
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LOKALIZACIA GUZA

|
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Ryc. 1. Schemat podziatu nowotwordow neuroendokrynnych (NENs) za wzgledu na czynnos$é

hormonalng, pochodzenie embrionalne oraz lokalizacje guza, opracowanie wtasne na

podstawie [3,9,49].
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NENs w odniesieniu do pochodzenia embrionalnego klasyfikowane sg jako wywodzace sie z:
a) jelita przedniego (foregut): grasica, ptuco, oskrzela, przetyk, zotgdek, dwunastnica,
trzustka,
b) jelita sSrodkowego (midgut): wyrostek robaczkowy, jelito cienkie, katnica, okreznica
wstepujaca,
c) jelita tylnego (hindgut): okreznica poprzeczna, okreznica zstepujaca, esica, odbytnica

[9,47].

Prawidtowa ocena histopatologiczna powinna odgrywac kluczowg role w diagnozie,
czyli potwierdzeniu charakteru neuroendokrynnego guza, wskazujac rowniez stopien
zaawansowania i zréznicowania nowotworu, gtebokos¢ inwazji, zajecie weztéw chtonnych,
a takze stan marginesu resekcji [50,51]. W 2019 roku Miedzynarodowa Agencja Badan nad
Rakiem (IARC, ang. International Agency for Research on Cancer) WHO zaakceptowata
poprawiony (w stosunku do klasyfikacji z 2010 oraz 2017 roku), jednolity system klasyfikacji
GEP-NETs wedtug liczby mitotycznej i wskaznika proliferacji Ki-67 [52]. Indeks mitotyczny to
liczba figur podziatu liczona na 2 mm?, ktdrg okres$la sie poprzez zliczenie liczby mitoz w 50
polach po 0,2 mm? (czyli na tgcznej powierzchni 10mm?) [52]. Natomiast wskaznik proliferacji
okreslany jest metodg immunohistochemiczng na obszarach najbardziej intensywnego
znakowania (tzw. ,gorace pola”) przy uzyciu przeciwciat np. klonu MIB1 (przeciwciata mysie
anty-ludzkie) [53,54]. Klasyfikacja ta definiuje trzy stopnie guzéw dobrze zréznicowanych: G1
(Ki-67 < 3%), G2 (Ki-67: 3—20%) i G3 (Ki-67 > 20%) oraz raki stabo zréznicowane wielko- lub
drobnokomarkowe (SCNEC, ang. small cell neuroendocrine carcinoma) [52,55]. NENs dzieli sie
na guzy (NETs) i raki neuroendokrynne (NECs, ang. neuroendocrine carcinomas) na podstawie
roznic molekularnych, mianowicie mutacje wystepujgce w genach MEN1, DAXX i ATRX sg
charakterystyczne dla NETs, natomiast w NECs czesto spotyka sie mutacje w genach TP53 oraz
RB1 [52]. Guzy mieszane, w ktérych kazdy z komponentow (neuro- i nieneuroendokrynnych)
stanowi ponad 30% komdrek nowotworowych sg zaliczane do grupy mieszanych nowotworéw
neuroendokrynno-nieneuroendokrynnych  (MIiNENs, ang. mixed neuroendocrine-non-

neuroendocrine neoplasms) [56]. Klasyfikacje GEP-NETs przedstawiono w Tabeli 1.
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Tab. 1. Klasyfikacja guzéw zotagdkowo-jelitowo-trzustkowych (GEP-NETs) na podstawie stopnia

ztosliwosci wedtug IARC WHO z 2019 roku [52,53,56].

Aktywnos¢
. ] Indeks
Stopien ... . mitotyczna . .
Typ guza . Zrdznicowanie . proliferacji
ztosliwosci (liczba .
] Ki-67
mitoz/2mm?
dobrze
NET G1 niski <2 <20%
zréznicowane
dobrze
NET G2 $redni 2-20 3-20%
zréznicowane
dobrze
NET G3 wysoki >20 >20%
zréznicowane
zawsze wysoKki
- SCNEC stabo
(klasyfikacja nie >20 >20%
- LCNEC zréznicowane

jest zalecana)

dobrze lub stabo
MiINEN zmienny zmienna zmienny
zréznicowane

G — stopien ztosliwosci, LCNEC — rak neuroendokrynny wielkokomérkowy, MiNEN — mieszany
nowotwor neuroendokrynno-nieneuroendokrynny, SCNEC - rak neuroendokrynny drobnokomaérkowy,

NET — guz neuroendokrynny.

1.3. Diagnostyka

Diagnostyka NENs jest ztozona i czesto niejednoznaczna ze wzgledu na heterogenng
manifestacje kliniczng nowotwordw, a stosowane metody diagnostyczne obejmujg wywiad
lekarski, badania fizykalne oraz analize biochemiczng, analize patomorfologiczng, diagnostyke
obrazowa i radioizotopowg [57]. Wczesna diagnoza ma kluczowe znaczenie dla pacjentéw, ze
wzgledu na krétsze przezycie chorych zchorobg przerzutowg [58]. Objawy s3 czesto
niecharakterystyczne i sugerujg obecnos¢ innych chordéb, rowniez nienowotworowych [59].
Dlatego wazne jest indywidualne, azarazem multidyscyplinarne podejscie specjalistow
w stosunku do pacjenta, by podja¢ prawidtowa decyzje o wyborze kierunku i rodzaju badan

oraz wybra¢ odpowiednie markery neuroendokrynne w odniesieniu do obrazu klinicznego, by
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skrocié¢ czas od pojawienia sie objawdw do diagnozy oraz poprawi¢ ogolny czas przezycia

pacjentéw [59,60].

1.3.1. Diagnostyka biochemiczna

Komérki NENs majg zdolnos¢ syntezy, magazynowania iwydzielania aktywnych
biologicznie peptydow, hormondéw iamin, ktére sg wykorzystywane w diagnostyce
biochemicznej NENs, w monitorowaniu radykalnej chirurgii lub leczenia farmakologicznego
oraz wrokowaniu [61]. Czynne hormonalnie GEP-NETs, ktére stanowig mniejszosc,
charakteryzujg sie uwalnianiem hormondéw isubstancji biologicznie czynnych, ktére
odpowiadajg za okreslong manifestacje kliniczng guza [60,61]. Nalezg do nich m.in.
serotonina, insulina (wydzielana przez insulinoma), glukagon (glukagonoma), gastryna
(gastrinoma), VIP (VIPoma), czy somatostatyna (somatostatinoma) [60]. Serotonina, gtdwna
substancja uwalniana przez rakowiaki ikwas 5-hydroksyindolooctowy (5-HIAA, ang. 5-
hydroxyindoleacetic acid) stanowity pierwsze markery biochemiczne stosowane w NETs
i odnosity sie do diagnostyki zespotu rakowiaka [62]. 5-HIAA jest gtéwnym metabolitem
serotoniny, powstajgcym gtdwnie w nerkach i watrobie, a wydalanym z moczem ze wzgledu
na dobrg rozpuszczalnos¢ w wodzie [62,63]. Preferowanym materiatem diagnostycznym jest
dobowa zbiorka moczu (DZM) ze wzgledu na zbyt duig zmiennos$¢ stezenia 5-HIAA
w przygodnej probce moczu [64]. Przygotowanie do badania wymaga od pacjenta szczegdlnej
uwagi z powodu ograniczenia przyjmowania okreslonych pokarméw na 48 godzin przed
rozpoczeciem DZM, wptywu lekéw oraz koniecznosci uzycia srodka konserwujgcego [62].
Niektore pokarmy zawierajgce duze ilosci tryptofanu zwiekszajg wydalanie 5-HIAA pomimo
braku guza neuroendokrynnego [65]. Do pokarmdw tych zalicza sie m.in. banany, pomidory,
sliwki, awokado, baktazan, orzechy wtoskie i pekan, orzechy brazylijskie oraz makadamia,
ananasy, szpinak, kalafior, podczas gdy do lekdéw, ktore zmieniajg stezenie 5-HIAA, nalezg
chlorpromazyna, cisplatyna, imipramina, czy dezypramina [62,66—68]. Test oznaczenia 5-HIAA
w DZM charakteryzuje sie czutoscig bliskg 100%, ale niskg swoistoscig, ok. 35% [69]. Procedura
24-godzinnej zbidrki moczu zwigzana jest z pewnym dyskomfortem istresem dla pacjenta,
a przeprowadzone dotgd badania sugerujg, iz oznaczenie 5-HIAA w surowicy lub osoczu krwi
ma podobng wartos¢ diagnostyczng, przy czym wymagana abstynencja pokarmowa w tym
przypadku to tylko 8-12 godzin przed pobraniem prébki krwi [70,71]. Przez wiele lat pomiar
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metabolitéw serotoniny w DZM byt uwazany za wystarczajacy i najbardziej swoisty dla NETs
z zespotem rakowiaka, jednakie nieprzydatny u pacjentow z NETs wywodzacych sie
z przedniej czesSci jelita (oskrzela, zotgdek), tylnej czesci (odbytnica), czy u wiekszosci
pacjentéw z NENs trzustki (pNENs, ang. pancreatic neuroendocrine tumors), ktére nie
wydzielajg serotoniny [72,73]. Ze wzgledu na ograniczenia zwigzane z wptywem wielu
czynnikdw na oznaczenie 5-HIAA w DZM oraz na brak zmian stezenia 5-HIAA w przypadku
niewielkich guzow bez przerzutdw do watroby i weztéw chtonnych, poszukuje sie nowych
markeréw diagnostycznych dla GEP-NETs [74]. W rzadszych przypadkach guzy mogg by¢
przyczyng wydzielania kortykotropiny, hormonu uwalniajgcego hormon wzrostu,
wazopresyny, czy biatka podobnego do parathormonu, a ich diagnostyka jest uzalezniona od
rodzaju objawdéw klinicznych [75]. Czynne hormonalnie NENs ptuca (LNENs, ang. lung
neuroendocrine neoplasms) mogg wydziela¢c ektopowo hormon adrenokortykotropowy
(ACTH, ang. adrenocorticotropic hormone), hormon antydiuretyczny (ADH, ang. antidiuretic
hormone), czy serotonine [76].

Z kolei nieczynne hormonalnie NETs nie wydzielajg nadmiaru substancji bioaktywnych,
ale wykazujg objawy, ktdre sg spowodowane uciskiem lub inwazjg okolicznych narzagdéw lub
tkanek [77]. Ogdlne markery stosowane do diagnostyki przesiewowej GEP-NETs bez
charakterystycznych objawow nadprodukcji hormonéw to CgA, NSE, PP oraz podjednostki
hormonu glikoproteinowego [57]. Najwazniejszym ogdélnym markerem dla wszystkich NENs
jest CgA, pierwsza zidentyfikowana granina, ktorej nazwa pochodzi od pierwotnego miejsca
wykrycia, a miejscem tym byly pecherzyki chromafinowe rdzenia nadnerczy zawierajace
katecholaminy [78]. CgA to hydrofilowy, kwasowy 439-aminokwasowy tancuch peptydowy,
ktory jest poprzedzony 18-aminokwasowym peptydem sygnatowym, dlatego cata czasteczka
pre-chromograniny A sktada sie z 457 reszt aminokwasowych (48kDa) [79]. Ludzki gen CgA
znajduje sie na chromosomie 14g32.12, obejmuje 12192 pz ijest zorganizowany w osiem
eksondéw isiedem intronéw [80]. CgA ulega ekspresji w prawidtowych i nowotworowych
komodrkach endokrynnych i neuroendokrynnych réznych narzadéw, zaliczanych do systemu
APUD, a najwieksza ilos¢ tego biatka wystepuje w ziarnistosciach chromochtonnych rdzenia
nadnerczy oraz w pecherzykach czesci wspodtczulnej uktadu nerwowego [81,82]. CgA jest
wspotprzechowywana oraz wydzielana na drodze egzocytozy wraz zrezydujgcymi
katecholaminami, hormonami peptydowymi lub neuroprzekaznikami specyficznymi dla

danych komérek, np. uwalniana jest z komdrek enterochromafinowych wspdlnie z serotoning
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[83]. Z tego powodu ekspresja CgA koreluje z aktywnoscig komérek neuroendokrynnych. CgA
stanowi prekursor dla negatywnych regulatoréw funkcji endokrynnej komoérek
neuroendokrynnych, takich jak pankreastatyna, hamujgca wydzielanie insuliny indukowane
silnym wzrostem stezenia glukozy, wazostatyna o dziataniu przeciwadrenergicznym, czy
katestatyna, hamujgca wydzielanie katecholamin z komdérek chromafinowych [78,84]. Poziom
CgA w surowicy uwaza sie za najbardziej przydatny w diagnostyce i monitorowaniu pacjentéw
z NETs przewodu pokarmowego, w tym rowniez czesci tylnej i przedniej jelita, w przypadku
ktorych stezenie 5-HIAA oraz serotoniny mogg przyjmowacé wartosci prawidtowe [83]. Czutos¢
zalezy od specyfiki stosowanego testu i waha sie miedzy 67-93%, natomiast swoistos¢ wynosi
85-96% [85,86]. Wiele danych literaturowych wskazuje, ze rozregulowane uwalnianie CgA
przez komorki neuroendokrynne moze wptywa¢ na komponenty podscieliska guza,
przyczyniajac sie do regulacji jego wzrostu lub progresji [87]. Oznaczenie CgA jest réwniez
przydatne do okreslenia stopnia zaawansowania, prognozowania oraz monitorowania
wzrostu guza, poniewaz jej stezenie w surowicy jest skorelowane z masg guza [3].
Podwyzszony poziom CgA koreluje z obcigzeniem chorobg i ztym rokowaniem, a w przypadku
pNETs wczesny spadek podczas leczenia wigze sie z poprawg rokowania [80]. Szczegdlnie
wysokie poziomy CgA obserwowane s3 w zespole rakowiaka, w ktérym stezenie biatka moze
by¢ podwyziszone nawet kilkaset razy, natomiast najwyisze stezenie CgA stwierdzano
w przypadkach NENs z przerzutami do watroby [88,89]. CgA jest wiarygodnym markerem dla
NENs z kilku powoddéw, m.in. ze wzgledu na zadowalajgcg czutos¢ iswoistosé, korelacje
stezenia CgA zmasg guza w niektdrych typach NETs (gtéwnie jelito srodkowe), wzrost
poziomu CgA w NETs funkcjonalnych, jak i niefunkcjonalnych oraz podczas procesu metastazy
bez wzgledu na lokalizacje przerzutow oraz mozliwos¢ przewidywania gorszego rokowania na
podstawie wysokiego poziomu CgA (niezalezny predyktor przezycia) [79]. CgA stanowi
uzyteczny marker do okreslania skutecznosci procedur zmniejszenia guza, nawrotu choroby,
czy progresji [86,90,91]. Dzieki korelacji stezenia CgA zrozmiarem irozlegtoscia guza,
parametr ten oznaczany okresowo moze by¢ pomocny w wykrywaniu nawrotu choroby [90].
Wedtug badan Welin iwsp. [90], w przypadku monitorowania NENs po leczeniu
chirurgicznym, CgA jest pierwszym markerem stanowigcym o nawrocie choroby, uprzedzajac
zmiany 5-HIAA w moczu, a nawet badania obrazowe. Stezenie CgA jest znamiennie wyzsze
w przypadku choroby rozsianej niz ograniczonej, ale wyjgtek moze stanowi¢ gastrinoma,
w przebiegu ktdrej poziom CgA jest wysoki przy braku przerzutéw w watrobie [92].

22



Doniesiono, ze CgA w osoczu jest biomarkerem prognostycznym w GEP-NETSs, skorelowanym
z obcigzeniem guzem watroby i krétszym czasem przezycia [90,93]. CgA ma wiele zalet, takich
jak prostota i dostepno$¢ metody, niski koszt oznaczenia, czy matoinwazyjne pobieranie
materiatu biologicznego (prébka krwi zylnej), co sprawia, ze mozliwe jest czestsze
monitorowanie stezenia CgA w surowicy krwi pacjentéw z NETs [94,95]. Istnieje jednak kilka
ograniczen w stosowaniu CgA jako biomarkera w GEP-NETSs, ze wzgledu na fakt, ze jej stezenie
jest zwiekszone w przypadku stosowania analogéw somatostatyny (SA, ang. somatostatin
analogues), inhibitoréw pompy protonowej (PPls, ang. proton pump inhibitors) oraz innych
lekdw hamujacych wydzielanie kwasu solnego, w wyniku przebiegu zanikowego zapalenia
zotadka, niedokrwistosci Addisona-Biermera, atakze niewydolnosci nerek (zmniejszony
klirens nerkowy), zwigzanej z gromadzeniem sie peptydu [86]. Leczenie z uzyciem PPis moze
powodowac wtorny wzrost poziomu CgA w wyniku zwiekszonego wytwarzania gastryny, co
stanowi o tym, zZe lek nalezy odstawi¢ co najmniej 7 dni przed oznaczaniem CgA [78]. Im diuzej
trwa terapia PPls, tym bardziej wydtuza sie czas normalizacji markera CgA [78]. Réwniez
w przypadku uposledzenia czynnosci nerek istnieje zaleznos¢: im wyiszy stopien
niewydolnosci nerek, tym wyzsze stezenie CgA, ktére moze dordéwnaé wartosciom
charakterystycznym dla NENs, dlatego przy schytkowej niewydolnosci nerek oznaczanie CgA
nie jest diagnostyczne [96]. Rakowiak jelita Srodkowego moze by¢ poczagtkowo nieprawidtowo
diagnozowany, jako zespdt jelita drazliwego, czasem nawet na kilka lat przed postawieniem
prawidtowej diagnozy. Dlatego tez, podczas interpretacji wynikow CgA, nalezy bra¢ pod uwage
zarowno obcigzenie nowotworem, aktywnos¢ wydzielnicza komorek, jak iprzyczyny
nienowotworowe zwiekszonego poziomu CgA (niewydolnos¢ nerek, hipergastrynemia,
przewlekte zapalenie watroby, marskosé watroby, reumatyzm, choroba Parkinsona) [78,97].
Poziom CgA zardwno w przypadku oséb zdrowych, jak ipacjentow znowotworami
neuroendokrynnymi wzrasta po positku oraz po wysitku fizycznym, dlatego zaleca sie, by
oznaczac¢ ten parametr na czczo i po odpoczynku [98]. Obecnie nie ma uniwersalnej metody
diagnostycznej, a oznaczanie poziomu CgA w surowicy krwi mozna przeprowadzi¢ przy
pomocy kilku metod, wtym testu radioimmunologicznego (RIA, ang. radioimmunoassay),
testu immunoenzymatycznego (ELISA, ang. enzyme-linked immunosorbent assay), testu
immunoradiometrycznego (IRMA, ang. immunoradiometric assay), metody Western blott,
mikroskopii immunofluorescencyjnej, immunohistochemii, oraz najnowszego

immunofluorescencyjnego testu TRACE (ang. time-resolved amplified cryptate emission) [99].
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Nalezy jednak pamietaé, ze monitorujgc postepy leczenia i oznaczajac stezenie CgA, trzeba
stosowac te samg metodyke badania, gdyz czutos$¢ i swoistos¢ pomiaru markera rézni sie
miedzy stosowanymi zestawami komercyjnymi [85]. Wedtug Matar iwsp. [100] wyzsze
stezenie CgA zaréwno w nowotworowych, jak i nienowotworowych chorobach ptuc wskazuja
na jego ograniczong skuteczno$¢ w monitorowaniu LNENs. Dane literaturowe pokazujg, iz CgA
jest istotnym markerem w diagnostyce GEP-NETs, jednakze o wiele bardziej obiecujgce
wydaje sie by¢ potaczenie chromograniny zinnymi parametrami [101]. Jednoczesne
oznaczanie CgA oraz NSE wykazuje wyzszg czutos¢ oraz wiekszg doktadnos¢ w przewidywaniu
rokowania i progresji choroby niz oznaczenie kazdego z tych parametrow osobno [101,102].
Obok CgA wystepuje rowniez chromogranina B (CgB, ang. chromogranin B), nalezaca do tej
samej grupy granin, lecz jej funkcja nie jest do korica poznana [103]. Niektére zrédta podajg,
iz moze stanowic¢ potencjalny marker dla NENs, alternatywnie do CgA, np. w przypadku
rakowiakéw odbytnicy, w ktorych biatko to ulega silnej ekspresji [104,105]. Pomiar CgB moze
by¢ korzystny rowniez w przypadku leczenia z zastosowaniem PPls lub w zaburzeniach
czynnosci nerek, na ktdre to czynniki parametr ten jest mniej wrazliwy niz CgA [106].

NSE jest cytoplazmatycznym enzymem glikolitycznym, ktdéry wystepuje gtownie
w neuronach, tkankach pochodzenia neuroektodermalnego, erytrocytach i ptytkach krwi
[107,108]. Podwyiszone stezenie NSE obserwuje sie najczesciej u pacjentow
z drobnokomdrkowym rakiem ptuca (74%), w rakowiakach (nawet 30-70%), w guzach wysp
trzustkowych, guzie chromochtonnym irdzeniastym raku tarczycy [101,109]. Jej wartos¢
diagnostyczna ma znaczenie w guzach nisko- iwysokozréznicowanych, ale tylko
w przyblizeniu koreluje z masg guza i stadium choroby (swoistos¢ nizsza niz w przypadku CgA)
[101]. Wysokie stezenie NSE wskazuje na bardziej agresywny przebieg choroby iszybsza
progresje guza oraz wigze sie zduzg S$miertelnosciag komodrek o zrdézinicowaniu
neuroendokrynnym [95,109]. Dane literaturowe wskazujg na fakt, iz tempo wzrostu stezenia
NSE lub czas potrzebny do jego podwojenia zalezy od stopnia ztosliwosci, przebiegu choroby
oraz od procesu leczenia [109]. Wyiszy poziom NSE w surowicy ma wplyw na krétsze
catkowite przezycie oraz krétsze przezycie wolne od progresji [110]. Nobels iwsp. [111]
wykazali, ze poziom NSE jest podwyzszony u 31-44% pacjentéw z GEP-NETs. Ograniczona
skutecznos¢ diagnostyczna krgzgcej NSE wynika ze wzrostu jej stezenia nie tylko w przypadku
guzéw neuroendokrynnych, ale rowniez w nerwiaku niedojrzatym, czerniaku ztosliwym,

gruczolakorakach, guzach moézgu Ilub zapaleniu OUN [112,113]. NSE jest jednym
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z wazniejszych markerow diagnostycznych, uzytecznych w monitorowaniu leczenia GEP-NETS,
jednak jego wartos¢ istotnie wzrasta w potgczeniu z innymi markerami, jak CgA, 5-HIAA, czy
synaptofizyna (SPY, ang. synaptophysin) [109]. Wczesny spadek stosunku stezen CgA/NSE
w surowicy jest potencjalnym markerem prognostycznym wynikéw leczenia u pacjentéw
z zaawansowanym pNET, ktérzy otrzymywali terapie inhibitorem mTOR (ssaczy cel
rapamycyny, ang. mammalian target of rapamycin) i ewerolimusem [114].

PP to hormon peptydowy wydzielany przez komdrki wysp trzustkowych
zlokalizowanych w gtowie trzustki i wyrostku haczykowatym [115]. Posiada pewne mozliwosci
diagnostyczne ioceniajgce rokowanie, przydatny jako ogdlny marker w diagnostyce
niefunkcjonalnych pNETs (NF-pNET, ang. non-functional pancreatic neuroendocrine tumors)
[116]. PP mozna réwniez wykorzysta¢ do przewidywania progresji choroby, aznacznie
obnizony poziom PP w surowicy moze wskazywac na stabilng chorobe [116].

W surowicy pacjentéw ze ztosliwymi guzami GEP-NETs stwierdzono podwyziszone
stezenie zarédwno podjednostki a-hCG, wspdlnej dla  wszystkich hormondw
glikoproteinowych, jak i wolnej podjednostki B-hCG [117]. Dane literaturowe wskazujg, ze
podjednostki hCG sg cennymi markerami nowotworowymi w guzach GEP-NETs, przy czym
ztosliwe pNETs wydzielajg gtéwnie podjednostki B-hCG, natomiast rakowiaki a-hCG [118].
Wyniki badania Dirnhofera i wsp. [119] wskazujg, ze wolna podjednostka a-hCG moze by¢
uzytecznym markerem rdznicowania neuroendokrynnego w pierwotnych nowotworach
ptuca. Mimo, iz ostatnie odkrycia sugerujg, ze hormony glikoproteinowe i biatkowe dziatajg
jako lokalne auto- iparakrynne czynniki wzrostu irdéznicowania w tkance prawidtowej
i nowotworowej (dotyczy to rowniez selektywnej produkcji a-hCG przez guzy
neuroendokrynne w réznych narzadach), to rola tych markeréw nie jest do konca jasna
i potrzeba dalszych badan, by oceni¢ ich wartos¢ diagnostyczng i prognostyczng [119,120].

W ostatnich latach zainteresowanie wzbudzity wskazniki okreslane na podstawie
krazgcych we krwi markeréw stanu zapalnego, mianowicie: stosunek liczby neutrofili do
limfocytow (NLR, ang. neutrophil-lymphocyte ratio) oraz stosunek liczby ptytek krwi do
limfocytow (PLR, ang. platelet-lymphocyte ratio) [121]. Wykazano zwigzek miedzy wysokim
NLR, a rozmiarem guza, stopniem zaawansowania, wysokim stopniem ztosliwosci i krotszym
czasem przezycia pacjentdow z NENs, ponadto wskazano, ze NLR moze stanowié potencjalny
niezalezny marker przerzutéw do weztéw chtonnych iprzezycia bez nawrotow choroby

[122,123]. U pacjentédw z NET jelita sSrodkowego NLR byt zwigzany z obecnoscia przerzutéw
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odlegtych, szczegdlnie do otrzewnej [124]. Kulahci iwsp. [121] na podstawie badan
retrospektywnych pacjentdow z NENs obserwowanych w latach 2014-2020 stwierdzili korelacje
miedzy wyzszg wartoscig NLR (wartos$¢ odciecia powyzej 3.01) a lokalizacjg guza, wyzszym
stopniem histologicznym, zwiekszong mitozg, wyzszym wskaznikiem proliferacji Ki-67,
przerzutami i zajeciem naczyn limfatycznych, w przeciwienistwie do PLR, w przypadku ktérego
nie zaobserwowano takich korelacji. Jednak Gaitianidis i wsp. [125], badajgc przypadki pNENs
dowiddt, ze PLR moze by¢ niezaleznym predyktorem progresji choroby i moze by¢ zwigzany
z przerzutami odlegtymi, natomiast NLR sg zwigzane z wielko$cig guza. Badania Dikman i wsp.
[126] wykazaly, iz podwyzszone wartosci NLR oraz PLR sg zwigzane z zaawansowanymi
stadiami pNETs. Do 2021 roku pojawito sie wiele badan restrospektywnych wskazujgcych na
wartos¢ prognostyczng wskaznikédw NLR oraz PLR, jednak by mdc je wykorzystaé jako silne
predyktory NETSs, ich skutecznos¢ powinna zostac potwierdzona w badaniach prospektywnych

na liczniejszej grupie badanej [127].

1.3.2. Diagnostyka obrazowa

Diagnostyka obrazowa odgrywa jedng z kluczowych rél w rozpoznaniu, zlokalizowaniu
guza pierwotnego, ocenie zaawansowania, wyborze leczenia oraz planowaniu leczenia
operacyjnego, w obserwacji guzéw neuroendokrynnych przy ocenie ich odpowiedzi na
leczenie oraz w kwalifikacji do terapii radioizotopowej [128,129]. W obrazowaniu guzow
neuroendokrynnych wykorzystuje sie metody anatomiczne oraz czynnosciowe (funkcjonalne)
[130]. Potgczenie tych obu metod poprawito czuto$¢ zastosowania technik obrazowych
w diagnostyce NENs [129]. Do metod anatomicznych zalicza sie badanie ultrasonograficzne
(USG, ang. ultrasonography), USG endoskopowe (EUS, ang. endoscopic ultrasonography),
tomografie komputerowg (CT, ang. computed tomography) oraz rezonans magnetyczny (MRI,
ang. magnetic resonance imaging) [130,131]. Badanie EUS pozostaje w duzej mierze zalezne
od operatora, jednak rozwdj EUS, ultrasonografii sSrédoperacyjnej (IOUS, ang. intraoperative
ultrasound) oraz ultrasonografii laparoskopowej poprawit skutecznos¢ tej metody [132].
Dodatkowymi atutami EUS sg brak ekspozycji na promieniowanie, atakze powtarzalnosé
i dynamika metody dzieki czemu wykorzystuje sie je do oceny naczyn krwionosnych
w odpowiedzi na terapie [132]. USG dobrze koreluje z biopsjami gruboigtowymi przerzutéow

do watroby, a EUS pozwala na wykrycie 45-60% zmian w dwunastnicy i nawet do 100% zmian
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w trzustce [133,134]. Metody funkcjonalnej diagnostyki obrazowej (techniki medycyny
nuklearnej) wykorzystuja nadekspresje receptoréw somatostatynowych (SSTR, ang.
somatostatin receptor), ktérych obecno$¢ powszechnie obserwuje sie w NETs [135].
Podawane dozylnie znakowane radioizotopowo SA (technika obrazowania molekularnego)
koncentrujg sie w NETs, a emisja promieniowania odczytywana jest jako obecnos¢ zmian
nowotworowych [10,135]. Obrazowanie receptora somatostatyny (SRI, ang. somatostatin
receptor imaging) przeprowadzane jest za pomocg scyntygrafii receptorow
somatostatynowych (SRS, ang. somatostatin receptor scintigraphy) z wykorzystaniem
tomografii emisyjnej pojedynczych fotonéw (SPECT, ang. single photon emission computed
tomography) z uzyciem np. lin-pentetreotydu lub pozytonowej tomografii emisyjnej (PET,
ang. positron emission tomography) z analogami somatostatyny znakowanymi izotopowo, np.
®8Ga  (68-gal), 8F-DOPA  (F18-dopamina) i!!C-5-http  (C11-5-hydroksytryptamina)
[128,135,136]. Jednym z podstawowych radiofarmaceutykéw jest ®8Ga-DOTATATE, ktéry
zostat zatwierdzony w 2016 roku przez Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (FDA, ang.
Food and Drug Administration) [137]. Wykazano, iz metoda PET/CT wykorzystujgca analogi
somatostatyny znakowane izotopem emitujgcym pozytony ®8Ga (peptyd 68-Ga-DOTA)
zrewolucjonizowata obrazowanie SSTR dzieki doskonatej rozdzielczosci przestrzennej,
skrdceniu czasu skanowania, a takze dzieki wysokiej czutosci i swoistosci w zakresie okreslania
stopnia zaawansowania i wykrywania pierwotnych GEP-NETs w porédwnaniu z obrazowaniem
ln-pentetreotydem [137,138]. Obrazowanie SRI metodg PET/CT jest uwazane za najbardziej
czutg ispecyficzng metode wykrywania NENs iprzerzutdw o czutosci 54-100% [129,139].
Metoda ta dostarcza ilosciowych ijakosciowych informacji oSSTR guza w postaci
standaryzowanych wartosci wychwytu (SUV, ang. standarized uptake values), ktore korelujg
z poziomem ekspresji SSTR [140]. 8Ga-DOTATATE PET/CT wraz z analogami %8Ga-DOTATOC
i 8Ga-DOTANOC stato sie aktualnym ztotym standardem obrazowania czynno$ciowego
w dobrze zréznicowanych NETs, gtéwnie ze wzgledu na szybki klirens, szybkg penetracje
tkanek oraz niskg antygenowo$é [141]. %8Ga-DOTATATE PET/CT wykorzystywany jest réwniez
w monitorowaniu terapii radionuklidami receptoréw peptydowych (PRRT, ang. peptide
receptor radionuclide therapy) [137]. Techniki obrazowe oparte na SA nie sprawdzajg sie
w stabo zréznicowanym raku ze wzgledu na czestg nieobecnos¢ receptorow somatostatyny
[142]. W przypadku podejrzenia bardziej agresywnych typow NETs zaleca sie PET/CT
z radioznakowang 18F-fluorodeoksyglukoza ([18F]FDG, ang. 18F-fluorodeoxyglucose), ktéra
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ujawnia zmiany ze zwiekszonym metabolizmem glikolitycznym (wychwyt radioznakowanych
czgsteczek glukozy) o czutosci 60% dla NET G2 oraz 80% dla NEC [129,143,144]. Dane
literaturowe wskazuja, iz zastosowanie obrazowania hybrydowego, czyli potgczenie metod
SPECT/CT lub PET/CT, zwieksza czutos¢ badania oraz umozliwia wykrycie nawet niewielkich
zmian [136]. Potgczenie metod anatomicznych (zwykle CT i MRI) i czynnosciowych (zwykle
PET/CT lub SPECT/CT) pozwala na doktadng ocene stopnia zaawansowania i leczenia [145]. CT
i MRI dostarczajg informacji anatomicznych o lokalizacji guza pierwotnego, o lokalizacji
przerzutéw regionalnych iodlegtych, informacji niezbednych do wyboru metody leczenia
i podjecia decyzji o ewentualnej interwencji chirurgicznej oraz umozliwiajg rozpoznanie
choroby przetrwatej lub nawrotu [145,146]. Funkcjonalne techniki obrazowania, ktére
wykorzystujg zdolne do zobrazowania zwigzki, wigzgce sie z komodrkami nowotworowymi lub
przez nie metabolizowane pozwalajg okresli¢ stopient zaawansowania choroby przed operacja,
lokalizacje NET w sytuacji podejrzenia wystepowania GEP-NET na podstawie obrazu
klinicznego oraz markerow biochemicznych, atakze umozliwiajg identyfikacje guza
pierwotnego w przypadku choroby przerzutowej [141,146]. Ponadto takie obrazowanie jest
niezbedne w leczeniu pacjentow z GEP-NETs, pozwala na nieinwazyjng charakterystyke stanu
funkcjonalnego i heterogenicznosci guza oraz moze zapewni¢ lepszg stratyfikacje

prognostyczng i udoskonalenie strategii terapeutycznych [145,147].

1.3.3. Diagnostyka patomorfologiczna

Pobranie fragmentéw tkanek do badan histologicznych jest niezbedne w diagnostyce
NETs [148]. Gdy nie jest mozliwa resekcja chirurgiczna, zamiast aspiracji cienkoigtowej zaleca
sie biopsje gruboigtowg, aby umozliwi¢ petng ocene architektury guza [10]. Wedtug
Europejskiego Towarzystwa ds. Nowotwordw Neuroendokrynnych (ENETS, ang. European
Neuroendocrine Tumor Society) najwazniejszg cechg histopatologiczng o znaczeniu klinicznym
jest stopien zrdznicowania histopatologicznego oceniany na podstawie wskaznika Ki-67 oraz
indeksu mitotycznego [129]. Cecha G stanowi o wartosci prognostycznej i predykcyjnej
w leczeniu pacjentéw z NENs [129]. WskazZnik Ki-67 powinien by¢ okreslany przez badanie
2000 komoérek nowotworowych w obszarach o najwiekszym znakowaniu
immunohistochemicznym, jezeli jednak nie jest dostepna taka ilo$¢ komorek, liczy sie ich jak
najwiecej [148,149]. Typowe przeszkody w ocenie wskaznika Ki-67 obejmujg niejednorodnos¢
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barwienia miedzyguzowego i wewnatrzguzowego w pierwotnym miejscu guza lub wsrdod
miejsc przerzutowych we wczesnym stadium lub w chorobie zaawansowanej oraz metody
zliczania, nawet przy uzyciu ulepszonych automatycznych maszyn do barwienia [150]. Inne
cechy wptywajgce na wiarygodno$¢ Ki-67 zwigzane s3 z heterogenicznoscig guza, wynikajg
z réznic w obrobce tkanek, a zwtaszcza w metodach utrwalania, co moze wigza¢ sie z utrata
antygenowosci, szczegdlnie w bloczkach zatopionych w parafinie i utrwalonych w formalinie,
a takze ocena blado zabarwionych jgder komérkowych [151].

W  zakresie  diagnostyki histopatologicznej stosowane jest  barwienie
immunohistochemiczne [152]. Jest ono badaniem niezbednym do ustalenia jednoznacznej
diagnozy NEN, oceny prognostycznej i wyboru odpowiedniej terapii [153]. Przeprowadza sie
je dla keratyn o niskiej masie czgsteczkowej, dla CgA, SPY oraz niehistonowego biatka Ki-67
z mysim przeciwciatem anty-ludzkim (klon MIB1) [152,154,155]. SPY stanowi glikoproteine
btonowg w presynaptycznych pecherzykach komdrek nerwowych, ktére uwalniajg réwniez
klasyczne przekazniki, takie jak acetylocholina [156]. Wraz z CgA stanowig one dwa najczesciej
oznaczane markery immunohistochemiczne [156]. SPY jest rozpoznawana przez przeciwciato
monoklonalne SY38 w réznych nowotworach neuroendokrynnych, majgc wyzszg czutosc ale
nizszg swoistos¢ niz przeciwciato przeciwko chromograninie, zwtaszcza w guzach o wysokim
stopniu ztosliwosci [157]. Glikoproteina ta wystepuje w guzach chromochtonnych
i przyzwojakach, a takze w komérkach raka rdzeniastego tarczycy i komorkach guzow wysp
trzustkowych, w wiekszosci rakowiakdéw przewodu pokarmowego iklatki piersiowej
[155,158]. W przypadkach, gdy pierwotna lokalizacja NETs nie jest znana, guz jest ujemny dla
keratyn lub by odrézni¢ dobrze zrdinicowane guzy neuroendokrynne od stabo
zréznicowanych  rakow  neuroendokrynnych  prowadzi sie dalszg  diagnostyke
immunochemiczng z uzyciem kolejnych markerow. Wsréd tych markeréw wyrdznia sie biatko
homeobox typu ogonowego 2 (CDX2, ang. caudal type homeobox 2), bedace czynnikiem
transkrypcyjnym rdéznicowania jelitowego, czynnik transkrypcyjny tarczycy 1 (TTF-1, ang.
thyroid transcription factor 1) dla guzéw pochodzenia ptucnego, sparowane geny pudetkowe
6/8 (PAX 6/8, ang. paired box genes 6/8) zaangazowane w rozwdj raka tarczycy, jajnika i nerek,
czynnik transkrypcyjny definiujgcy komérki endokrynne trzustki (Isl-1, ang. insulin gene
enhancer binding protein islet 1), charakterystyczny réwniez dla dwunastnicy i odbytnicy,
a takze inne markery wykorzystywane w barwieniu immunohistochemicznym, jak receptor

progesteronu, czynnik transkrypcyjny specyficzny dla trzustki i komérek B (PDX-1, ang.
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pancreatic and duodenal homeobox 1) oraz neuroendokrynne biatko sekrecyjne (NESP-55,
ang. neuroendocrine secretory protein 55) [150,159-162]. Wyzej wymienione markery
immunohistochemiczne wykorzystuje sie do diagnozowania i prognozowania guzéw, jednak
interpretacje barwien immunohistochemicznych nalezy przeprowadza¢ rowniez w kontekscie
klinicznym pacjenta, a szczegdlnie u oséb z toczacym sie procesem metastazy o nieznanej
pierwotnej lokalizacji [132]. W przypadku dobrze zréznicowanych NETs znakowanie TTF-1
faworyzuje pochodzenie ptucne, CDX2 jest typowe dla pierwotnych komdérek jelitowych lub

trzustkowych, a PDX1 lub Isl1 dla pNETs [163,164].

1.4. Leczenie

Leczenie pacjentow ze zlokalizowanymi guzami neuroendokrynnymi obejmuje przede
wszystkim radykalng resekcje chirurgiczng [165]. Chirurgia pozostaje leczeniem z wyboru
z zamiarem catkowitego wyleczenia, chociaz moze by¢ réwniez zalecana w niektorych
przypadkach choroby przerzutowej i trudnych do opanowania zespotéw wydzielniczych [166].
Leczenie inne niz chirurgiczne powinno stanowic leczenie uzupetniajace, chyba ze ogdlny stan
pacjenta iinne przeciwskazania uniemozliwiajg zabieg [167,168]. W przypadku przerzutow
zabieg chirurgiczny stosuje sie w celu ztagodzenia objawdw hormonozaleznych, zmniejszenia
masy guza, poprawy ogoélnego przezycia pacjentéw, czy wydtuzenia okresu wolnego od
choroby [167]. Kontrole przerzutéw do watroby u pacjentéw niekwalifikujgcych sie do leczenia
chirurgicznego przeprowadza sie przy pomocy technik ablacyjnych, jak ablacja falami
radiowymi, ablacja laserowa lub krioterapia [57]. Inne terapie tzw. lokoregionalne to
selektywna embolizacja tetnicy watrobowej, chemoembolizacja z uzyciem doksorubicyny,
streptozycyny, mitomycyny i fluorouracylu oraz transplantacja watroby [3,169]. Embolizacje
wykorzystywane s w celach paliatywnych w funkcjonalnych guzach wolno rosngcych
opornych na leczenie, w zmniejszeniu masy guza oraz w kontroli progresji guzow nieczynnych
hormonalnie [3]. Transplantacje watroby rozwaza sie w przypadku pacjentdéw z przerzutami
do watroby bez choroby pozawgtrobowej, przy czym najwyzszg skutecznos¢ odnoszg pacjenci
ponizej 50 roku zycia zniska ekspresja Ki-67 iE-kadheryny [170,171]. W ostatnich
dziesiecioleciach nastgpit znaczny progres w zakresie leczenia guzow neuroendokrynnych,
ktory poszerzyt mozliwosci terapeutyczne [166]. Wazng role w leczeniu NENs odgrywa
somatostatyna ijej analogi ze wzgledu na szeroki zakres funkcji hamujgcych uwalnianie
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hormondw, co przyczynia sie do tagodzenia objawdw klinicznych, stabilizacji guza oraz
poprawy jakosci zycia [3,172]. Somatostatyna to cykliczny peptyd o dziataniu silnie
regulacyjnym w catym organizmie [173]. Wytwarzana jest przez podwzgérze, w OUN,
w narzgdach dokrewnych, w przewodzie pokarmowym i trzustce [174]. Hamuje uwalnianie
wielu hormondw i substancji czynnych hormonalnie, mianowicie zatrzymuje wydzielanie z6tci,
kwasu Zoftgdkowego, gastryny, cholecystokininy, sekretyny w przewodzie pokarmowym,
wptywa na uwalnianie amylazy trzustkowej, insuliny i glukagonu, a takze hamuje wydzielania
hormonu wzrostu, ACTH oraz modyfikuje przekaznictwo itworzenie pamieci w OUN
[173,175]. Istotne jest, iz somatostatyna zapobiega angiogenezie i ma dziatanie
antyproliferacyjne na zdrowe irakowe komodrki w badaniach na ludziach imodelach
zwierzecych [173]. Znane sg dwie aktywne formy hormonu, réznigce sie dtugoscig tancucha
polipeptydowego, mianowicie krotsza izoforma 14-aminokwasowa, ktéra funkcjonuje gtéwnie
w mozgu oraz diuzsza 28-aminokwasowa, ktéra spetnia swojg role w przewodzie
pokarmowym [173]. W dziataniu somatostatyny posredniczy pie¢ typdw SSTR (SSTR1-SSTR5)
sprzezonych z biatkiem G, ktdre sg szeroko rozpowszechnione w ludzkim uktadzie nerwowym,
w nadnerczach, nerkach, trzustce i sterczu [176,177]. Nadekspresje receptoréw
zaobserwowano rowniez w wiekszosci przypadkow GEP-NETS, a rozktad SSTR w NETs rdzni sie
w zaleznosci od rodzaju guza i stopnia jego zréznicowania i stanowi podstawe do obrazowania
molekularnego NETs oraz moze stanowi¢ cel terapeutyczny [136,178]. Najczesciej ekspresji
ulega receptor SSTR2, kolejno SSTR1, SSTR5, SSTR3 i SSTR4 (najstabsza ekspresja) [179]. Okres
pottrwania somatostatyny jest zbyt krétki (wedtug réznych zrédet <2 minut lub 1-3 minuty) do
jej zastosowania w diagnostyce lub w procesie terapeutycznym [130,180]. Rozwigzaniem byto
opracowanie analogdéw somatostatyny, ktore wigzg sie z wysokim powinowactwem do SSTR2
oraz SSTR5, ookresie poéttrwania wystarczajgcym dla procesu diagnostycznego
i terapeutycznego [130,179]. Pierwszym analogiem stosowanym w terapii NENs byt oktreotyd,
a nastepnie z biegiem lat do puli terapeutycznej SA dotgczyty lanreotyd, wapreotyd, seglityd
i pasyreotyd, ktorych okres péttrwania wynosit 1,5-2 godziny [181,182]. Z czasem pacjenci
z zespotem rakowiaka stajg sie oporni na leczenie SA, przez co klinicysci zwiekszajq dawki leku
lub czestos¢ jego podawania [72].

Leczenie pacjentdw z NENs obejmuje réwniez interferon-a (IFN-a, ang. interferon-a),
chemioterapie, leki celowane, jak mTOR — ewerolimus, czy inhibitory kinazy tyrozynowej

i angiogenezy, jak sunitynib [183-185]. Terapia PRRT natomiast to rodzaj ukierunkowanej
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terapii przeciwnowotworowej umozliwiajgcej dostarczenie promieniowania bezposrednio do
komodrek NETs wykazujgcych wysoki poziom ekspresji SSTR [186]. Najczesciej stosowanymi
radiopeptydami w PRRT s3 °°Y-DOTATOC i!"7Lu-DOTATATE, skfadajagce sie znuklidu
o wysokiej aktywnosci (Y’Lutet lub *Citr), potgczonego przez chelator (DTPA lub DOTA)
z ligandem wigzacym SSTR, ktérym zazwyczaj jest SA [187]. Obrazowanie SRI przy uzyciu
scyntygrafii 1In-Octreotyd lub bardziej czutego 8Ga-DOTATATE PET/CT wykrywa obecno$¢
SSTR na komdrkach nowotworowych i na podstawie stopnia wychwytu pozwala na selekcje
pacjentow do PRRT [188]. Terapia ta zostata opracowana przede wszystkim do leczenia
nieoperacyjnych iprzerzutowych dobrze zréinicowanych NETs [187]. U pacjentow
z zaawansowang chorobg, u ktdorych zabieg chirurgiczny nie przynidstby korzysci
terapeutycznej, opcje leczenia obejmujg wyzej wymienione terapie lokoregionalne, dtugo
dziatajgce SA, leki ukierunkowane molekularnie, radionuklidy, chemioterapie, a takze
immunoterapie, stosowane samodzielnie lub w potgczeniu [166,189]. Jednak decyzja o czasie
rozpoczecia leczenia, kolejnosci podawania réznych terapii iidentyfikacji wiarygodnych
markeréw prognostycznych w celu wybrania najbardziej odpowiedniego leczenia powinna by¢
podejmowana dla kazdego pacjenta indywidualnie w celu zwiekszenia skutecznosci

i ztagodzenia skutkéw ubocznych [166,190].

2.  Stan zapalny

Zapalenie to biologiczna odpowiedz uktadu odpornosciowego na dziatanie czynnikow
zarowno infekcyjnych, jak i niezakaznych (urazéw, zwigzkdéw toksycznych, czy
promieniowania), ktdrego celem jest usuniecie szkodliwych bodZzcow, rozpoczecie procesu
gojenia iprzywrdécenie homeostazy bez wzgledu na przyczyne [191,192]. Na poziomie
tkankowym stan zapalny objawia sie obrzekiem, zaczerwienieniem, podwyzszong
temperaturg w miejscu toczgcego sie procesu, bdélem oraz utratg funkcji tkanki [192].
W mikrokrazeniu w obrebie uszkodzenia dochodzi do zmian przepuszczalnosci naczyn,
rekrutacji iakumulacji leukocytow (neutrofili, monocytéow ieozynofilii) pochodzgcych
z krazenia ogolnego oraz wzmozonego uwalniania mediatoréow stanu zapalnego [193]. Stan
zapalny dzieli sie na trzy rodzaje w zaleznosci od czasu jego trwania: (1) ostry, ktéry pojawia

sie bezposrednio po urazie i trwa kilka dni, (2) przewlekty trwajacy miesigcami lub latami, gdy
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ostry stan nie ustepuje i (3) okres przejsciowy, tzw. stan zapalny podostry, trwajacy od 2 do 6
tygodni [194,195]. Procesy odpowiedzi zapalnej zalezg od bodica poczatkowego ijego
lokalizacji w organizmie, ale wszystkie majg wspélny mechanizm: rozpoznanie szkodliwych
bodzZcow przez receptory na powierzchni komérki, aktywacja szlakdw zapalnych, uwolnienie
markeréw stanu zapalnego oraz rekrutacja komérek zapalnych [192]. Proces zapalenia
rozpoczyna sie w obecnosci induktorow, ktérymi mogg by¢ organizmy zakazne, ciata obce
i sygnaty endogenne z komérek martwiczych lub uszkodzonych tkanek, ktére wyzwalaja
odpowied? zapalng poprzez aktywacje receptoréw rozpoznania wzorcéw kodowanych w linii
zarodkowej (PRR, ang. pattern-recognition receptors) zaréwno w komédrkach
odpornosciowych, jak inieimmunologicznych [192,195]. Rodzina ssaczych PRR obejmuje
receptory TOLL-podobne (TLR, ang. Toll-like receptors), ktdre uczestniczg w rozpoznawaniu
patogendw i w inicjowaniu odpowiedzi zapalnej, aznajdujg sie na powierzchni komodrek
wrodzonego uktadu odpornosciowego, czyli np. makrofagéw lub komérek dendrytycznych
[195,196]. Szkodliwe bodzce aktywujg kaskade szlakdw sygnatowych, ktére z kolei aktywuja
wytwarzanie i uwalnianie mediatoréw stanu zapalnego, w tym cytokin takich jak interleukina
1B (IL-1B, ang. interleukin 1), interleukina 6 (IL-6, ang. interleukin 6), czy czynnik martwicy
nowotworu-a (TNF-a, ang. tumor necrosis factor a) [192,197]. Uwalniane cytokiny
posredniczg w zapaleniu poprzez interakcje z receptorami TLR, a takze z receptorem dla IL-1,
IL-6 oraz TNF-a [198]. Aktywacja receptorow wyzwala gtdwne szlaki sygnalizacyjne, takie jak
szlak kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem (MAPK, ang. mitogen-activated protein
kinase), szlak aktywacji czynnika jagdrowego kappa B (NF-kB, ang. nuclear factor kappa B)
i szlak kinaz Janusa (Jak, ang. Janus kinase) oraz przetwornika i aktywatora transkrypcji (STAT,
ang. signal transducer and activator of transcription), powodujac aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych [192,197,198]. Ta koordynujgca aktywacja czgsteczek sygnatowych reguluje
poziom mediatorow stanu zapalnego w rezydentnych komodrkach tkankowych irekrutuje
komorki zapalne z krwi do miejsca uszkodzenia [197]. Wiekszos¢ naciekajgcych komorek
zapalnych w ostrym zapaleniu to granulocyty, a w miejscach przewlektego zapalenia
makrofagi i limfocyty [199]. Jesli bodziec prozapalny nie zostanie wyeliminowany z miejsca
uszkodzenia, niekontrolowane ostre zapalenie moze sta¢ sie przewlekte, co prowadzi do
autoimmunizacji, zwtdknienia tkanek imartwicy [200]. Utrzymywanie sie czynnikow
zapalnych iuszkodzenie tkanek sg kluczowymi czynnikami przewlektego stanu zapalnego,

ktory predysponuje do wielu choréb przewlektych, m.in. choréb uktadu krazenia i jelita,
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cukrzycy, zapalenia stawodw, niealkoholowej sttuszczeniowej choroby watroby, choréb

autoimmunologicznych i neurodenegeracyjnych oraz nowotworow [192,193].

2.1. Stan zapalny w kancerogenezie

Coraz wiecej danych wskazuje na fakt, ze stan zapalny predysponuje do rozwoju
nowotwordw, a takze promuje wszystkie etapy nowotworzenia [201]. Okoto 15-20%
wszystkich przypadkdéw raka poprzedzonych jest infekcjg, dtugotrwatym przewlektym stanem
zapalnym lub procesem autoimmunizacyjnym w tej samej tkance lub narzadzie. Do
najczestszych przyktadéw nalezg przewlekte zapalenie watroby wywotane wirusem zapalenia
watroby typu B lub C, zapalenie btony $luzowej zotadka wywotane przez Helicobacter pylori
i zapalenie pecherza moczowego wywotane Schistosoma haematobium, ktére zwiekszajg
odpowiednio ryzyko raka watroby, zotgdka oraz pecherza moczowego [202]. Do innych
czynnikdw zakaznych biorgcych udziat w kancerogenezie nalezy wirus Epstein-Barr, ktory
prowadzi do rozwoju raka jamy nosowo-gardtowej i niektorych chtoniakow (w tym chtoniaka
Burkitta), a czynnikiem sprawczym jest onkoproteina LMP1 (ang. Epstein-Barr virus latent
membrane protein 1), ktérej rola opiera sie na aktywacji genow kodujgcych biatka
zaangazowane w promocje proliferacji (np.receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu,
EGFR, ang. epidermal growth factor receptor) lub na hamowaniu apoptozy (np. Bcl 2, ang. B-
cell lymphoma 2), a takze aktywacji czynnika NF-kB [203]. Na uwage zastuguje réwniez wirus
brodawczaka ludzkiego (HPV, ang. human papillomavirus) indukujgcy raka szyjki macicy,
gardta, odbytu inarzadéw ptciowych, za co odpowiedzialne sg produkty gendéw E6 iE7
uszkadzajgce DNA [204]. Rodzina HPV obejmuje ok 170 rdznych podtypdw wirusa, ate
znajdujgce sie w grupie wysokiego ryzyka odpowiadajg za 5% wszystkich nowotwordw u ludzi,
co stanowi jedng trzecig wszystkich nowotwordéw o etiologii wirusowej [204]. Inne wirusy
odpowiedzialne za inicjacje kancerogenezy to wirus miesaka Kaposiego (biatko wirusowe -
antygen jadrowy zwigzany z latencjg LANA, ang. latency-associated nuclear antigen), czy ludzki
wirus biataczki z komérek T (biatko Tax) [205,206]. Jednak nie tylko zakazenie, ale rowniez
czynniki nieinfekcyjne, takie jak dym tytoniowy, choroby autoimmunologiczne, ekspozycja na
azbest, choroba refluksowa przetyku, zapalenie watroby, otytos¢, czy nadmierne spozycie

alkoholu indukujg proces kancerogenezy wywotany zapaleniem [207,208].
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Jako pierwszy oistnieniu zwigzku miedzy stanem zapalnym a procesem
nowotworzenia wspomniat w XIX wieku niemiecki patolog Rudolf Virchow, ktéry odkryt
naciekajgce krwinki biate w tkance nowotworowej [209]. W 2011 roku Hanahan i Weinberg
wymienili ,promowanie stanu zapalnego guza” jako jedng z cech raka i zaproponowali, ze stan
zapalny moze propagowac rozne funkcje guza poprzez dostarczenie czasteczek bioaktywnych
do mikrosrodowiska guza (TME, ang. microenvironment tumor) [210]. TME tworzg nie tylko
komérki nowotworowe, ale réwniez komérki zrebowe i zapalne, fibroblasty, komorki
srodbtonka, czynniki wzrostu, czynniki proangiogenne, cytokiny oraz chemokiny [202,211].
Komérki wTME sg wysoce plastyczne, ciggle zmieniajg swoje cechy fenotypowe
i funkcjonalne, odgrywajac znaczaca role w naprawie i regeneracji tkanek po uszkodzeniu albo
wykazujgc dziatanie prozapalne i biorgc udziat w ewolucji i progresji wielu chordb, w tym raka
[212]. Komorki zapalne, czasteczki sygnalizacyjne wrodzonego uktadu odpornosciowego, czyli
selektyny, chemokiny i ich receptory, czynniki wzrostu i inne elementy promujgce uszkodzenia
DNA obecne w TME sprzyjajg proliferacji, przezyciu, oraz migracji komérek w odlegte miejsca
przerzutowania [213]. Sktadowe wystepujgce w obrebie guza mogg predysponowaé do
neutralizacji zto$liwych komdrek nowotworowych, ale w wyniku ewolucji onkogennej
transformowane komarki mogga uciekaé spod kontroli uktadu odpornosciowego (aktywnosé
przeciwnowotworowa jest wyciszona) [211,214]. Jezeli eliminacja komdrek nowotworowych
przez uktad odpornosciowy nie jest juz mozliwa, komorki i czynniki nalezagce do TME moga
powodowac¢ wzmozone przezycie i unikanie apoptozy przez komoérki guza, a takze indukowad
angiogeneze, stymulowaé inwazje iproces metastazy [210,211]. Mechanizmy zapalne
uczestniczgce we wszystkich etapach nowotworzenia nie sg do korica poznane, ale
proponowane hipotezy wskazujg na wspdtuczestniczenie endogennej sciezki inicjowanej
zmianami genetycznymi (spowodowana mutacjami aktywacja protoonkogendw i inaktywacja
genow supresorowych), ktére prowadza do nowotwordw i zapalenia oraz Sciezki egzogennej,
stymulowane] przez zapalenie i rowniez inicjujgcej nowotwoér w narzgdach zagrozonych, jak
gruczot krokowy, trzustka, okreznica, czy ptuco [215]. Indukcja ostrych standw zapalnych
stymuluje dojrzewanie komoérek dendrytycznych i prezentacje antygenu, prowadzac do
przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej i w konsekwencji do $mierci komadrek
nowotworowych, natomiast przewlekte zapalenie uczestniczy w immunosupresji zapewniajgc

sSrodowisko predysponujgce do powstawania nowotworu, progresji iprzerzutéw oraz
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sprzyjajac opornosci na leczenie [199]. Dowodzi to, iz stan zapalny odgrywa podwdjng role
w nowotworach, mianowicie moze je promowac lub hamowac ich rozwéj [202].

Cytokiny zostaty podzielone na podstawie budowy ifunkcji na kilka nadrodzin, do
ktorych nalezg interferony (INF, ang. interferons), czynniki martwicy nowotworu (TNF, ang.
tumor necrosis factors), interleukiny (ILs, ang. interleukins), transformujgce czynniki wzrostu
(TGFs, ang. transforming growth factors), cytokiny chemotaktyczne (chemokiny) oraz czynniki
stymulujgce tworzenie kolonii (CSFs, ang. colony-stimulating factor) [216-218]. Cytokiny
spetniajg swoje specyficzne funkcje poprzez mechanizmy auto- lub parakrynne. Komorki
nowotworowe uwalniajg cytokiny, ktére w sposdb autokrynny mogg dodatnio generowad
petle sprzezenia zwrotnego, doprowadzajac do indukcji samoproliferacji, ekspansji
i lekoopornosci, natomiast w sposéb parakrynny stymulujg rekrutacje, aktywacje
i réznicowanie innych komérek TME, mogg zwieksza¢ wzrost guza i angiogeneze [219]. Do
kluczowych regulatorow inicjacji stanu zapalnego nalezy wiele szlakdw sygnatowych, takich
jak NF-kB, Jak (kinaza Janusa, ang. Janus kinase)/STAT, szlaki receptorowe TLR, szlak
obejmujacy cykliczng syntaze GMP-AMP (cGAS, ang. cyclic GMP-AMP synthase, znang rowniez
jako MB21D1), ktéra dziata przez stymulator gendw interferonu (STING, ang. stymulator of
interferon genes), czy MAPK [199]. Natomiast czynniki zapalne wazne dla inicjacji zapalenia to
m.in. szereg cytokin (np. IL1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-23, IFN-y, TNF-a) oraz
chemokiny niezbedne do rekrutacji komorek zapalnych w obszarze uszkodzenia (ligandy
z motywem C-C, np. CCL2 oraz ligandy z motywem C-X-C, np. CXCL12) [199,200,209,220]. Do
ustgpienia zapalenia przyczyniaja sie komorki przeciwzapalne (np. makrofagi M2, czy limfocyty
T regulatorowe — Treg, ang. regulatory T cells), niektore cytokiny, jak IL-4, IL-10, I1L-13, TGF-B,
INF-a iIFN-B, oraz endogenne regulatory stanu zapalnego (SPMs, ang. specialized pro-
resolving mediators), sprzyjajagce wyciszeniu zapalenia, takie jak protektyny (PD1, ang.
protectin D1), rezolwiny (RVS, ang. resolvins, np. RVE, RvD), marezyny (ang. maresins, np.
MaR1, MaR2), lipoksyny (LX, ang. lipoxins, np. LTA4, LXA4, LXB4) oraz koniugaty protektyny
w regeneracji tkanek (PCTR, ang. protectin conjugates in tissue regeneration) [199,221,222].
Poszczegdlne czynniki stanu zapalnego petnig rézne funkcje na kolejnych etapach rozwoju
guza nowotworowego, a mianowicie w inicjacji, promocji oraz progresji i przerzutowaniu
[202]. Szlaki endogenny iegzogenny t3czace stan zapalny zrakiem aktywujg czynniki
transkrypcyjne, takie jak NF-kB, STAT3, czynnik indukowany hipoksjg (HIF-1, ang. hypoxia-

inducible factor-1), ktore oddziatywujac na wielu poziomach zwiekszajg stan zapalny zwigzany
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z nowotworem, ttumig przeciwnowotworowg odpowiedZ immunologiczng oraz kumuluja
czynniki rakotwodrcze w TME [223]. Najistotniejsza relacja miedzy rakiem a stanem zapalnym
wigze sie z dziataniem NF-KB oraz szlaku STAT3 [220]. Szczegdlne znaczenie ma NF-kB, ktéry
manipuluje TME kontrolujgc ekspresje cytokin prozapalnych oraz regulujgc wzrost i migracje
komaorek [224]. NF-kB jest gtdwnym regulatorem cytokin (IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, TNF, IFN-y, CCL-
5), ktére sprzyjajg wzrostowi guza poprzez stymulowanie proliferacji komarek, zaréwno
w sposéb autokrynny, jak iparakrynny [225]. Aktywacja szlaku NF-kB nie tylko indukuje
ekspresje cytokin zapalnych, ale réwniez czgsteczek adhezyjnych (jak czasteczka adhezji
miedzykomorkowej ICAM-1, ang. intercellular adhesion molecule 1, a takze czgsteczka adhezji
komdrkowej naczyrn VCAM-1, ang. vascular cel adhesion molecule 1), enzymodw szlaku syntezy
prostaglandyn (takich jak cyklooksygenaza indukowana COX2, ang. cyclooxygenase-2), syntazy
tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase), czynnikdw angiogennych igendéw
antyapoptotycznych (jak Bcl-2) [226-228]. Odpowiada za ograniczong skutecznos¢ terapii ze
wzgledu na promowanie rozwoju raka i hamowanie odpornosci przeciwnowotworowej,
sprzyja zmianom  genetycznym iepigenetycznym oraz przejSciu  nabtonkowo-
mezenchymalnemu (EMT, ang. epithelial-to-mesenchymal transition), ktére stanowi kluczowy
proces w inwazyjnosci guza [229,230]. Badania Greten i wsp. [231] byty jednym z pierwszych
dowoddw wptywu zapalenia na promowanie nowotworu, co udowodniono poprzez
inaktywacje NF-kB w komoérkach szpiku, gdzie ablacja inhibitora kinazy czynnika jagdrowego
KB doprowadzita do zmniejszenia wzrostu guza w modelu raka zwigzanego z zapaleniem jelita
grubego. Ciggfa aktywacja STAT3 natomiast jest niezbedna do inicjacji iprogresji litych
ztosliwych nowotwordw poprzez proliferacje iprzezycie komorek, angiogeneze, inwazje
i zapalenie promujace nowotwodr. Nieustepujaca aktywacja STAT3 wzmaga wytwarzanie
chemokin zdolnych do przyciggania komodrek odpornosciowych izapalnych, ktore dalej
propagujg aktywnos$é STAT3 poprzez uwalnianie gtéwnie IL-6 i IL-1B [232]. Zestaw cytokin
zaangazowanych w pronowotworowe zapalenie TME w danym momencie rozwoju raka moze
by¢ specyficzny, poniewaz réine komédrki mogg uwalnia¢ inne patogenne cytokiny
w okreslonym czasie na danym etapie progresji choroby [225]. W TME w znacznej ilosci
wystepujg makrofagi, tzw. makrofagi zwigzane z nowotworem (TAMs, ang. tumor-associated
macrophages), ktére wraz zinnymi leukocytami wytwarzajg duze ilosci reaktywnych form
tlenu iazotu i ktore w warunkach ciggtego uszkodzenia wptywajg negatywnie na DNA,

powodujgc mutacje w namnazajgcych sie komdrkach nabtonka i zrebu [208]. CSFs uwalniane
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przez komérki nowotworowe podtrzymuja funkcje TAM, a te odpowiednio aktywowane moga
zabija¢ komérki nowotworowe [233]. Jednak TAMs wytwarzajg rowniez czynniki wzrostu,
czynniki angiogenne, atakie enzymy proteolityczne, ktoére degraduja macierz
zewnatrzkomadrkowa i mogg stymulowacd proliferacje komorek nowotworowych, promowac
angiogeneze oraz sprzyjaC inwazji i przerzutom [208,233]. Makrofagi ilimfocyty T moga
uwalnia¢ TNF-a i czynnik hamujgcy migracje makrofagdw w celu nasilenia uszkodzern DNA
[234]. Obecnos¢ w TME makrofagéw ineutrofili zwigzanych z nowotworem, komodrek
supresorowych pochodzenia mieloidalnego oraz Tregs wigze sie ze ztym rokowaniem ze
wzgledu na produkcje IL-10, TGF-B oraz prostaglandyn, ktére sg silnymi immunosupresorami
odpowiedzialnymi za hamowanie dziatanie przeciwnowotworowego komodrek NK (ang.
natural killer), T oraz B [235,236]. Jednym 1z najczesciej mutowanych supresoréw
nowotworowych jest gen TP53 kodujgce biatko p53, ktére charakteryzuje antagonizm
transkrypcyjny z czynnikiem NF-kB (pozytywny regulator stanu zapalnego) [202,237]. Czynnik
hamujgcy migracje makrofagéw uposledza ochrone zalezng od biatka p53 kumulujgc w ten
sposdb mutacje onkogenne, atakze powoduje zwiekszong ekspresje gendéw zapalnych
zaleznych od NF-kB, co np. w raku jelita grubego przyczynia sie do progresji guza i przerzutow
[202,208]. Innym przyktadem zaangazowania cytokin w proces wzrostu guza jest aktywacja K-
RAS (ang. Kirsten rat sarcoma virus), ktory jest najczesciej ulegajgcym mutacjom
protoonkogenem w ludzkich nowotworach jelita grubego, trzustki i ptuca (20-25%) [238,239].
Biatko K-ras konstytutywnie aktywuje NF-kB, co prowadzi do uwalniania cytokin, wsrod
ktorych najwieksze znaczenie wydaje sie mie¢ IL-6, ktéra oddziatujac z receptorem Jak
aktywuje STAT3, aszlak ten aktywujgc onkogeny izwiekszajgc ekspresje gendw
zaangazowanych w proliferacje (np. cykliny D1) powoduje zwiekszone namnazanie sie
komodrek nowotworowych iindukuje wzrost guza [225,240,241]. Dowodem na udziat stanu
zapalnego w indukowaniu mutacji i uszkodzen DNA jest rowniez dziatanie takich cytokin, jak
IL-22, ktéra stymuluje ekspresje gendw zwigzanych z odpowiedzig na uszkodzenia DNA
przeciwdziatajgc mozliwemu urazowi genotoksycznemu, czy cytokiny IL-6, TNF-a i IL-1B, ktére
wptywajac na ekspresje gendw w komédrkach nabtonka, w tym sktadniki modyfikacji DNA
i histondw, microRNA, czy niekodujgce RNA, modulujg poziomy ekspresji gendw i supresorow
nowotwordw [242,243]. Wydzielanie czasteczek zapalnych zwigzane jest réwniez ze
starzeniem sie komorek, proces indukowany przez skracanie telomerdw, stres oksydacyjny,

uszkodzenia DNA, aktywacje onkogendw lub chemioterapie czy radioterapie jonizujgca [244].
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Lokalne komérki starcze, ktore wyksztatcity fenotyp sekrecyjny zwigzany ze starzeniem sie
(SASP, ang. senescence-associated secretory phenotype) wydzielajg wiele cytokin
prozapalnych, w tym IL-1a, IL-1B, IL-6 , IL-8, CXCL-1 i CXCL-2, ktére sg zdolne do indukowania
nowotworzenia w sposob parakrynny [225]. Kuilman i wsp. [245] wykazali, iz IL-6, ktéra moze
by¢ wydzielana przez starzejace sie komoérki, odgrywa wazng role w zahamowaniu cyklu
komodrkowego i aktywacji starzenia indukowanego onkogenem (OIS, ang. oncogene-induced
senescence). Wysunieto hipoteze co do podwdjnej roli IL-6, mianowicie cytokina ta moze
dziata¢ protoonkogennie np. w pobudzeniu zaawansowanego czerniaka, natomiast w innych
sytuacjach dziata przeciwonkogennie poprzez indukcje OIS we wczesnych stadiach komédrek
nowotworowych [245]. Stan zapalny uczestniczy w procesie nowotworzenia na kazdym
etapie. Podczas inicjacji procesu nowotworzenia w warunkach toczgcego sie zapalenia
mediatory zapalne, reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) i reaktywne
formy azotu (RNS, ang. reactive nitrogen species), pochodzgce z komdrek odpornosciowych
infiltrujgcych nowotwor, wywotuja zmiany epigenetyczne w komoérkach
przednowotworowych oraz wyciszajg geny supresorowe [246]. Podczas promocji nowotworu
komorki odpornosciowe uwalniajg cytokiny i chemokiny stwarzajgce warunki do przezycia
i proliferacji komdrek nowotworowych (zaopatrywanie w tlen, sktadniki odzywcze, czynniki
wzrostu i przezycia) [247]. Na etapie progresji i metastazy natomiast zaréwno komorki
odpornosciowe, jak iztosliwe wydzielajg cytokiny i chemokiny, co zwieksza przezywalnos¢,
ruchliwos¢ oraz inwazyjnos¢ komarek oraz inicjuje EMT, ktére wigze sie z utratg fenotypu
nabtonkowego i nabyciem przez komorki mozliwosci ruchliwosci i migracji [248-250]. Dla
procesu metastazy kluczowe jest wtasnie EMT, kiedy to komorki nowotworowe tracg adhezje
miedzy sobg poprzez zmniejszong ekspresje E-kadheryny, przez co sg zdolne do przedostania
sie poza obszar guza do krwiobiegu, atakujg tkanki otaczajgce oraz drogg naczyn krwionosnych
i limfatycznych tworzg przerzuty odlegte [251]. EMT jest silnie promowane przez TGF-B, ale
wzmachiane moze by¢ rowniez przez IL-6, TNF czy IL-1B [225]. Tworzenie nowych naczyn
krwionosnych jest uzaleznione gtéwnie od czynnika wzrostu srédbtonka naczyn (VEGF, ang.
vascular endothelial growth factor) oraz podstawowego czynnika wzrostu fibroblastéw (bFGF,
ang. basic fibroblast growth factor) [244,252]. Wsrdd innych proangiogennych czynnikéw
zapalenia wyrdznia sie czynnik wzrostu hepatocytéw (HGF, ang. hepatocyte growth factor),
ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor), TGF-B, a takze
chemokiny CXC, zawierajgce motyw ELR (motyw Glu-Leu-Arg), jak IL-8, podczas gdy chemokiny
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pozbawione tego motywu (np. czynnik ptytkowy 4) wykazuja wtasciwosci antyangiogenne

[252,253]. W Tabeli 2 zestawiono wybrane czynniki stanu zapalnego oraz przedstawiono ich

role w procesie nowotworzenia.

Tab. 2. Rola wybranych czynnikdw stanu zapalnego w procesie nowotworzenia.

Czynnik
zapalny

Rola w rozwoju guza

Zrédto

TNF-a

Jeden z najwazniejszych inajwczesniejszych mediatorow
stanu zapalnego o plejotropowej funkcji;

uwalniany gtéwnie przez makrofagi i komorki tuczne;

jako cytokina prozapalna bierze udziat windukcji raka
zwigzanego z zapaleniem, przyczynia sie do apoptozy, EMT,
zwiekszenia tempa proliferacji, inwazji iprzyspieszenia
angiogenezy;

moze wykazywaé rowniez dziatanie przeciwnowotworowe,
co czyni go potencjalnym celem terapeutycznym;

poprzez indukcje genéw  kodujgcych  czasteczki
antyapoptotyczne zalezne od NF-kB promuje przezycie
komdrek nowotworowych natomiast poprzez trwatg
aktywacje szlaku sygnatowego zaleznego od kinazy N-
konncowej c-JUN (JNK) na drodze pobudzenia kompleksu
kinaz fosforylujgcych JNK, kinazy MAPK przyczynia sie do
$mierci komorki;

nieprawidtowa ekspresje TNF-a stwierdzono w réznych
chorobach nowotworowych, w tym w raku stercza, jajnika,
watroby i piersi.

(244,254,
255]

IL-6

Plejotropowa cytokina pronowotworowa uwalniana, m.in.
przez monocyty i makrofagi ale ulega ekspresji réwniez
w tkankach nowotworowych (rak ptuca, piersi, jelita
grubego);

za posrednictwem STAT3 zaangazowana w stymulacje
angiogenezy, promocje, proliferacje i zwiekszong
przezywalnos¢ komérek nowotworowych;

wysoki poziom IL-6 koreluje ze ztym rokowaniem u
pacjentéw z chorobg zaawansowang;

cytokina zwigzana z hamowaniem programow
apoptotycznych oraz uwalnianiem reaktywnych form tlenu
i azotu;

stanowi obiecujacy cel terapii.

[244,256-
258]
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IL-1

IL-1a
IL-1B
IL-1ra

Rodzina IL-1 obejmuje wewnatrzkomdrkowego agoniste IL-
la, pozakomdrkowego agoniste IL-1B oraz antagoniste
receptora IL-1 (IL-1ra);

gtéwny mediator alarmowy stanu zapalnego;

dziata wsposdb autokrynny, stymulujgc komorke
nowotworowg do inwazji iproliferacji lub w sposéb
parakrynny wplywajgc na dziatanie komodrek
mikrosrodowiska guza, indukujac ekspresje gendéw
przerzutowych, takich jak metaloproteinazy macierzy
i stymulujagc  uwalnianie biatek angiogennych oraz
czynnikow wzrostu (VEGF, IL-8, IL-6, TNFa, TGFB);

sugeruje sie wykorzystanie IL-1 jako celu terapeutycznego
lub profilaktycznego w wybranych ludzkich nowotworach;
IL-1 dodatnio skorelowana w kilku typach nowotwordw;
pacjenci z wysokim poziomem IL-1 majg zte rokowanie;
IL-1B ijej receptor sg waznymi czynnikami symulujgcymi
przejscie EMT oraz umozliwiajgcymi inhibicje ekspresji p53;
W przypadku IL-1ra wykazano mozliwosé¢ blokowania
produkcji CSF przez fibroblasty, limfocyty imonocyty
w ostrych i przewlektych biataczkach szpikowych, ponadto
sugeruje sie mozliwos¢ blokowania indukowanej przez IL-1
angiogenezy, progresji i metastazy.

[208,259-
261]

TGF-B

Wytwarzany przez neutrofile, makrofagi;

odgrywa istotng role winicjacji iprogresji nowotworu,
w EMT, wspomaga ucieczke immunologiczng, angiogeneze,
hamowanie apoptozy;

dziata jako silny supresor nowotworu w prawidtowych
i przednowotworowych komadrkach poprzez zatrzymanie
cyklu komdrkowego w fazie G1, indukcje apoptozy we
wczesnym  etapie  nowotworzenia lub  autofagie
w niektérych komaérkach nowotworowych;

w pdzniejszych stadiach, gdy komaorki nowotworowe nabyty
mutacje onkogenne i/lub utracity funkcje genu
supresorowego i staty sie oporne na zatrzymanie wzrostu
wywotane przez TGF-B, cytokina ta prowadzi do promocji
guza.

[225,262—
265]

IL-10

Plejotropowa cytokina o dziataniu przeciwzapalnym
i immunostymulujgcym;

wytwarzana przez prawie wszystkie leukocyty oraz liczne
ludzkie komdrki nowotworowe, w tym komérki raka piersi,
nerki, okreznicy, trzustki, czerniaka ztosliwego i nerwiaka
niedojrzatego;

w raku moze wywiera¢ dziatanie pro- lub
przeciwnowotworowe;

[208,261,
266,267]
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zaangazowaha Ww powstrzymanie rozwoju nowotworu,
jednak w zaleznosci od sytuacji w mikrosrodowisku guza
moze ttumi¢ przeciwnowotworowe dziatanie Th1l albo
pronowotworowg aktywnos¢ Th17;

niezbedna do ttumienia  mediatoréw  zapalnych
promujgcych nowotwér, utatwiajgc w ten sposéb wzrost
guza i przerzuty;

liczne badania dotyczg zwiekszenia stezenia IL-10
w mikrosrodowisku guza, aby posredniczyé w regresji
nowotworu, poniewaz zalezna od IL-10 stymulacja
limfocytow T CD8+ indukuje specyficzng dla nowotworu
odpornosc.

IL-12

Syntetyzowana przez makrofagi i komarki dendrytyczne;
spetnia role ochronng przed nowotworem, zapobiega
inicjacji, progresji i procesowi metastazy nowotworu;
zaangazowana w odpornosé przeciwnowotworowa
poprzez aktywacje efektorowej odpowiedzi Thl;

aktywuje cytotoksyczne komérki NK oraz limfocyty T CD8
do produkcji IFN-y iTNF-a kontrolujgc wzrost guza
i przyczyniajac sie do smierci komoérek nowotworowych;
IL-12 ze szlakiem zaleznym od IFN-y moze byc¢ skuteczna
w leczeniu raka ptuca oraz kontrolowac¢ uktad naczyniowy
w czerniaku;

ogodlnoustrojowe podawanie IL-12 jest toksyczne dlatego
poszukuje sie innych drég dostarczenia tej cytokiny lub
aktywacji komérek T przez IL-12.

[268-270]

Chemokiny

Chemokiny CC

Chemokiny iich receptory odgrywajg istotng role
w zapaleniu  zwigzanym z procesem nowotworzenia
(migracja leukocytow do miejsca zapalenia
i mikrosrodowiska guza);

bezposrednio regulujg wzrost guzéw poprzez indukowanie
proliferacji komérek nowotworowych izapobieganie ich
apoptozie: stymulujg szlak MAPK/Erk, co prowadzi do
ekspresji gendéw stymulujgcych wzrost;

wptywajg na ruch komdrek nowotworowych wymagany do
przerzutéw, posrednio modulujg uwalnianie czynnikéw
wzrostu i angiogennych z komodrek nowotworowych
w mikrosrodowisku guza;

promocja przezycia rowniez poprzez obnizenie ekspresji
Bcl-2.

Dziatajg na kilka podgrup leukocytow: monocyty,
eozynofile, komarki dendrytyczne, limfocyty, komorki NK,
ale nie dziatajg na neutrofile.

(262,271~

273]

[208]
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e Dziatajg na neutrofile i limfocyty;
Chemokiny CXC e czesto wydzielane przez nowotwory ludzkie i mysie;
e obecnos¢ motywu ELR na N-koricu chemokiny stanowi [208,272]
zwykle o jej wtasciwosciach angiogennych, mianowicie ELR
(+) sg proangiogenne, a ELR (-) hamujg angiogeneze.
e ELR (+): CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 i CXCL8
e ELR(-): CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11 i CXCL14

e (CXCL12 jest chemoking ELR (-), ale stanowi najsilniejszg
CXCL12 angiogenng chemokine;
e wraz zCXCL8 wzmaga ekspresje VEGF, uruchamiajgc
kaskade dodatniego sprzezenia zwrotnego, w konsekwencji [274,275]
czego VEGF zwieksza produkcje angiogennych chemokin.

e Odpowiedzialne za hamowanie angiogenezy pobudzanej
CXCL4, CXCL10 przez VEGF lub bFGF, hamuja chemotaksje i proliferacje [272]

komorek srédbtonka.

e Proponuje sie wiele podejs¢ przeciwnowotworowych, aby
chemokiny byly celem hamowania  przerzutéw

ccLa1 i angiogenezy, czego przyktadem jest wprowadzenie genu

262,276
ligandu chemokiny CCL21 do komdrek dendrytycznych, [ ]
ktore moga stanowi¢ szczepionke przeciwnowotworowg
wzmachiajagcg odpowiedZ immunologiczng (np. w raku

ptuca).

e Interferony regulujg procesy molekularne, komdrkowe
i fizjologiczne odpowiadajace za reakcje zapalne;

e mogg wptywa¢ na metabolizm iproliferacje komodrek
nowotworowych lub indukowac apoptoze;

IFN e odkryto trzy typy INF: I, 11i IlI; (262,277,

e INFy odgrywa kluczowa role w aktywacji odpornoéci 278]
skierowanej na nowotwodr (funkcja cytostatyczna,
proapoptotyczna, antyproliferacyjna), jednak niektore
doniesienia  wskazujag na jego podwdjng role
w howotworzeniu.

bFGF — podstawowy czynnik wzrostu fibroblastéw, CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii, EMT - przejscie
nabtonkowo-mezenchymalne, Erk - kinaza regulowana szlakiem zewngtrzkomdrkowym,

IL — interleukina, IL-1ra — antagonista receptora IL-1, IFN — interferon, JNK - kinaza biatkowa c-Jun,
MAPK - kinaza biatkowa aktywowana mitogenem, NF-kB — czynnik jgdrowy kappa B, STAT3 -
przetwornik i aktywator transkrypcji, TGF — czynnik wzrostu guza, TNF — czynnik martwicy nowotworu,

Th — komérka T pomocnicza
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2.2. Rola stanu zapalnego w NENs

Przewlekte zapalenie bedgce czynnikiem predysponujgcym do rozwoju wielu cech raka,
okazuje sie krytyczne rdéwniez w przypadku nowotworédw neuroendokrynnych [127].
Ogodlnoustrojowy stan zapalny moze powodowaé¢ nadmierng stymulacje komodrek
neuroendokrynnych doprowadzajgc do hiperplazji itransformacji nowotworowej, jednak
odpowiednia modulacja uktadu odpornosciowego moze stanowié¢ cel terapeutyczny,
a markery zapalne - obiecujgce narzedzie do zastosowania w diagnostyce, przewidywaniu
odpowiedzi na leczenie, atakze jako biomarkery prognostyczne w NENs [127,232]. W tej
kwestii w przypadku LNENs na uwage zastuguje ligand zaprogramowanej smierci 1 (PD-L1,
ang. programmed death ligand-1) [279]. PD-L1 jest biatkiem transbtonowym regulujacym
aktywnos¢ komédrek odpornosciowych, wigzgc sie na ich powierzchni z biatkiem PD-1.
Interakcja PD-L1 i PD-1 hamuje przeciwnowotworowg odpowiedz immunologiczng poprzez
negatywng regulacje komoérek T, poprzez zahamowanie ich proliferacji, aktywacji, produkciji
cytokin, zmiane metabolizmu i funkcji zabdjczych cytotoksycznych limfocytéw T, prowadzac
ostatecznie do Smierci aktywowanych limfocytéw T [280]. W zwigzku z tym blokada szlaku PD-
L1/PD-1 stata sie obiecujgcg terapig antynowotworowg w réznych nowotworach ztosliwych,
rowniez w raku ptuca [279]. Tsuruoka i wsp. [281] badali czestos¢ ekspresji PD-L1 w kazdym
typie guza neuroendokrynnego ptuca, co pozwolito stwierdzi¢ jego obecnos¢ w 10,4%
przypadkéw LCNEC oraz w 5,8% SCNEC, natomiast nie stwierdzono go w rakowiaku oskrzeli.
Galvano i wsp. [282] oceniali natomiast role ogdlnoustrojowych markeréw stanu zapalnego,
NLR, dehydrogenazy mleczanowej (LDH, ang. lactate dehydrogenase), wskaznika stanu
zapalnego zaawansowanego raka ptuca (ALl, ang. advanced lung cancer inflammation index)
oraz immunologicznego wskaznika prognostycznego ptuc (LIPI, ang. lung immune prognostic
index), ktére w momencie diagnozy LNENs mogg miec istotne znaczenie. Wskazano na
dodatnig korelacje NLR, LIPI oraz LDH ze ztym rokowaniem, natomiast niski wskaznik ALI
wskazywat na poprawe ilepsze rokowanie [282]. Niektore badania wskazujg na ekspresje
receptora CXCR4 w LNENSs, szczegdlnie w SCLC, co kojarzone jest ze wzrostem ztosliwosci
nowotworu [283]. Inng chemoking prawdopodobnie istotng w przypadku LNENs jest CXCL12,
zwtaszcza w AC [76]. Przewdd pokarmowy cztowieka stanowi obszar organizmu, w ktdrym
wystepuje najwyzsze stezenie drobnoustrojow [284]. Zaburzona flora bakteryjna gospodarza
jest réwniez czynnikiem w patogenezie i progresji ogdlnoustrojowego stanu zapalnego, a ten

44



z kolei nie jest obojetny w stosunku do komérek neuroendokrynnych licznie wystepujgcych
w przewodzie pokarmowym [284,285]. Rowniez utrata funkcji biatka p53 w przypadku raka
okreznicy stymuluje stan zapalny zalezny od szlaku NF-kB. Mechanizmy te sktadajg sie na
hiperstymulacje lub dysplazje komorek rozproszonego uktadu wydzielania wewnetrznego
w btonie $luzowej przewodu pokarmowego predysponujgc do NENs [286,287]. Badania
w ostatnich latach wykazaty, iz GEP-NETs wystepujg czesciej w warunkach przewlektego
zapalenia, a szczegdlne znaczenie maja dla ich rozwoju TNF-a, IL-6, IL-2, IL-1B oraz TGF-B
[288,289]. Wiele badan dotyczy réwniez polimorfizméw pojedynczych nukleotyddéw dla
poszczegdlnych cytokin, ktére majg znaczenie dla rozwoju, réznicowania okreslonych typow

NETs oraz mogg wskazywac na rokowanie [232].

3.  Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny definiuje sie jako zaburzong réwnowage pomiedzy produkcja
i akumulacjg ROS w komorkach itkankach, a zdolnoscia mechanizméw obronnych do ich
neutralizacji [290]. Wolne rodniki fizjologicznie stanowig produkty uboczne metabolizmu
tlenu, ale w wyniku dziatania wielu czynnikdw srodowiskowych, takich jak promieniowanie
jonizujgce iultrafioletowe (UV, ang. ultraviolet), zanieczyszczenia, metale ciezkie
i ksenobiotyki dochodzi do nasilonej produkcji ROS, co moze prowadzi¢ do uszkodzenia
komorek itkanek [290,291]. Gtdwnymi celami stresu oksydacyjnego sg faricuchy boczne
aminokwaséw w biatkach, podwdjne wigzania w nienasyconych kwasach ttuszczowych (lipidy)
oraz zasady w kwasach nukleinowych (DNA/RNA), a zmiany modyfikacyjne tych czasteczek
mogg predysponowac do mutagenezy i zwiekszac ryzyko choréb krazenia, raka, cukrzycy, czy
choréb metabolicznych [292,293]. Wolne rodniki sg z natury niestabilnymi czasteczkami ze
wzgledu na obecnos¢ niesparowanych elektrondw i pochodzg najczesciej z czgsteczek tlenu,
azotu isiarki [291,293]. ROS obejmujg anionorodnik ponadtlenkowy (02°7), rodnik
hydroksylowy (¢OH), rodnik wodoronadtlenkowy (HO,°), nadtlenek wodoru (H,0;), tlen
singletowy (0,), tlenek azotu (NO), natomiast RNS powstajg w wyniku reakcji NO z O,°*~
z wytworzeniem nadtlenoazotynu (ONOO’), areaktywne formy siarki (RSS, ang. reactive
sulphur species) powstajg z tioli w reakcji z ROS [294,295]. ROS sg zwykle uwalniane jako

produkty uboczne przez mitochondrialny transport elektrondw podczas oddychania
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komodrkowego (90%) lub przez enzymy z klasy oksydoreduktaz (jak oksydaza glukozowa
i ksantynowa) i jako potprodukty reakcji utleniania katalizowanych przez metale [290,296].
02°~ wytwarzany jest w wielu miejscach w mitochondriach na skutek tzw. wycieku elektronéw
z tancucha transportu elektrondw, gtdwnie w miejscach wigzania ubichinonu, wtym np.
w kompleksie I i I, z ktérych  kompleks |  (zredukowany  dinukleotyd
nikotynamidoadeninowy:oksydoreduktaza ubichinonu) generuje rodnik tylko do macierzy
mitochondrialnej, natomiast kompleks Il (ubichinol:oksydoreduktaza cytochromu c) generuje
rodnik ponadtlenkowy zaréwno do macierzy, jak i do przestrzeni miedzybtonowej, skutkujgc
jednoelektronowg redukcjg tlenu [297-299]. Okoto 0,2-2,0% tlenu czgsteczkowego zuzywane
jest przez mitochondria do redukcji aniondéw ponadtlenkowych, ktére sg z kolei
wykorzystywane do wytwarzania innych ROS, np. H203 [300]. H20, natomiast rozktadany jest
przy udziale jonédw metali, takich jak jony zelaza (1) w reakcji Fentona, jony miedzi, cynku, czy
glinu, co prowadzi do powstania rodnika i anionu hydroksylowego [296]. Innymi Zrodtami
endogennej produkcji ROS jest retikulum endoplazmatyczne, peroksysomy ibtona
plazmatyczna [301]. Rodnik hydroksylowy jest najbardziej reaktywny sposrdod wszystkich
rodnikéw, wysoce mobilny i rozpuszczalny w wodzie, ma krétki okres péttrwania, a w kazdej
sekundzie komérka moze wytwarzaé¢ 50 takich rodnikdw w metabolizmie komérkowym
i w warunkach stresowych [291,302]. Co ciekawe, w ciggu dnia kazda komdrka mogtaby
wytworzy¢ 4 miliony rodnikéw hydroksylowych, ktére powodujg uszkodzenia oksydacyjne
sktadnikéw komorkowych znajdujgcych sie mniej niz kilka nanometréw od miejsca ich
powstania [302]. Wytwarzanie wolnych rodnikéw spetnia wiele fizjologicznych i korzystnych
funkcji w organizmie, uczestniczgc w sygnalizacji komdrkowej, apoptozie, ekspresji gendéw
i transporcie jonéw [295]. Wykorzystywane sg do syntezy niektérych struktur komdérkowych
oraz w obronie organizmu przed patogenami [290]. Produkcja i przechowywanie nadtlenku
i tlenku azotu przez fagocyty (neutrofile i makrofagi) wspomaga fagocytoze uczestniczac
w niszczeniu drobnoustrojow chorobotwérczych atakujgcych organizm [290,303]. Wolne
rodniki regulujag wewnetrzne kaskady sygnatowe w niektdrych komérkach (jak fibroblasty,
komorki srodbtonka, komérki miesni gtadkich naczyn, miocyty serca) i indukujg odpowiedz
mitogenng [290,304,305]. Jednym z najpopularniejszych wolnych rodnikéw, ktére dziatajg
jako czagsteczka sygnatowa jest NO, ktdory warunkach fizjologicznych poprzez interakcje
z metalami i innymi wolnymi rodnikami oraz modulowanie aktywnosci biologicznej licznych

biatek dziata jako kluczowy przekaznik komdrkowy i antyoksydant [306]. NO jest wymagany
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do prawidtowej modulacji przeptywu krwi, jest zaangazowany w procesy krzepniecia, ma
kluczowe znaczenie dla prawidtowej aktywnosci neurondw oraz bierze udziat
w niespecyficznej obronie gospodarza, wymaganej do eliminacji wewngatrzkomérkowych
patogendw i komorek nowotworowych [304—306]. Rodnik NO- jest zaleznym od srodbtonka
mediatorem w wazorelaksacji naczyn krwionosnych, w warunkach normalnych wytwarzanym
przez enzym NOS, natomiast w warunkach stresu oksydacyjnego reaguje z rodnikiem O;°~
tworzagc ONOO;, co prowadzi do uszkodzenia Srddbtonka [307,308]. Fizjologicznie NO jest
regulatorem wielu funkcji w ukfadzie sercowo-naczyniowym, nerwowo-miesniowym,
neurologicznym, moczowo-ptciowym, zotgdkowo-jelitowym inerkowym, ma dziatanie
przeciwmiazdzycowe i hamuje aktywacje, agregacje ptytek krwi, chemotaksje leukocytéw oraz
adhezje Srédbtonka [309,310]. Ze wzgledu na wazne funkcje fizjologiczne utrzymywanie
wolnych rodnikdw na umiarkowanym poziomie ma kluczowe znaczenie dla podtrzymania
zdrowia cztowieka [290]. Nadmierne ilosci ROS prowadzg do generacji nadmiernego stresu
oksydacyjnego i m.in. do peroksydacji lipidéw (LPO, ang. lipid peroxidation), czyli do utleniania
lipidébw zawierajgcych podwdjne wigzania wegiel-wegiel, zwtaszcza wielonienasyconych
kwaséw ttuszczowych [302]. Gtownymi produktami tego procesu s3 wodronadtlenki:
propanal, heksanal, najbardziej toksyczny 4-hydroksynonenal (4-HNE, ang. 4-hydroxynonenal)
oraz dialdehyd malonowy (MDA, ang. malondialdehyde), ktory jest najbardziej mutagennym
produktem peroksydacji lipidéw [302]. Ponadto ROS uszkadzajg strukture DNA, reagujgc
z zasadami azotowymi, gtdwnie guaning, w konsekwencji tworzgc 8-hydroksy-2-
deoksyguanozyne (8-OHdG, ang. 8-hydroxy-2-deoxyguanosine) lub 8-okso-7,8-dihydro-2-
deoksyguanozyne (8-oxodG, ang. 8-oxo-7,8-dihydro-2-deoxyguanosine) [311]. ROS
przyczyniajg sie ponadto do modyfikacji biatek poprzez nitrowanie lub chlorowanie
aminokwaséw, co czesto skutkuje zmiang funkcji lub struktury molekut izazwyczaj

zahamowaniem aktywnosci enzymoéw [293].

3.1. Stres oksydacyjny a stan zapalny i nowotworzenie

Podczas stanu zapalnego komorki tuczne ileukocyty sg rekrutowane do miejsca
uszkodzenia i dochodzi do tzw. wybuchu oddechowego w skutek zwiekszonego zuzycia tlenu,
co doprowadza do uwalniania i gromadzenia ROS w miejscu uszkodzenia [312]. Dodatkowo
komorki zapalne uwalniajg pochodne kwasu arachidonowego, cytokiny i chemokiny, ktére
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dziatajg poprzez dalszg rekrutacje komorek zapalnych do miejsca urazu oraz produkcje
bardziej reaktywnych form tlenu [312,313]. Mediatory zmieniajg sygnalizacje komorkowg,
indukujg zmiany czynnikéw transkrypcyjnych (np. NF-kB, STAT3, HIF1-a), dochodzi do indukcji
COX2 indukowanej przez NOS oraz do nieprawidtowe]j ekspresji cytokin i chemokin zapalnych
(np. TNF, IL-1, IL-6, IL-8, CXCR4), co dowodzi ich roli w stanie zapalnym indukowanym stresem
oksydacyjnym [312,314]. ROS uszkadzajgc DNA uczestniczg rowniez w rozwoju raka [315].
Endogenne uszkodzenia DNA s3 genotoksyczne i indukujg mutacje [316]. Gtdwng formg ROS
atakujgca mitochondrialne ijadrowe DNA jest e¢OH, tworzacy hydrolizowane produkty
zasadowe: 8-OHdG i 8-oxodG, szeroko stosowane jako biomarkery stresu oksydacyjnego
i karcynogenezy [317,318]. Wskazane modyfikacje indukujg mutacje typu transwersja
GC-AT, aich nagromadzenie prowadzi do rozwoju raka [317]. Organizm moze bronic sie
przed uszkodzeniami DNA np. poprzez wyciecie okreslonej zasady lub wykorzystanie
antyoksydantéw [290]. Mimo iz wszystkie zywe komorki majg szeroki zakres mechanizmow
naprawy DNA, to ich enzymatyczny system naprawy nie zawsze jest wystarczajgco wydajny,
by doprowadzi¢ do catkowitego usuniecia wszystkich modyfikacji DNA [315,319]. Ryzyko ztej
naprawy DNA wzrasta wraz z liczbg uszkodzen oksydacyjnych wystepujgcych w DNA, ate
z kolei wzrastajg wraz ze starzeniem sie komdrki [320]. Konsekwencje oksydacyjnego
uszkodzenia DNA obejmujg nieprawidtowosci chromosomalne, hamowanie replikacji DNA
oraz cytotoksycznos$é, a nienaprawiony prawidtowo DNA réwniez stanowi ryzyko dla komérek,
ze wzgledu na zmiane informacji genetycznej prowadzacg do mutagenezy iapoptozy
[318,321,322]. Oprécz oksydacyjnych uszkodzen spowodowanych bezposrednim atakiem
wolnych rodnikow na DNA, mozna spodziewac sie rowniez posredniego wptywu wolnych
rodnikdw na materiat genetyczny poprzez ich reakcje z innymi biomolekutami komérkowymi,
np. lipidami [315]. Produkty LPO rowniez majg charakter rakotwadrczy i cytotoksyczny, np.
MDA reaguje z zasadami guaniny tworzgc addukty [323]. Palenie tytoniu, zanieczyszczenie
sSrodowiska, przewlekly stan zapalny, ale réwniez stres oksydacyjny wynikajgcy ze stylu zycia
(np. zwiekszona podaz ttuszczow w diecie indukuje nasilenie LPO) odgrywajg wazng role

w rozwoju raka, a takze w wyzszej Smiertelnosci z powodu nowotwordéw [290].
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3.2. Mechanizmy antyoksydacyjne

3.2.1. Enzymatyczne mechanizmy antyoksydacyjne

W celu ochrony przed uszkodzeniami oksydacyjnymi komérki wykorzystujg endogenny
system antyoksydacyjny oparty przede wszystkim na sktadnikach enzymatycznych, takich jak
dysmutazy ponadtlenkowe (SODs, ang. superoxide dismutases), katalaza (CAT, ang. catalase)
i peroksydazy glutationowe (GPxs, ang. glutathione peroxidases) [290].

SODs sg metaloenzymami, ktére stanowig pierwszg linie obrony przed ROS [324].
Mozna je podzieli¢ na cztery grupy, mianowicie: miedziowo-cynkowa SOD (Cu/Zn-SOD),
zelazowa SOD (Fe-SOD), manganowa SOD (Mn-SOD) oraz niklowa SOD (Ni-SOD) [325]. Sg one
nierownomiernie rozmieszczone we wszystkich organizmach zywych i wystepujg w réznych
przedziatach subkomodrkowych [326]. Organizmy eukariotyczne syntetyzujg Cu/Zn-SOD
w cytoplazmie  (SOD-1) izewngtrzkomérkowo (SOD-3) oraz Mn-SOD (SOD-2)
w mitochondriach [327]. SODs wydajnie katalizujg reakcje dysmutacji 0;*~ do nadtlenku
wodoru itlenu czgsteczkowego, tym samym obnizajgc poziom ponadtlenku, ktory przy
nadmiernym stezeniu uszkadza komorki [328]. Reakcji dysmutacji towarzyszy naprzemienna
reakcja utleniania-redukcji jonéw metali obecnych w miejscu aktywnym SOD [325].
W komadrkach nowotworowych zauwazono zmniejszong aktywnos$¢ Cu/Zn-SOD oraz Mn-SOD,
anormalizacja ich poziomu prowadzita nawet do odwrdcenia fenotypu komorki
nowotworowej [325].

CAT jest enzymem wystepujgcym m.in. w peroksysomach, w cytozolu erytrocytow,
w mitochondriach, czy hepatocytach. Enzym ten wykorzystuje zelazo lub mangan jako
kofaktor i katalizuje reakcje eliminacji H,02 [329,330]. Szybko$¢ obrotu CAT jest najwyzsza
sposrad wszystkich innych enzymow antyoksydacyjnych, jest ona w stanie roztozy¢ miliony
czasteczek H,0; w ciggu sekundy [303,330].

GPxs nalezg do selenobiatek, a ich gtéwna funkcja obejmuje redukcje H,0, do wody
oraz redukcje nadtlenkéw lipidéw do odpowiadajacych im alkoholi [330,331]. U kregowcow
wyroznia sie 8 podtypdw GPx: 1-8, z czego wszechobecnie wystepujgcym jest GPx1 znajdujgcy
sie w cytozolu wiekszosci komdrek, réwniez krwinek czerwonych [331]. Uwaza sie go za
gtéwny enzym przeciwutleniajgcy, hamujacy réwniez LPO, a jego niska aktywnos¢ prowadzi
do uszkodzen oksydacyjnych biatek funkcjonalnych i kwaséw ttuszczowych btony komorkowej
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[332]. Co wazine, GPx katalizuje redukcje H;0, inadtlenkdw organicznych z udziatem
zredukowanego glutationu (GSH, ang. reduced glutathione) iw ten sposdb chroni lipidy
btonowe i hemoglobine przed utlenianiem oraz bierze udziat w detoksykacji ksenobiotykdow

[333].

3.2.2. Nieenzymatyczne mechanizmy antyoksydacyjne

Nadmiar ROS jest rownowazony rowniez dziataniem przeciwutleniajgcym
nieenzymatycznych antyoksydantéw egzogennych, do ktérych nalezg witamina C, A oraz E,
karotenoidy, czy flawonoidy, oraz antyoksydanty endogenne, jak melatonina, glutation, kwas
moczowy, czy albumina [316,334]. Rolg przeciwutleniaczy jest neutralizacja wolnych rodnikow
przez przekazanie elektrondw, przez co antyoksydanty stajg sie nowymi wolnymi rodnikami,
ale mniej reaktywnymi niz pierwotne ROS. Moga one oddziatywaé bezposrednio z ROS
tworzgc stabilne kompleksy lub kompleksy o mniejszej inwazyjnosci lub petnig funkcje

kosubstratu w katalitycznym dziataniu niektérych enzymow [335].

3.3. Melatonina

Liczne badania in vivo oraz in vitro wykazaty zdolno$¢ zaréwno fizjologicznych, jak
i farmakologicznych stezen melatoniny w ochronie biomolekut przed uszkodzeniami
wywotanymi przez wolne rodniki [336]. Melatonina (MEL, ang. melatonin), inaczej N-acetylo-
5-metoksytryptamina, jest pochodng tryptofanu wytwarzang u kregowcow gidwnie
w szyszynce w odpowiedzi na brak Swiatta niebieskiego (dtugosc¢ fali 458-484 nm) [336,337].
Niezaleznie od trybu zycia danego gatunku jest uwalniana rytmicznie przez pinealocyty
szyszynki i bierze udziat w regulacji rytmow okotodobowych i sezonowych [338]. Obecnie
synteza MEL zostata zidentyfikowana takze w tkankach pozaszyszynkowych, m.in.
w siatkdwce oka, btonie Sluzowej jelita, nabtonku drog oddechowych, watrobie, nerkach,
nadnerczach, grasicy, tarczycy, trzustce, jajniku, tozysku i endometrium, a takze w komdrkach
innych niz neuroendokrynne, jak komarki tuczne, komaorki NK, eozynofile, ptytki krwi i komarki
srodbtonka [339]. Synteza iwydzielanie MEL s3 kontrolowane przez ,nadrzedny zegar
biologiczny” zlokalizowany w jadrze nadskrzyzowaniowym (SCN, ang. suprachiasmatic
nucleus) w podwzgorzu, a poziom tego hormonu spada w ciggu dnia, a wzrasta w nocy [340].
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Podwyzszony nocny poziom melatoniny we krwi uczestniczy w szlakach sygnatowych
wptywajgcych na funkcjonowanie komérek i narzgdow organizmu. Wykazano, ze zaburzenia
naturalnego rytmu dobowego, jak uzywanie sztucznego $wiatta, monitoréw ekranéw w nocy,
a takze praca zmianowa mogg zaburzy¢ rytmy dobowe i produkcje melatoniny, przyczyniajgc
sie do rozwoju, promocji i progresji nowotworow [341,342]. MEL nalezy do grupy indoloamin,
ktorej bogaty w elektrony uktad aromatyczny oraz grupy funkcyjne nie tylko stanowig
o swoistosci wigzania receptora, ale takze decyduja o jej wtasciwosciach przeciwutleniajgcych
oraz nadajg czgsteczce charakter amfifilowy pozwalajac jej na przedostawanie sie do wnetrza
komorki, do réinych przedziatéw komdrkowych iptyndw ustrojowych [343]. Funkcja
antyoksydacyjna MEL obejmuje bezposrednig neutralizacje wolnych rodnikow, wtym
zaréwno ROS, jak i RNS, posrednig stymulacje enzymdw antyoksydacyjnych, zwiekszanie
wydajnosci mitochondrialnego tancucha transportu elektronéw i zmniejszanie w ten sposéb
wycieku elektrondéw, a takze zwiekszanie skutecznosci innych antyoksydantéw, np. poprzez
stymulacje syntezy GSH [336]. MEL jest silniejszym antyoksydantem niz witamina E czy C
i posiada zdolnos¢ do neutralizacji wysoce toksycznego rodnika hydroksylowego [336,344].
W warunkach silnego stresu oksydacyjnego jest metabolizowana przez degradacje
enzymatyczng lub reakcje z wolnymi rodnikami tworzac wiele metabolitéw, takich jak 6-
hydroksymelatonina, 2-hydroksymelatonina, 4-hydroksymelatonina, N1-acetylo-N2-formylo-
5-metoksykynuramina (AFMK), N-acetylo-5-metoksykynuramina (AMK) oraz cykliczna 3-
hydroksymelatonina [345]. Dowiedziono, ze metabolity MEL majg rowniez dziatanie
przeciwutleniajgce, co pozwala na zapewnienie dtugoterminowej ochrony przed
konsekwencjami stresu oksydacyjnego [346]. Wedtug doniesien, szlak przeksztatcenia MEL
w AFMK wigze sie z inaktywacjg nawet 10 czgsteczek ROS lub RNS [346]. Niektdre metabolity
majg nawet silniejsze dziatanie antyoksydacyjne niz MEL, wykazujgc silniejsze zdolnosci
wychwytu ROS i zapobiegania utlenianiu biatek [347]. Wszystkie te dziatania sktadajace sie na
funkcje przeciwutleniajgce melatoniny wskazujg, iz moze ona by¢ dobrym kandydatem do
zapobiegania ileczenia roznych typdw nowotwordw, m.in. raka piersi, stercza, zotgdka,
trzustki, jelita grubego czy ptuca [348]. Wtasciwosci onkostatyczne MEL wigzg sie nie tylko z jej
dziataniem antyoksydacyjnym, ale réwniez z hamujgcg funkcjg na wewnatrzkomorkowe
biatko regulatorowe — kalmoduline (CaM, ang. calmodulin/calcium modulated protein),
a takze zwptywem MEL na komorki docelowe przez receptory jagdrowe oraz btonowe

receptory melatoninowe M1 i M2 [338]. Receptory M1 i M2 nalezg do rodziny receptorow
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sprzezonych z biatkiem G, po przytaczeniu liganda dochodzi do zahamowania aktywnosci
cyklazy adenylanowej, a co za tym idzie do obnizenia poziomu cyklicznego adenozyno-3’,5'-
monofosforanu (cCAMP), a takze do zmniejszenia wychwytu kwasu linolowego, co uwazane
jest za mechanizm dziatania antyproliferacyjnego MEL [341,348]. Melatonina moze wywierac
swoje funkcje réwniez poprzez grupe receptoréw jagdrowych: retinoidowe receptory sieroce
(RORs, ang. retinoid orphan receptors) oraz retinoidowe receptory z (RZRs, ang. retinoid
z receptors) [349]. Wyjasniono biologiczne mechanizmy dziatania MEL w powigzaniu ze
szlakiem RZR/RORy w ludzkich komodrkach raka zotgdka SGC-7901 w warunkach
niedotlenienia [350]. Badania Wang i wsp. [351] sugerujg, ze MEL zmniejsza akumulacje HIF-
la i wytwarzanie VEGF poprzez hamowanie jadrowego receptora melatoniny RZR/RORy
w komoérkach SGC-7901 raka zotadka w warunkach niedotlenienia, co moze mie¢ ogromne
znaczenie w antyangiogenezie idziataniu hamujgcym wzrost komoérek raka Zzoftgdka za
posrednictwem MEL. W toku badan wykazano, ze MEL wigze sie rowniez z receptorem CaM,
zmniejszajac wrazliwos¢ cyklazy adenylanowej i obnizajac poziom cAMP, czego efektem jest
ostabienie fosforylacji itransaktywacji czynnikdw transkrypcyjnych, np. receptora
estrogenowego (ER-a, ang. estrogen receptor) [352]. Wykazano bowiem, iz MEL hamuje
proliferacje ludzkich komodrek raka piersi z ekspresjg ER-a [353]. MEL indukuje rowniez
apoptoze w komédrkach nowotworowych poprzez hamowanie szlaku sygnatowego kinazy
biatkowej zaleznej od wapnia i CaM [354]. Ponadto MEL wywiera dziatanie przeciwzapalne,
zmniejszajgc poziom TNF-a, IL-2 i IFN-y oraz zwiekszajac stezenie IL-4, IL-10 i IL-27 [355]. Ze
wzgledu na regulacyjny wptyw MEL na mechanizmy kontrolujagce nowotwér w réznych jego
stadiach, zaczeto rozwazac jej wykorzystanie jako Srodka wspomagajgcego w terapiach
przeciwnowotworowych, wzmacniajacego efekty terapeutyczne izmniejszajgcego skutki

uboczne chemioterapii lub radioterapii [345,356].
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4.  Endokrynna funkcja tkanki ttuszczowej

4.1. Tkanka ttuszczowa

Tkanka ttuszczowa to tkanka tgczna stanowigca przede wszystkim rezerwuar energii
magazynowanej w postaci triacylogliceroli [357]. Obecnie wiadomo, ze nie stanowi ona
wytgcznie magazynu energetycznego, ale petni réwniez funkcje endokrynng syntetyzujgc
i uwalniajgc  szereg aktywnych zwigzkdw zwanych adipokinami, uczestniczacych
w przemianach metabolicznych oraz reakcjach odpornosciowych organizmu [357,358].
Tkanka ttuszczowa sktada sie zmacierzystych komoérek ttuszczowych (komorek
prekursorowych — preadipocytéw), adipocytow (komdrek magazynujgcych ttuszcz), a takze
z innych typédw komérek okreslanych jako zrab tgcznotkankowy (komarki scienne, srodbtonka,
perycyty, neurony) [357,359]. U cztowieka wystepuje przede wszystkim biata (WAT, ang. white
adipose tissue) i bragzowa (BAT, ang. brown adipose tissue) tkanka ttuszczowa, ktére rézniq sie
morfologia oraz funkcjg adipocytéw [360]. Wyrdznia sie réwniez tkanke ttuszczowg bezowa,
jako forme posrednig miedzy WAT i BAT oraz r6zowa, ktorej rolg jest produkcja i wydzielanie
mleka [360,361]. WAT odpowiada giéwnie za magazynowanie energii, natomiast BAT za
termogeneze, czyli wytwarzanie ciepta dzieki rozpraszaniu energii [362]. BAT wystepuje
w okresie noworodkowym, ale ostatnie doniesienia wskazujg réwniez na jej wystepowanie
w wieku dorostym izasugerowano nawet, Ze jest zmniejszona pod wzgledem masy
i aktywnosci u pacjentdw otytych ichorych na cukrzyce [363-365]. Stanowi wysoce
oksydacyjng tkanke zawierajgcg komorki z licznymi mitochondriami, ktére odpowiadajg za
utlenianie kwaséw ttuszczowych i wytwarzanie ciepta poprzez dziatanie rozprzegajace biatka
termogeniny (UCP1, ang. uncoupling protein 1) [358]. WAT zlokalizowana jest podskdrnie,
dzieki czemu odgrywa wazing role w utrzymaniu odpowiedniej temperatury ciata oraz
okototrzewnie, zapewniajgc ochrone mechaniczng, jak tagodzenie wptywu wstrzagsow
i urazow [357,366]. Dzieki zdolnosci gromadzenia energii ijej dostarczania organizmowi
w razie potrzeby petni najwazniejszy uktad buforujgcy bilans lipidow [367]. Tkanka ttuszczowa
okotonaczyniowa (PVAT, ang. perivascular adipose tissue) wydzielajgca substancje auto- lub

parakrynne wptywa na ukfad naczyniowy [368]. Dwukierunkowe dziatanie uwalnianych
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adipokin (pro- lub przeciwzapalne), czy funkcje regulatoréw napiecia modulujg wtasciwosci

wazoaktywne.

4.2. Otytos¢

W ciggu ostatnich 40 lat otytos¢ stata sie powainym problemem zdrowotnym
i globalng epidemia [369]. WHO definiuje nadwage i otytos¢ jako nadmierne i nieprawidtowe
nagromadzenie tkanki ttuszczowej, ktore wiaze sie z niekorzystnym wptywem na stan zdrowia
cztowieka [370]. Jest to heterogenny stan, zwigzany zinterakcjami genetycznymi,
sSrodowiskowymi, metabolicznymi, i behawioralnymi, wynikajgcymi ze stylu zycia, ktore
przyczyniajg sie do chronicznego braku réwnowagi pomiedzy poborem, a wydatkowaniem
energii [371,372]. Stan ten wywotuje powazne obcigzenie chorobami przewlektymi oraz
niepetnosprawnoscia, co réwniez stwarza problemy natury spotecznej i psychologicznej, ktore
dotykajg kazdej grupy wiekowej [373]. Do metod pomiaru stopnia otytosci zalicza sie metody
antropometryczne (pomiar fatdow skorno-ttuszczowych, stosunek obwodu talii do bioder),
metody densytometryczne, metody wykorzystujgce CT, MRI lub dwuwigzkowa
absorpcjometrie rentgenowska, a takze analize pomiaréw impedancji bioelektrycznej ciata,
jednak najtatwiejszym do obliczen, niedrogim oraz powszechnie stosowanym w badaniach
epidemiologicznych jest wskaznik masy ciata (BMI, ang. body mass index) [374,375]. BMI jest
prostym wskaznikiem wykorzystujgcym mase ciata i wzrost osoby dorostej w celu oszacowania
zawartosci tkanki ttuszczowej u kobiet i mezczyzn w kazdym wieku [376]. Oblicza sie go na

podstawie wzoru matematycznego na Rycinie 2 [377].

__ masa ciata (kg)

BMI =

wzrost? (m)?

Ryc. 2. Wzér do wyznaczenia wskaznika masy ciata BMI

Na podstawie BMI wyrdznia sie nastepujace kategorie: znaczna niedowaga <16,5 kg/m?,
niedowaga 16,5-18,4 kg/m?, prawidtowa waga 18,5-24,9 kg/m?, nadwaga 25,0-29,9 kg/m?,
otytoé¢ 30,0-39,9 kg/m? oraz otyto$¢ olbrzymia >40 kg/m? [377]. BMI definiuje nadwage
i otytos¢ w oparciu o dane statystyczne, jest powszechnie stosowany jako czynnik ryzyka

rozwoju lub wystepowania wielu problemdw zdrowotnych, szczegdlnie cukrzycy, chordb serca
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i zespotu metabolicznego (MetS, ang. metabolic syndrome) [378]. Jest przydatny w badaniach
populacyjnych, ale nie sprawdza sie jako wskaznik procentowej zawartosci tkanki ttuszczowe;j
oraz jej rozmieszczenia w réznych miejscach ciata [376]. Podczas wyznaczania BMI nie
uwzglednia sie takich czynnikéw jak wiek, pteé, struktura kosci oraz nie réznicuje sie masy ciata
zwigzanej z iloscig tkanki ttuszczowej lub z iloscig masy miesniowej, co czyni go niedoktadnym
[379,380]. Na podstawie BMI nie mozna okresli¢ wystepowania tzw. otytosci brzusznej, czyli
nadmiernej ilosci okototrzewnej tkanki ttuszczowej, ktérej wystepowanie jest korelowane
z wysokim ryzykiem rozwoju wielu chorob metabolicznych [381]. Otytos¢ brzuszna u
Europejczykow definiowana jest jako obwdd pasa 294 cm u mezczyzn oraz 280 cm u kobiet
[382]. Osoba z prawidtowym BMI moze miec otytos¢ brzuszng iwysoki procent tkanki
ttuszczowej, natomiast osoby z rozbudowang tkankg miesniowg mogg mie¢ wysokie BMI,
a niski procent tkanki ttuszczowej [380]. Dlatego tez problem stanowi okreslenie, czy
w przypadku spadku masy ciata wynika on ze zmniejszenia masy miesniowej, czy tkanki
ttuszczowej [380]. W przypadku otytosci tkanka ttuszczowa zwieksza sie poprzez hipertrofie,
czyli wzrost objetosci adipocytow i/lub hiperplazje, czyli wzrost liczby adipocytow, ktéra

w przeciwienstwie do hipertrofii jest procesem nieodwracalnym [383].

4.3. Stan zapalny w otytosci

Tkanka tfuszczowa, a przede wszystkim WAT jest dynamiczna metabolicznie i uwalnia
wiele bioaktywnych peptyddow, okreslanych jako adipocytokiny lub adipokiny o dziataniu
zaréwno miejscowym, jak i ogolnoustrojowym [384]. Jej plejotropowy charakter opiera sie na
uwalnianiu licznych hormonow, czynnikdw wzrostu, chemokin, cytokin, adipokin, czynnikow
uktadu dopetniacza ibiatek macierzy, ktére dzieki wystepujgcym w tkance ttuszczowej
receptorom petnig funkcje w regulacji przyjmowania pokarmow, wydatkowania energii,
utrzymania homeostazy metabolizmu, cisnienia krwi oraz odpornosci [385,386]. Nadmierna
podaz makrosktadnikdw wzmaga uwalnianie mediatoréow stanu zapalnego, co dodatnio
koreluje z licznymi powikfaniami, jak insulinoopornos¢ (IR, ang. insulin resistance), choroby
uktadu krazenia, MetS, niealkoholowe sttuszczenie watroby, czy niektdre rodzaje raka
[387,388]. Zaburzona rownowaga w wydzielaniu adipokin pro- i przeciwzapalnych
spowodowana rozrostem tkanki ttuszczowej w przebiegu otytosci odpowiedzialna jest za
toczace sie w tkance ttuszczowej chroniczne zapalenie, okreslane jako zapalenie niskiego
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stopnia [389]. Do adipokin prozapalnych uwalnianych nadmiernie przez tkanke ttuszczowa
w otytosci, a ktérych stezenie ulega obnizeniu podczas ograniczenia podazy kalorii, nalezg
m.in. TNF-q, IL-1, IL-6, inhibitor aktywatora plazminogenu (PAI-1, ang. plasminogen activator
inhibitor), biatko chemotaktyczne monocytéw 1 (MCP-1, ang. monocyte chemotactic protein
1), biatko C-reaktywne (CRP, ang. C-reactive protein), ICAM, rezystyna, wisfatyna, leptyna oraz
hormony ptciowe [383,390-392]. Odpowiadajg one za regulacje proliferacji i apoptozy
adipocytéw, promuja lipolize i hamujg synteze lipiddw, zmniejszajac stezenie lipidow poprzez
mechanizmy para- i autokrynne [392]. W wyniku nadmiernej ilosci tkanki ttuszczowej dochodzi
natomiast do obnizenia syntezy iuwalniania czynnikdw przeciwzapalnych, takich jak
adiponektyna, omentyna, rozpuszczalne biatko hamujace droge przekazu sygnatu Wnt (SFRP5,
ang. soluble frizzled-related protein 5), antagonista receptora IL-1 oraz interleukiny IL-4, IL-10,
czy IL-13 [391,393]. Wraz ze wzrostem masy ciata zwieksza sie liczba eozynofilii oraz zachodza
zmiany w populacji limfocytéw T, tzn. zmniejsza sie populacja Treg, a wzrasta liczba
limfocytow T CD4+, wydzielajacych IFN-y, a takze limfocytdw pomocniczych Thl i limfocytow
T CD8+, roznicujgcych rezydujgce makrofagi do fenotypu klasycznie aktywowanego lub
fenotypu makrofaga M1 [394-398]. W wyniku rekrutacji monocytéw krwi obwodowej, ktore
reaguja na chemokiny (CCL2, CXCL5), dochodzi do wzrostu liczby makrofagéw w tkance
ttuszczowe] [399]. Po dalszej ekspansji cytokiny prozapalne (np. IL-6, IL-18, TNF-a) oraz
adipokiny, takie jak leptyna i rezystyna, promujg srodowisko prozapalne i przyczyniajg sie do
zaburzen metabolicznych [393]. Leptyna iadiponektyna sg najobficiej uwalniane przez
adipocyty i prawdopodobnie najlepiej zbadane wsrdd pozostatych adipokin pod wzgledem ich

udziatu w procesach nowotworzenia [400].

4.4. Adipokiny

4.4.1. Wybrane adipokiny prozapalne

Leptyna to niewielki peptyd (16 kD) odkryty w 1994 roku [357,401]. Jest hormonem
syntetyzowanym przez WAT, a gen kodujacy to biatko (LEP/ob) znajduje sie na chromosomie
7931.3 [402]. Leptyna jest uwazana za cytokine prozapalna, strukturalnie ifunkcjonalnie
wykazujgca podobienstwo do rodziny cytokin IL-6 [357]. Leptyna wydzielana jest gtéwnie
przez adipocyty wprost proporcjonalnie do ilosci tkanki ttuszczowej i poznana byta jako
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»hormon sytosci” [403]. Krazy w osoczu zwigzana z biatkami i na drodze dyfuzji wnika do OUN,
powodujgc uczucie sytosci, dzieki czemu reguluje rownowage pomiedzy przyjmowaniem
pokarmu, a wydatkiem energetycznym [404,405]. Hamuje lipogeneze istymuluje lipolize,
zmniejszajgc poziom lipidow w miesniach szkieletowych, watrobie i komdrkach beta trzustki,
co poprawia wrazliwos¢ na insuline [401]. W przypadku otytosci dochodzi do znacznego
wzrostu stezenia leptyny, ajednoczesnie do zmniejszenia jej dziatania anoreksogennego
i stymulujacego utrate masy ciata, co wiaze sie z wyksztatceniem mechanizmu opornosci na
ten hormon [366]. Stezenie leptyny w tkance ttuszczowej i osoczu krwi zalezy od ilosci tkanki
ttuszczowej oraz od bilansu energetycznego, dlatego tez jej poziom jest wyzszy u oséb otytych
i wzrasta przy nadmiernej podazy kalorii, natomiast gtodzenie powoduje spadek jej stezenia
[406]. Leptyna jest wytwarzana przede wszystkim w podskdérnej tkance ttuszczowej, a jej
stezenie zwieksza sie nie tylko wotylosci, ale rowniez wwyniku dziatania
glikokortykosteroidow, w przebiegu ostrej infekcji i pod wptywem cytokin prozapalnych,
podczas gdy jej wydzielanie hamowane jest przez ekspozycje na zimno, stymulacje
adrenergiczng, przez dziatanie hormonu wzrostu i hormondéw tarczycy, melatonine, a takze
palenie tytoniu itiazolidynodiony, nalezgce do lekéw przeciwcukrzycowych [357,385,407].
Leptyna w stanie zapalnym wzmaga funkcje fagocytarng makrofagdw oraz wytwarzanie
cytokin prozapalnych IL-6, IL-12, IL-18 iTNFa, chemokin IL-8, CCL2/MCP-1, a takze
mediatorow zapalnych: prostaglandyn, leukotrienéw cysteinylowych, czy leukotrienu B4
[393]. Podczas jej przyjmowania zwieksza sie stezenie CRP we krwi, co stanowi kolejny dowdd
jej dziatania prozapalnego [401]. Leptyna moze réwniez indukowaé wytwarzanie ROS
w makrofagach, neutrofilach i komodrkach srédbtonka oraz nasila¢ indukowang przez IFNy
ekspresje NOS [393,408]. Dtuga forma receptora leptyny syntetyzowana jest przez wiele
komodrek odpornosciowych iinicjuje wewnatrzkomdrkowa sygnalizacje w celu aktywaciji
kinazy tyrozynowej Jak2, utajonego czynnika transkrypcyjnego STAT3, szlakéw MAPK, Erk1/2
(ang. extracellular signal-regulated kinase) i PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinases), ktére
aktywujg wrodzong odpowiedZ immunologiczng i stanowig szlaki sygnatowe krytyczne dla
przezycia, proliferacji irdznicowania komérek [393,400,409]. Krétkie izoformy receptora
aktywuja biatko MAPK z niewielkim efektem przy aktywacji STAT, jednak obydwie formy sa
obecne w chorobach nieztosliwych oraz raku [400]. Ponadto leptyna wigze sie z receptorami
transbtonowymi w komdrkach raka zotadka, okreznicy, estrogenozaleznego raka piersi,

niewrazliwego na androgeny raka stercza, atakze raka komoérek tarczycy, wywotujac
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angiogeneze, proliferacje, migracje iinwazje komodrek nowotworowych oraz inhibicje
apoptozy [405].

Wisfatyna jest wielofunkcyjnym biatkiem o masie 52 kD [410]. Jest znana réwniez jako
czynnik stymulujacy kolonie komadrek pre-B (PBEF, ang. pre-B-cell colony-enhancing factor),
uwalniany przez limfocyty i wptywajacy na ich dojrzewanie oraz regulacje stanu zapalnego
[411]. Nazywana rowniez NAMPT (fosforybozylotransferaza nikotynamidu), ze wzgledu na
funkcje enzymu biorgcego udziat w biosyntezie dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NAD*) z nikotynamidu [412]. Wytwarzana jest w ludzkich leukocytach itkance ttuszczowej
trzewnej, w ludzkich izwierzecych hepatocytach, tkance miesniowej oraz w zwierzecych
adipocytach, nerkach isercu [413]. Dane literaturowe wskazuja, ze gtéwnym miejscem
wydzielania wisfatyny sg makrofagi, a nie adipocyty tkanki ttuszczowej [413]. Jej stezenie jest
zwiekszone u 0soéb z otytoscig brzuszng oraz cukrzycg typu 2 [414]. Adipokina ta zwieksza
wptyw IL-7 i czynnika komdrek macierzystych (SCF, ang. stem cell factor) na tworzenie kolonii
komérek pre-B iwydaje sie by¢ mediatorem stanu zapalnego [412]. Wykazano, ze
rekombinowana wisfatyna indukuje w ludzkich monocytach produkcje prozapalnych cytokin,
w tym IL-1B, IL-6 i TNF-a, atakze cytokin przeciwzapalnych, takich jak IL-10 iantagonista
receptora IL-1 [412]. Zrédfa podajg réwniez, ze wisfatyna moze by¢ syntetyzowana i uwalniana
przez neutrofile w odpowiedzi na reakcje zapalng, wykazujac funkcje inhibitora apoptozy
i przyczyniajac sie do przedtuzenia czasu zycia neutrofili np. w przebiegu sepsy [412,415].
Stezenie wisfatyny jest podwyzszone w posocznicy, chorobie zapalnej jelit, czy ostrym
uszkodzeniu ptuc [416]. Jej obecnos¢ wykryto rowniez w guzach i osoczu pacjentéw z réznymi
typami nowotwordw, co moze wskazywac na jej kliniczne znaczenie w progresji nowotworu,
na jej korelacje ze stadium guza oraz procesem metastazy [411].

Rezystyna jest biatkiem o masie czgsteczkowej 12,5 kDa i strukturze podobnej do
cytokin [417]. U ludzi rezystyna jest wytwarzana gtdwnie przez jednojadrzaste komorki krwi
obwodowej, makrofagi i komaorki szpiku [418]. Kwestia uwalniania rezystyny przez adipocyty
jest sporna. Moze by¢ uwalniana przez preadipocyty, natomiast dojrzate adipocyty mogg nie
posiadac takiej zdolnosci [418,419]. Dowiedziono, ze u pacjentéw otytych ichorych na
cukrzyce stezenie rezystyny w surowicy jest znacznie podwyzszone [420,421]. Podobnie,
zwiekszona ekspresja rezystyny zostata skorelowana z markerami stanu zapalnego,
z patogenezg choroby wiencowej, czy innych choréb sercowo-naczyniowych [418,422].

Produkcja rezystyny zachodzi réwniez podczas rdznicowania monocytéw i makrofagdéw [423].
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Adipokina ta promuje fenotyp prozapalny podobny do M1 w makrofagach [424]. Wzrostowi
masy tkanki ttuszczowej u ludzi moze towarzyszy¢ naciek makrofagdw i monocytéw, ktore
uwalniajg rezystyne, przez co moga oddziatywaé na wiele typdéw komoérek i tkanek [419,425].
Hormon ten odgrywa role w regulacji ekspresji czgsteczek adhezyjnych i czynnikdw wzrostu,
co skutkuje wzmozong angiogenezg i promocjg nowotworzenia [423]. Co wiecej, ludzka
rezystyna promuje réwniez wytwarzanie licznych czgsteczek zapalnych, takich jak VCAM-1,
ICAM-1 i MCP-1, atakze dodatkowo aktywuje szlak sygnatowy p38 MAPK, ktory uposledza
sygnalizacje insuliny i zaburza odpowiedz na stres oksydacyjny i proliferacje komorek [426].
Rezystyna sprzyja wydzielaniu TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 i1L-12, generuje ROS i hamuje NOS
[427,428]. Badania wykazaty, iz jej poziom wzrasta w nowotworach, jednak wzrost ten moze
by¢ niezalezny od wystepowania otytosci i moze korelowaé ze zwiekszonym ryzykiem

progresji, angiogenezy i przerzutow w roznych typach nowotworu [426].

4.4.2. Wybrane adipokiny przeciwzapalne

Adiponektyna zostata odkryta w 1995 roku, a gen kodujacy to biatko usytuowany
w locus 3927, zidentyfikowano réwniez jako gen podatnosci na cukrzyce typu 2 i MetS [429—-
431]. Adiponektyna uwalniana jest gtownie przez adipocyty WAT imoze wystepowac
w ludzkiej surowicy w kilku formach, mianowicie w postaci biatka petnej dtugosci (fAd, ang.
full-length adiponectin) oraz w postaci frakcji, roznigcych sie masg czgsteczkowsa, takich jak
posta¢ trimeryczna o niskiej masie czgsteczkowej (LMW, ang. low molecular weight),
heksameryczna o $redniej masie czasteczkowej (MMW, ang. middle molecular weight) oraz
frakcja wysokoczgsteczkowa (HMW, ang. high molecular weight), sktadajgca sie z 10-18
czasteczek adiponektyny, lub tez jako fragment adiponektyny zawierajgcy globularng domene
(gAd, ang. globular adiponectin) [431-433]. W dziataniu adiponektyny posrednicza receptory
AdipoR1 i AdipoR2, ktére aktywujg AMPK (ang. 5’AMP-activated protein kinase) w komadrkach
i tkankach uktadu odpornosciowego [434]. U ludzi wystepuje ujemna korelacja miedzy
adiponektyng a masg tkanki tluszczowej, co oznacza, Ze jej stezenie jest odwrotnie
proporcjonalne do BMI i otytosci trzewnej [435]. Koreluje ujemnie rowniez z glikemig na czczo,
stezeniem trojglicerydéw, lipoprotein o niskiej gestosci (LDL, ang. low-density lipoprotein)
i CRP, natomiast dodatnio ze stezeniem lipoproteiny o wysokiej gestosci (HDL, ang. high-
density lipoprotein) [436—438]. Hormon ten w warunkach otytosci poprawia wrazliwosc
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komdrek na insuline, stymuluje utlenianie kwasow ttuszczowych, wychwytuje glukoze
w miesniach szkieletowych itkance ttuszczowej oraz bierze udziat w hamowaniu produkcji
glukozy w watrobie [357]. Wykazuje silne dziatanie przeciwmiazdzycowe poprzez inhibicje
adhezji monocytéw do komodrek srodbtonka, hamowanie transformacji makrofagow
w komérki piankowate oraz hamowanie aktywacji komdrek srodbtonka [405,439]. Dziatanie
przeciwzapalne hormonu dotyczy blokowania szlaku NF-kB iobnizenia produkcji cytokin,
takich jak TNF-a, IL-6 iIL-18 [393]. Adiponektyna zmniejsza poziom TNF-a i CRP, pobudza
srodbtonek do wytwarzania NO, przeciwzapalnej IL-10 oraz tkankowego inhibitora
metaloproteinazy-1, ale réwniez hamuje wytwarzanie ROS za posrednictwem LDL,
spowalniajac proces miazdzycowy [439-441]. Silnymi czynnikami hamujgcymi wytwarzanie
adiponektyny sg wysokie poziomy ROS oraz cytokiny prozapalne TNF-a oraz IL-6, ajej
niedobdr skutkuje redukcjg poziomu NO iadhezjg leukocytéw [442,443]. Adiponektyna
rownowazy wptyw leptyny na funkcje komérkowe, poprzez jej plejotropowe dziatanie
antyproliferacyjne, antyangiogenne, przeciwzapalne i przeciwmiazdzycowe [444]. Ustalono, iz
hipoadiponektynemia stanowi czynnik ryzyka dla nowotworzenia [445]. Hormon ten moze
wybidrczo wigzac sie z rakotwdrczymi czynnikami wzrostu, uniemozliwiajac ich przytaczenie
do odpowiednich receptoréw oraz hamuje proces migracji komoérek srodbtonka i zapobiega
angiogenezie [446].

Omentyna (inaczej intelektyna) jest lektyng o masie 34 kD, ktéra zostata po raz
pierwszy zidentyfikowana w komdrkach Panetha. Moze wigza¢ sie z galaktofuranozowymi
elementami sciany komdrkowej bakterii, biorgc udziat w mechanizmach obronnych jelita
przed patogenami [447]. Wystepuje w formie dwdéch homologdw, omentyny-1 wykrywane;j
w osoczu krwi oraz omentyny-2 uwalnianej do Swiatta jelita [448]. Gtdwng postac krazacej
omentyny stanowi omentyna-1, ktorej gtdwnym Zrdodtem jest tkanka trzewna [449]. Jej
stezenie jest obnizone w otytos$ci oraz w zaburzeniach metabolicznych, jak IR lub nietolerancja
glukozy, w chorobie policystycznych jajnikéw, w reumatoidalnym zapaleniu stawdw, chorobie
sercowo-naczyniowej, czy w dysfunkcji sSrodbtonka [447,450,451]. W odniesieniu do innych
adipokin, wykazuje dodatnig korelacjg ze stezeniem adiponektyny, natomiast ujemng ze
stezeniem leptyny [452]. Moze poprawia¢ insulinowrazliwos¢ oraz wychwyt glukozy
stymulowany insuling w ludzkich adipocytach tkanki podskérnej itrzewnej [447,449].
Niektore badania wskazujg na jej dziatanie przeciwzapalne poprzez hamowanie NF-KB oraz

zmniejszanie uwalniania CRP i TNF-a [447,453]. Zainteresowanie omentyng-1 w kontekscie
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raka spowodowane byto obserwacjg, ze jej stezenie u pacjentdw nowotworowych jest
odmienne niz u oséb zdrowych [448]. Odnotowano jej nieprawidtowy poziom, obnizony lub
podwyzszony w guzach litych [451]. Dane literaturowe wskazujg, ze omentyna-1 w raku
jajnika zapobiega progresji i przerzutowaniu poprzez interakcje z laktotransferyng, a takze
powoduje spadek proliferacji poprzez brak podazy energii zwigzany ze zwiekszonym

wychwytem glukozy [452,454].

4.5. Endokrynna funkcja tkanki ttuszczowej w otytosci a stres oksydacyjny

Zaréwno w stanach fizjologicznych, jak ipatologicznych adipokiny indukujg
wytwarzanie ROS generujac nasilony stres oksydacyjny, co prowadzi do zaburzonej produkcji
innych adipokin i tym samym sprzyja stanowi zapalnemu [405,455]. Te zaleznosci dowodzg, ze
stres oksydacyjny i stan zapalny sg ze sobg silnie powigzane i wspdlnie odgrywajg ogromna
role w patogenezie powiktan zwigzanych z otytoscig, jak dysfunkcja srodbtonka i IR [405,455].
Komorki tkanki ttuszczowej stanowig Zzrédto cytokin prozapalnych (IL-1, IL-6, TNF-a), a te
z kolei sg silnymi stymulatorami produkcji ROS i RNS przez makrofagi i monocyty [366].
Naciekajgce makrofagi, ktore uwalniajg do obwodu kolejne mediatory prozapalne, wraz ze
szkodliwymi produktami silnego stresu oksydacyjnego, uwalnianymi réwniez z uszkodzonych
naczyn krwionosnych, nasilajg hipoksje adipocytéw i lipolize, a negatywny skutek interakciji
makrofagéw zinnymi komdrkami odpornosciowymi przyczynia sie do rozwoju chordb
metabolicznych, immunologicznych, w tym rowniez wywiera wptyw na rozwdj i progresje
nowotwordw [456—-458]. WAT, ktora jest jedynym magazynem nadmiernej ilosci lipidow
w organizmie, to jednoczesnie tkanka najbardziej narazona na modyfikacje wywotane
przedtuzajgcym sie nasilonym stresem oksydacyjnym, ktéry niekorzystnie wptywa na
wydzielanie hormondw, powoduje podwyzszenie poziomu lipiddw w surowicy, uposledza
komodrkowg obrone antyoksydacyjng oraz funkcje mitochondriéw [405]. Do mechanizmdw,
wywofujgcych wzmozony stres oksydacyjny w przebiegu otytosci, nalezg takie procesy, jak
utlenianie kwasow ttuszczowych w mitochondriach i peroksysomach, nadmierne zuzycie tlenu
generujgce ROS w mitochondrialnym taricuchu oddechowym, np. poprzez mechaniczne
obcigzenie miesnia sercowego, czy nadmierna podaz lipidéw (dieta bogata w ttuszcze)
zmieniajgca metabolizm tlenu [401]. Wraz z rozrostem tkanki ttuszczowej spada aktywnos¢
enzyméw antyoksydacyjnych (CAT, SOD oraz GPx), czego konsekwencjg sg takie
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nieprawidtowosci, jak dysfunkcja srodbtonka zwigzana ze zmniejszeniem biodostepnosci
czynnikdw rozszerzajgcych naczynia (zwtaszcza NO) oraz wzrost stezenia czynnikéw
kurczliwosci pochodzacych ze $rédbtonka, sprzyjajacy chorobie miazdzycowej [366,459].
Otytos¢, w przebiegu ktorej zwieksza sie rozmiar i aktywnos¢ endokrynna adipocytéw, a co za
tym idzie zostaje zaburzona réwnowaga pomiedzy czynnikami pro- iprzeciwzapalnymi,
sprzyja rozwojowi IR inadmiernej generacji ROS, co indukuje oksydacyjne modyfikacje
najwazniejszych biomolekut i w konsekwencji moze inicjowac procesy kancerogenne [405].
Gtownym biomarkerem stresu oksydacyjnego w tkance ttuszczowej jest MDA (produkt LPO)

[460].

4.6. Otytos¢ a procesy nowotworzenia

Doktadne mechanizmy biologiczne tgczgce otytos¢ z ryzykiem rozwoju raka oraz ztym
rokowaniem nie sg do konca poznane, jednak szacuje sie, iz przyrost masy ciata wigze sie z ok.
20% wszystkich przypadkow nowotwordéw [461]. Niektdre dane sugerujg, iz obcigzenie
zdrowotne wynikajgce z nadwagi i otytosci moze by¢ wieksze niz wptyw palenia papierosow
[462]. Zaburzenia metaboliczne zwigzane z otytoscig, takie jak przewlekty stan zapalny,
zaburzenia sygnalizacji sterydow pfciowych, podwyzszone stezenie insuliny oraz
insulinopodobnych czynnikdw wzrostu, niedotlenienie wywotane otytoscig, podatnosé
genetyczna, czy migrujgce komorki zrebu, tworzg $rodowisko, ktére moze promowaé wzrost
i progresje komérek nowotworowych [400]. Otytos¢ wptywa na progresje raka poprzez
rozregulowanie wydzielania adipocytokin, w tym zwiekszong produkcje onkogennej leptyny
wraz ze zmniejszong produkcjg adiponektyny, wykazujgcg wtasciwosci antynowotworowe
[463]. Wedtug IARC i Swiatowego Funduszu Badan nad Rakiem (WCRF, ang. World Cancer
Research Fund) otytos¢ jest silnie zwigzana zryzykiem rozwoju raka endometrium,
gruczolakoraka przetyku, raka jelita grubego, stercza, nerki oraz piersi w okresie
pomenopauzalnym [463]. Coraz wiecej danych wskazuje na znaczenie otyfosci oraz MetS
w rozwoju GEP-NETSs [464]. Badania Santos i wsp. [465] wskazujg na zwigzek rozwoju dobrze
zréznicowanych GEP-NETs z MetS, zwiekszonym obwodem talii, IR oraz z podwyzszonym
stezeniem glukozy na czczo oraz troéjglicerydéw w osoczu krwi. Te badania stanowig swego
rodzaju przetlom ze wzgledu na brak wczesniej zgtaszanych powigzan miedzy
nieprawidtowosciami antropometrycznymi, biochemicznymi i klinicznymi charakteryzujgcymi
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MetS lub IR a GEP-NETs [465]. Retrospektywne badanie Feola iwsp. [466] pokazuje, iz

cukrzyca typu 2 oraz otytos¢ mogg stanowic niezalezne czynniki ryzyka rozwoju GEP-NEN.
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II.  Cel pracy

Cytokiny stanowigce nieodtgczny element stanu zapalnego petnig funkcje
diagnostyczne iprognostyczne w wielu typach nowotwordéw. Niektore badania wskazuja
rowniez, ze ukfad odpornosciowy poprzez szereg cytokin i czynnikdw wzrostu wptywa na
procesy biologiczne zaangazowane w rozwdj NENs. Tkanka ttuszczowa wydziela adipokiny
o funkcji zapalnej oraz adipokiny stymulujgce nadmierne generowanie ROS, co oznacza, ze
w otytosci wspdfistniejg ze sobg dwa kluczowe procesy zaangazowane w rozwoj nowotwordéw,
czyli przewlekty stan zapalny oraz wzmozony stres oksydacyjny. Proces diagnostyczny NENs
nie jest oczywisty, awyzwanie dla klinicystow stanowig szczegdlnie NENs nieczynne
hormonalnie, czyli nowotwory neuroendokrynne, ktére nie manifestujg objawdw klinicznych.
Dlatego tez poszukuje sie biomarkeréw matoinwazyjnych do szybkiego rozpoznania NENs. Ze
wzgledu na fakt, ze zagadnienia zwigzane ze stresem oksydacyjnym, stanem zapalnym
i funkcja endokrynng tkanki ttuszczowej nie sg dostatecznie zgtebione w przebiegu NENs,
a takze brakuje miarodajnych biomarkeréw pozwalajacych na tatwiejszg diagnostyke NENs

o roznej lokalizacji, specyficznych dla choroby.

Celem pracy byto:

e okreslenie wptywu stresu oksydacyjnego, stanu zapalnego, regulacji metabolizmu
weglowodandw i funkcji endokrynnej tkanki ttuszczowej na etapie rozpoznania NENs
o roznej lokalizacji,

e ocena niedoborow melatoniny w przebiegu NENs o rdznej lokalizacji,

e okreslenie korelacji miedzy stezeniem chromograniny A a wybranymi adipokinami,
wyktadnikami stanu zapalnego istresu oksydacyjnego we krwi pacjentdw z NENs
o roznej lokalizacji,

e identyfikacja potencjalnych nowych biomarkeréw przydatnych w diagnostyce NENs
o roznej lokalizacji oraz wyznaczenie parametréw o najwyzszej czutosci,

o okreslenie prawdopodobienstwa wystgpienia choroby na podstawie badanych

parametréw.
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W tym celu zaplanowano:

oznaczenie we krwi pacjentéw z nowo zdiagnozowanymi NENs o réznej lokalizacji oraz
w grupie osdb zdrowych aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych (SOD, CAT i GPx)
w erytrocytach oraz stezenia MDA w osoczu i erytrocytach,

oznaczenie we krwi pacjentéw z NENs o réznej lokalizacji oraz w grupie oséb zdrowych
stezenia chromograniny A, melatoniny, wybranych adipokin (leptyny, wisfatyny,
rezystyny, omentyny-1), parametrow zwigzanych zregulacjy gospodarki
weglowodanowej oraz cytokin, chemokin iczynnikdw troficznych zwigzanych ze
stanem zapalnym,

przeprowadzenie analizy statystycznej umozliwiajacej okreslenie udziatu badanych
parametrow w rozwoju NENs o rdznej lokalizacji, zbadanie korelacji pomiedzy nimi,
a takze identyfikacje potencjalnych markeréw przydatnych w diagnostyce tego typu

nowotworow.

65



lll.  Materiat i metody

1.  Charakterystyka grupy badanej

W badaniu uczestniczyto 86 pacjentdw z nowotworami neuroendokrynnymi, ktérzy
stanowili grupe badang oraz 35 oséb zdrowych stanowigcych grupe kontrolng. Pacjentéw
podzielono ze wzgledu na lokalizacje guza: trzustka — pNENs (n=22), przewdd pokarmowy —
GI-NENs (n=34), ptuco — L-NENs (n=12), inna lokalizacja — o-NENs (n=18). Pacjenci kierowani
byli do Centrum Onkologii im. Prof. Franciszka tukaszczyka z powodu podejrzenia guzow
neuroendokrynnych (brak konkretnej diagnozy, podwyzszone stezenie CgA lub objawy
charakterystyczne dla NENs). Pacjenci poddawani byli diagnostyce radioizotopowej (68Ga-
DOTATATE PET/CT) w celu potwierdzenia lub wykluczenia diagnozy, zlokalizowania zmiany
pierwotnej iokreslenia typu NEN lub zlokalizowania przerzutéw. Warunkiem wtgczenia
chorego do badania byto rozpoznanie nowotworu neuroendokrynnego. Kryteria wykluczenia
pacjenta obejmowaty obecnos¢ innych choréb ostrych i przewlektych. Kryteria wykluczenia
w grupie kontrolnej obejmowaty choroby przewlekte i/lub ostre, takie jak nowotwory,
cukrzyca, otytos¢, choroby autoimmunologiczne izaburzenia kardiometaboliczne.
Podstawowg charakterystyke (dane antropometryczne) uczestnikow projektu przedstawiono
w Tabelach 3 i 4. Wskaznik BMI wyliczono na podstawie wzoru przedstawionego na Rycinie 2.
Na wykonanie badania otrzymano zgode Komisji Bioetycznej przy Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o numerze KB
423/2020. Uczestnicy projektu zostali poinformowani o celu badan i wyrazili pisemng zgode
na udziat w eksperymencie.

Zgodnie z zaleceniami Polskiej Sieci Guzow Neuroendokrynnych z 2022 roku, badanie
SRI z zastosowaniem techniki PET/CT (czuto$¢ 54-100%) stuzy do lokalizacji zmiany pierwotnej,
oceny stopnia zaawansowania choroby iefektéw leczenia oraz kwalifikacji do
antyproliferacyjnego leczenia SSA i celowanej terapii radioizotopowej [54]. Metoda PET/CT
wykorzystuje analogi somatostatyny znakowane Ga, do ktérych nalezy DOTATATE
wykorzystywany w Zaktadzie Medycyny Nuklearnej w Centrum Onkologii im. Prof. F.
tukaszczyka w Bydgoszczy. Znakowanie tego analogu somatostatyny odbywato sie

w Laboratorium Produkcji Radiofarmaceutykéw Zaktadu Medycyny Nuklearnej przy Centrum
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Onkologii im. F. tukaszczyka w Bydgoszczy z uzyciem zarejestrowanego generatora %8Ge/%Ga
oraz gotowych zestawow NETSPOT (Advanced Accelerator Applications SA, Rueil-Malmaison
Cedex, Francja). Po jego wyznakowaniu, ®8Ga-DOTATATE poddawany byt kontroli jakosci i po
pozytywnym wyniku tej kontroli byt podawany dozylnie zakwalifikowanym pacjentom,
w dawce okoto 140-200 MBq. Badanie stuzyto potwierdzeniu lub wykluczeniu diagnozy,

zlokalizowaniu zmiany pierwotnej i okresleniu typu NEN lub zlokalizowaniu przerzutéw.

Tab. 3. Antropometryczne ikliniczne dane pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi
(NENs) oraz zdrowych ochotnikéw (grupa kontrolna). Dane przedstawiono w postaci sredniej

+ btad standardowy (SEM).

Parametr Grupa badana Grupa kontrolna
n (kobieta/mezczyzna) n=86 (46/40) n=35 (29/6)
Wiek [lata] 57,83+2,04 52,6+1,83
Masa ciata [kg] 78,06%2,56 61,11+1,29
Wozrost [cm] 170,12+1,43 165,63+1,23
BMI [kg/m?] 26,90+0,75 22,23+0,31

Tab. 4. Antropometryczne i kliniczne dane pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi
trzustki (pNENs), przewodu pokarmowego (GI-NENSs), ptuca (L-NENs) oraz innych lokalizacji (o-

NENs). Dane przedstawiono w postaci sredniej *+ btgd standardowy (SEM).

Parametr pPNENs GI-NENs L-NENs 0-NENs
n 22 34 12 18
Wiek [lata] 60,38+1,43 58,79+1,96 64,55+2,19 51,06+2,46
Masa ciata [kg] 82,82+2,24 74,38+2,59 86,92+2,88 73,28+2,06
Wozrost [cm] 169,50+1,48 169,62+1,40 168,83+1,63 172,67+1,27
BMI [kg/m?] 28,75+0,59 25,69+0,69 30,50+0,89 24,53+0,55
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2. Materiat do badan

Materiat do badan stanowita krew zylna pobierana jednorazowo z zyty odtokciowej od
kazdego pacjenta przez osobe wykwalifikowang. Procedura odbywata sie w godzinach
rannych, na czczo, na terenie Centrum Onkologii im. Prof. F. tukaszczyka w Bydgoszczy,
bezposrednio przed podaniem radiofarmaceutyku. Materiat do badan od zdrowych
ochotnikéw zostat pobrany jednorazowo z zyty odtokciowej w godzinach rannych, na czczo,
przez osobe wykwalifikowang na terenie Katedry Biologii i Biochemii Medycznej Collegium
Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. Do
planowanych badan pobrano 9 ml krwi do probowki z antykoagulantem K;EDTA (wersenian
dipotasowy, sél dipotasowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego) w celu izolacji osocza
i erytrocytow oraz 9 ml krwi do probowki pozbawionej antykoagulantu, zawierajgcej

aktywator wykrzepiania oraz zel separujacy, z ktérej pozyskiwano surowice.

2.1. Pozyskiwanie osocza krwi i masy erytrocytarnej

Probke krwi zylnej pobrang do prébdéwki z K;EDTA wirowano przez 10 minut przy 6000g
w temp. 4°C. Po odwirowaniu supernatant (osocze krwi) oddzielano od masy erytrocytarnej,
ktéra przeptukiwano trzykrotnie zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS, ang.
phosphate buffered saline) w stosunku 1:3. Zawiesine krwinek wirowano w tych samych
warunkach co probke pierwotng po kazdym ptukaniu. Po ostatnim wirowaniu oddzielano
supernatant od masy erytrocytarnej isporzgdzano zawiesine masy krwinkowej w soli
fizjologicznej w stosunku 1:1.

W krwinkach czerwonych oznaczano stezenie hemoglobiny (Hb), aktywnos¢ SOD-1,
CAT oraz GPx. Stezenie MDA, oznaczanego jako stezenie substancji reagujgcych z kwasem
tiobarbiturowym (TBARS, ang. thiobarbituric acid reactive substances) badano zaréwno
w osoczu, jak i w erytrocytach. Parametry te mierzono metodami spektrofotometrycznymi.
Do oznaczenia enzymdw antyoksydacyjnych uzyto aparatu Cary 100 (Varian, California, USA),
natomiast do okreslenia stezenia TBARS wykorzystano aparat Cary 60 UV Vis (Agilent
Technologies, California, USA). Oznaczenia powyzszych parametréw wykonywano w osoczu

krwi oraz w erytrocytach bezposrednio po pobraniu i przygotowaniu materiatu do badan.
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2.2. Pozyskiwanie surowicy krwi

Materiat z aktywatorem wykrzepiania we wnetrzu probdéwki pozostawiano na ok. 1
godzine w temp. 37°C w celu doktadnego wykrzepienia, a nastepnie wirowano przez 10 minut
przy obrotach 6000g. Po odwirowaniu oddzielano surowice od masy krwinkowej i zamrazano
jg w temp. -80°C do czasu wykonania analizy.

W surowicy krwi oznaczono stezenie melatoniny oraz chromograniny A, do czego uzyto
gotowe zestawy oparte na metodzie immunoenzymatycznej ELISA firmy Cloud-Clone Corp.
(Katy, Texas, USA), a odczytu dokonano z uzyciem spektrofotometru ptytkowego SPECTROstar
Nano (BMG LABTECH, Niemcy). Do oznaczenia stezenia omentyny-1 uzyto natomiast
gotowego zestawu ELISA firmy BioVendor (BioVendor Laboratorni medicina, Brno, Czechy).
W surowicy oznaczono réwniez stezenie 10 parametréw diabetologicznych oraz 48
parametrow stanu zapalnego z wykorzystaniem komercyjnych multipleksowych testow ELISA:
Bio-Plex Bio-Human Diabetes 10-plex assay oraz Bio-Plex Pro Human Cytokine Screening Panel
firmy BIO-RAD Laboratories Inc. (California, USA). Odczytu dokonano w analizatorze Bio-Plex
System 200 (BIO-RAD Laboratories Inc., Hercules, California, USA). W skfad Bio-Plex Pro
Human Diabetes - 10-plex Panel oraz w sktad Bio-Plex Pro Human Cytokine Screening Panel

wchodzg parametry wymienione w Tabeli 5.
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Tab. 5. Parametry diabetologiczne izapalne zawarte w zestawach Bio-Plex Pro Human

Diabetes - 10-plex Panel oraz w Bio-Plex Pro Human Cytokine Screening Panel 48-plex firmy

BIO-RAD.

Bio-Plex Pro Human

Diabetes: 10-plex

Bio-Plex Pro Human Cytokine Screening Panel: 48-plex Panel

Panel
C-peptyd CTACK/CCL27 IL-5 MCP-3/CCL7
Grelina Eotaxin IL-6 M-CSF
GIP bFGF IL-7 MIF
GLP-1 G-CSF IL-8 MIG
Glukagon GM-CSF IL-9 MIP-1a/CCL3
Insulina GRO-0/CXCL-1 IL-10 MIP-1B/CCL-4
Leptyna HGF IL-12 (p70) B-NGF
PAI-1 IFN-02 IL-12(p40) PDGF-BB
Rezystyna IFN-y IL-13 RANTES/CCL5
Wisfatyna IL-1a IL-15 SCF
IL-1B IL-16 SCGF-B
IL-1ra IL-17 SDF-1a+B/CXCL12
IL-2 IL-18 TNF-a
IL-2Ra IP-10/CXCL10 TNF-B
IL-3 LIF TRAIL
IL-4 MCP-1/CCL2 VEGF

CTACK/CCL27 (ang. cutaneous T-cell-attracting chemokine, skérna chemokina przyciggajgca limfocyty T); bFGF
(ang. basic fibroblast growth factor, podstawowy czynnik wzrostu fibroblastéw); B-NGF (ang. nerve growth factor
B, czynnik wzrostu nerwéw B); G-CSF (ang. granulocyte colony-stimulating factor, czynnik stymulujgcy tworzenie
kolonii granulocytéw); GIP (ang. glucose-dependent insulinotropic peptide, glukozozalezny peptyd
insulinotropowy); GLP-1 (ang. glucagon-like peptide-1, glukagonopodobny peptyd 1); GM-CSF (ang. granulocyte-
macrofage colony-stimulating factor, czynnik stymulujgcy tworzenie granulocytéow i makrofagéw); GRO-a (ang.
growth regulated oncogene, onkogen regulowany wzrostem); HGF (ang. hepatocyte growth factor, czynnik
wzrostu hepatocytéw); INF (ang. interferone, interferon); IL (ang. interleukin, interleukina); IL-1ra — antagonista
receptora IL-1 (ang. interleukin-1 receptor antagonist); |P-10 (ang. interferon y-induced protein 10 kDa,
indukowane interferonem y biatko 10kDa); LIF (ang. leukemia inhibitory factor, czynnik hamujacy biataczke); M-

CSF (ang. macrophage colony stimulating factor, czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii makrofagéw); MCP-1
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(ang. monocyte chemotactic protein 1, biatko chemotaktyczne monocytéw), MIF (ang. macrophage migration
inhibitory factor, czynnik hamujgcy migracje makrofagdéw); MIG (ang. monokine induced by interferon-y,
monokina indukowana przez interferon y); MIP-1la (ang. macrophage inflammatory protein 1 alpha,
makrofagowe biatko zapalne 1 a); PAI-1 (ang. plasminogen activator inhibitor, inhibitor aktywatora
plazminogenu); PDGF-BB (ang. platelet-derived growth factor-BB, ptytkopochodny czynnik wzrostu BB); RANTES
(ang. regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted, czynnik regulowany przez aktywacje,
ekspresja iwydzielanie przez prawidtowe limfocyty T); SCF (ang. stem cell factor, czynnik komodrek
macierzystych); SCGF-B (ang. stem cell growth factor, czynnik wzrostu komorek macierzystych); SDF-1a (ang.
stromal cell-derived factor, czynnik pochodzacy z komérek zrebu); TNF (ang. tumor necrosis factor, czynnik
martwicy nowotworu); TRAIL (ang. TNF-related apoptosis-inducing ligand, ligand indukujgcy apoptoze zwigzany

z TNF); VEGF (ang. vascular endothelial growth factor, czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego)

3. Metody badan

3.1. Oznaczenie stezenia hemoglobiny w erytrocytach

Do oznaczenia stezenia Hb zastosowano metode cyjanomethemoglobinowg [467].
Wykorzystano odczynnik Drabkina firmy AQUA-MED ZPAM — Kolasa sp. j. (t6dz, Polska).
Wzorzec hemoglobiny stanowif roztwor cyjanomethemoglobiny.

Jony FeZ* hemoglobiny utleniane sg do jondw Fe3* przez cyjanozelazian potasowy
z wytworzeniem methemoglobiny. Cyjanek potasowy dostarcza jonoéw cyjankowych, ktore
reagujg z methemoglobing, czego konsekwencjg jest wytworzenie cyjanomethemoglobiny,
trwatego produktu o maksimum absorbancji przy 540 nm.

Sporzadzano mieszanine reakcyjna, ktéra sktadata sie z5 ml odczynnika Drabkina oraz
20 ul zawiesiny krwinkowej. Mieszanine reakcyjng dokfadnie mieszano, a nastepnie
inkubowano przez 20 minut w temp. pokojowej. Pomiaru absorbancji mieszaniny reakcyjnej
oraz wzorca wobec odczynnika Drabkina dokonywano przy A=540 nm. Stezenie hemoglobiny

obliczano korzystajgc ze wzoru:

Absorbancja proby badanej

Hb (%) = xStezenie wzorca (%).

Absorbancja wzorca
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3.2. Oznaczenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD-1, E.C.1.15.1.1)

w erytrocytach

Aktywnos¢ SOD-1 w erytrocytach byta oznaczana metodg wedtug Misry i Fridricha

[468]. Analiza opierata sie na inhibicji utleniania adrenaliny do adenochromu w Srodowisku
alkalicznym w temp. 37°C.
Wstepne przygotowanie mieszaniny reakcyjne;j:

e 0,9 ml wody redestylowanej schtodzonej do 4°C

e 0,1 ml zawiesiny krwinek czerwonych

e 0,5 ml alkoholu absolutnego

e 0,25 ml chloroformu
Mieszanine wirowano przez 10 minut przy 12000g, w wyniku czego otrzymywano warstwe
gorng zawierajgcg rozpuszczony w wodzie enzym oraz warstwe dolng, w ktérej w sktad
wchodzita zdenaturowana Hb oraz chloroform.
Sktad wtasciwej mieszaniny reakcyjnej (proby badanej):

e 1,8 ml0,05M buforu weglanowego o pH=10,2

e 1,5ml0,3mM EDTA w buforze weglanowym o pH=10,2

e 0,1 ml supernatantu zawierajgcego SOD rozpuszczong w wodzie

e 0,2 ml9 mM roztworu adrenaliny w 0,01 N HCl o pH=2,0
Sktad préby kontrolne;j:

e 1,9ml0,05M buforu weglanowego o pH=10,2

e 1,5ml0,3mM EDTA w buforze weglanowym o pH=10,2

e 0,2 ml9 mM roztworu adrenaliny w 0,01 N HCl o pH=2,0
Sktad préby zerowej:

e 2,0 ml0,05M buforu weglanowego o pH=10,2

e 1,0ml0,3mM EDTA w buforze weglanowym o pH=10,2
Pomiaru absorbancji w prébie badanej i kontrolnej wobec préby slepej dokonywano przez 1
minute przy dtugosci fali rownej 480 nm w temp. 37°C. Jednostke aktywnosci SOD-1 okresla
sie jako ilos¢ enzymu, ktéra powoduje 50% hamowanie reakcji przy maksymalnym przyroscie
absorbancji o 0,025 jednostki na minute na prostoliniowym odcinku tworzenia sie

adenochromu. Aktywnos$¢ SOD-1 zostata wyrazona w 1U/g Hb (IU, ang. international unit).
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3.3. Oznaczenie aktywnosci katalazy (CAT, E.C. 1.11.1.6) w erytrocytach

Aktywnos¢ katalazy w erytrocytach oznaczano metodg Beersa i Seizeera [469]. Zasada
metody dotyczy spadku absorbancji roztworu nadtlenku wodoru rozktadanego przez enzym,
a zmniejszenie absorbancji jest wprost proporcjonalne do obnizajgcego sie stezenia H;0,. Na
podstawie molowego wspodtczynnika absorbancji mozna wyliczy¢ ilo$¢ roztozonego H,0;
w okreslonym czasie, co pozwala na uzyskanie miedzynarodowej jednostki aktywnosci
enzymu.

Sktad préby badanej:

e 2,5ml 0,05 M buforu fosforanowego o pH=7

e 00,0012 ml roztworu nadtlenku wodoru (30%)

e 0,2 ml hemolizatu krwinek czerwonych wczesniej rozcienczonego 1000-krotnie
Sktad préby kontrolne;j:

e 2,5ml 0,05 M buforu fosforanowego o pH=7

e 00,0012 ml roztworu nadtlenku wodoru (30%)

Pomiaru dokonano, przy dtugosci fali 240 nm, a aktywnos¢ katalazy wyrazono w 1U/g Hb.

3.4. Oznaczenie aktywnosci cytozolowej peroksydazy glutationowej (GPx, E.C. 1.11.1.9)

w erytrocytach

Aktywnos$¢ GPx w erytrocytach oznaczano wedtug metody Paglia i Valentine’a [470].
GPx rozktada H,02 powodujac tym samym utlenianie GSH. GSSG, czyli disulfid glutationu
zostaje z kolei zredukowany przez reduktaze glutationowg (GR, ang. glutathione reductase)
a koenzymem tej reakcji jest zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego
(NADPH), ktory ulega utlenieniu do formy NADP*. Proces ten prowadzi do zmiany absorbancji
przy dtugosci fali 340 nm.

Przed przystgpieniem do przygotowania wilasciwej mieszaniny reakcyjnej
przygotowywano hemolizat z odczynnikiem Drabkina. Wymagato to rozcienczenia zawiesiny
krwinek czerwonych w stosunku 1:1 w PBS. Do 0,2 ml PBS dodawano 0,2 ml zawiesiny krwinek
czerwonych i mieszano. Hemolizat sporzgdzano poprzez dodanie 0,1 ml rozciericzonej

zawiesiny krwinkowej do 0,4 ml wody redestylowanej schtodzonej do 4°C, a nastepnie
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mrozono roztwor w temp. -20°C przez 4 minuty. Po etapie mrozenia zawiesine wirowano

przez 10 minut przy 6000g w 4°C. Mieszanina hemolizatu z odczynnikiem Drabkina sktadata

sie z 0,1 ml supernatantu oraz 0,1 ml stezonego odczynnika Drabkina.

Sktad proby badanej:

2,63 ml 0,05 M buforu fosforanowego o pH=7 zawierajgcego 0,005 M EDTA
0,1 ml mieszaniny hemolizat-odczynnik Drabkina

0,1 ml 0,0084 M roztworu NADPH

0,01 ml roztworu GR (100 IU/mg biatka/1 ml)

0,01 ml 1,125 M azydku sodowego

0,1 ml 0,15 M roztworu GSH

Sktad préby kontrolne;j:

2,63 ml 0,05 M buforu fosforanowego o pH=7 zawierajgcego 0,005 M EDTA
0,05 ml wody redestylowanej

0,1 ml 0,0084 M roztworu NADPH

0,01 ml roztworu GR (100 IU/mg biatka/1 ml)

0,01 ml 1,125 M azydku sodowego

0,1 ml 0,15 M roztworu GSH

W celu zainicjowania reakcji bezposrednio przed pomiarem dodawano roztwdr nadtlenku

wodoru (0,1 ml) zaréwno do préby badanej, jak i kontrolnej. Dokonywano dwukrotnego

pomiaru w drugiej i czwartej minucie po zapoczgtkowaniu reakcji, przy A=340 nm. Aktywnos¢

GPx wyrazono w 1U/g Hb.
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3.5. Oznaczenie stezenia substancji reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS)

W 0soczu i w erytrocytach

Stezenie MDA w erytrocytach iosoczu oznaczano metody Buege iAust’'a [471]

w modyfikacji Esterbauera i Cheesemana [472]. MDA jest gtéwnym produktem peroksydacji
lipidéw, ktéry reaguje z kwasem tiobarbiturowym (TBA, ang. 2-thiobarbituric acid), dlatego dla
uproszczenia poziom wszystkich substancji reagujgcych z TBA wyraza sie w przeliczeniu na mol
MDA.
Sktad préoby badanej dla MDA w erytrocytach:

e 0,5 ml hemolizatu (0,25 ml wody i 0,25 ml zawiesiny krwinek czerwonych)

e 0,5 ml 5% TCA (ang. trichloroacetic acid, kwas tréjchlorooctowy)

e 0,1 ml0,01% BHT (ang. butylated hydroxytoluene, butylowany hydroksytoluen)
Sktad préby zerowej:

e 0,5 ml wody

e 0,5ml5%TCA

e 0,1ml0,01% BHT
Przygotowang prdébe badang oraz zerowg wytrzgsano iinkubowano 10 minut w temp.
pokojowej. Po inkubacji préby wirowano przez 10 minut przy 2000g w temp. 4°C, w celu
uzyskania supernatantu. W kolejnym kroku przygotowywano wtasciwg mieszanine reakcyjna.
Sktad mieszaniny reakcyjnej dla oznaczenia MDA w erytrocytach i w osoczu:

e 0,5 mlsupernatantu dla MDA w erytrocytach lub 0,5 ml osocza dla MDA w osoczu krwi

e 4,5 mlroztworu 0,375% TBA i 15% TCA w 0,25M HCI
Przygotowane mieszaniny reakcyjne inkubowano 20 minut w tazni wodnej w temp. 100°C.
Prébki schtodzono, anastepnie wirowano przez 15 minut przy 2000g wtemp. 4°C.
Absorbancje mierzono przy dtugosci fali rownej 532 nm wzgledem préby slepej. Stezenie MDA

w erytrocytach wyrazano w nmol/g Hb, natomiast w osoczu krwi w nmol/ml.
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3.6. llosciowe oznaczenie chromograniny A

Do wykonania oznaczenia wykorzystano gotowy zestaw analityczny oparty na
metodzie ELISA. Zestaw zawierat niezbedne do oznaczen odczynniki i materiaty, a pomiaréw
dokonano zgodnie z dofgczong instrukcjg producenta. Zastosowana metoda jest testem
immunoenzymatycznym kanapkowym do ilosciowego pomiaru CgA in vitro.

Wszystkie elementy zestawu oraz prébki badane doprowadzono do temp. pokojowej
(18-25°C). W pierwszym kroku przygotowano serie rozcienczen standardu, na podstawie
ktorych zostata wyznaczona krzywa kalibracyjna. Probki surowicy badanej wymagaty 100-
krotnego rozcienczenia w 0,01 mol/L PBS o pH=7,0-7,2. Tak przygotowane standardy, préby
Slepe, kontrole oraz prébki badane dodano po 100 ul do odpowiednich studzienek mikroptytki
optaszczonych przeciwciatem monoklonalnym przeciwko CgA iinkubowano w temp. 37°C
przez 1 godzine. Po inkubacji usunieto roztwor ze studzienek idodano roztwor
z biotynylowanymi przeciwciatami (po 100 pl) i ponownie inkubowano przez 1 godzine
w temp. 37°C. Po zakonczonej inkubacji 3-krotnie przeptukano ptytke ptuczka automatycznag
(350 pl roztworu ptuczacego) w celu usuniecia nadmiaru przeciwciat niezwigzanych
z antygenem. Nastepnie dodano po 100 ul roztworu zawierajgcego awidyne skoniugowang
z peroksydazg chrzanowg (HRP, ang. horseradish peroxidase) i poddano kolejnej inkubac;ji (30
min, temp. 37°C). Po 5-krotnym ptukaniu ptytki do kazdej ze studzienek dodano po 90 pl
substratu chromogennego TMB (3,3’,5,5'-tetrametylobenzydyna) iinkubowano 20 min
w temp. 37°C chronigc przed $wiattem, co skutkowato zmiang barwy roztworu na niebieska.
Po dodaniu roztworu TMB zabarwieniu ulegaty tylko te studzienki, ktére zawieraty antygen ze
zwigzanym analitem, co umozliwiato przytgczenie w kolejnych etapach biotyny oraz awidyny
skoniugowanej z enzymem. Dodanie po 50 pl roztworu kwasu siarkowego (VI) zatrzymato
reakcje enzym-substrat ispowodowato zmiane zabarwienia kompleksu na kolor zdtty.
Pomiaru absorbancji dokonano przy dtugosci fali 450 nm. Stezenie badanego antygenu
wyznaczono na podstawie krzywej wzorcowej iwyrazono w pg/ml. Absorbancja jest

proporcjonalna do stezenia CgA. Zakres detekcji testu wynosit: 31,2-2000 pg/ml.
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3.7. llosciowe oznaczenie melatoniny

Do wykonania oznaczen wykorzystano gotowy zestaw analityczny oparty na metodzie
ELISA. Zestaw zawierat niezbedne do oznaczen odczynniki i materiaty, a pomiaréw dokonano
zgodnie z dotgczong instrukcjag producenta. W tym tescie wykorzystuje sie technike
immunoenzymatycznego kompetycyjnego hamowania wiec istnieje odwrotna korelacja
miedzy stezeniem melatoniny w prébce, aintensywnoscig sygnatu testowego. Cecha
charakterystyczng testu ELISA kompetycyjnego jest wspoétzawodnictwo dwdch przeciwciat
(przeciwciato skoniugowane zenzymem iprzeciwciato w badanej surowicy) o wigzanie
z antygenem [473].

Wszystkie elementy zestawu oraz prébki badane doprowadzano do temp. pokojowej
(18-25°C). W pierwszym kroku przygotowano szereg rozcienczen standardu, ktory postuzyt do
utworzenia krzywej kalibracyjnej. Przygotowane standardy, probe slepa, kontrole oraz probki
badane dodano (po 50 ul) do odpowiednich studzienek mikroptytki optaszczonych
przeciwciatem monoklonalnym przeciwko melatoninie. Natychmiast po dodaniu w/w prébek
do kazdej ze studzienek rozpipetowano po 50 pl roztworu biotynylowanych przeciwciat
i inkubowano ptytke przez 1 godzine wtemp. 37°C. Po zakoriczonej inkubacji 3-krotnie
przeptukano ptytke pfuczka automatyczng wcelu usuniecia nadmiaru przeciwciat
niezwigzanych z antygenem. Nastepnie dodano do wszystkich studzienek po 100 pl awidyny
zwigzanej z HRP i poddano kolejnej inkubacji (30 minut w temperaturze 37°C). Po 5-krotnym
ptukaniu do kazdej studzienki dodano roztwér TMB w ilosci 90 pl i inkubowano 20 minut
w temp. 37°C chronigc przed Swiattem, co skutkowato zmiang zabarwienia roztworu na
niebieskg. W ostatnim etapie dodano po 50 pl roztworu kwasu siarkowego (VI), ktory
zatrzymat reakcje i spowodowat zmiane zabarwienia roztworu w studzienkach na kolor zétty.
Pomiaru absorbancji dokonano przy dfugos¢ fali 450 nm. Stezenie melatoniny wyrazono

w pg/ml. Zakres wykrywalnosci analitu w tescie wynosit: 12,35-1000 pg/ml.
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3.8. llo$ciowe oznaczenie omentyny-1

Do wykonania oznaczen wykorzystano gotowy zestaw analityczny oparty na metodzie
ELISA. Zestaw zawierat niezbedne do oznaczen odczynniki i materiaty, a pomiaréw dokonano
zgodnie zdotgczong instrukcja producenta. Zastosowana metoda jest testem
immunoenzymatycznym kanapkowym do ilosciowego pomiaru omentyny-1 in vitro.

Wszystkie elementy zestawu oraz prébki badane doprowadzono do temp. pokojowe;j.
W pierwszym kroku przygotowano serie rozcienczen standardu, na podstawie ktorych zostata
wyznaczona krzywa kalibracyjna. Prébki surowicy badanej wymagaty 40-krotnego
rozcienczenia w dotgczonym do zestawu buforze do rozcierczen. Tak przygotowane
standardy, proby slepe, kontrole oraz prébki badane dodano po 100 ul do odpowiednich
studzienek mikroptytki optaszczonych przeciwciatem poliklonalnym przeciwko ludzkiej
omentynie-1 i inkubowano w temp. 37°C przez 2 godziny, bez wytrzasania. Po zakoriczonej
inkubacji 3-krotnie przeptukano ptytke buforem z uzyciem ptuczki automatycznej (350 ul
buforu ptuczacego) w celu usuniecia nadmiaru przeciwciat niezwigzanych z antygenem. Po
usunieciu roztworu ze studzienek, dodano po 100 ul roztworu z przeciwciatami znakowanymi
biotyng i ponownie inkubowano przez 30 minut wtemp. 37°C. Po zakonczone] inkubacji
ponownie przeprowadzono 3-krotne ptukanie ptytki, a po usunieciu roztworu dodano po 100
pl koniugatu streptawidyna-HRP i poddano kolejnej inkubacji przez 30 minut w temp. 37°C. Po
3-krotnym ptukaniu ptytki do kazdej ze studzienek dodano po 100 pl substratu
chromogennego iinkubowano 10 minut wtemp. 37°C, chronigc przed swiattem, co
skutkowato zmiang zabarwienia roztworu na niebieskg. W kolejnym etapie dodano po 100 pl
kwasnego roztworu zatrzymujgcego reakcje i zmierzono absorbancje otrzymanego zéttego
produktu. Pomiaru absorbancji dokonano przy 450 nm oraz 630 nm. Nastepnie absorbancje
zmierzong przy A=630 nm odejmowano od absorbancji uzyskanej przy A=450 nm. Uzyskana
absorbancja byta proporcjonalna do stezenia omentyny-1. Stezenie omentyny-1 wyrazono

w ng/ml. Zakres wykrywalnosci omentyny-1 dla tego testu wynosit: 0,5-64,0 ng/ml.
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3.9. lloSciowe oznaczenie adipokin, parametrow zwigzanych z metabolizmem
weglowodanowym oraz parametréw stanu zapalnego przy uzyciu zestawow Bio-Plex

Pro Human Diabetes 10-plex Panel oraz Bio-Plex Pro Human Cytokine Screening Panel

Badania przesiewowe przeprowadzono dla petnego panelu cytokin, chemokin
i czynnikow troficznych, ktore zostaty wymienione w Tabeli 4. System Bio-Plex, oparty na
technologii Luminex xMAP jest kompletnym systemem umozliwiajgcym jednoczesne
iloSciowe oznaczenie do 100 réznych analitdw z pojedynczej prébki. Sktada sie z 96-dotkowego
fluoroscencyjnego czytnika mikroptytek, oprogramowania Bio-Plex Manager™, zestaw6w do
kalibracji i walidacji oraz zestawow testowych. Analiza multipleksowa dajgca mozliwosc
jednoczesnego analizowania wielu analitow dostarcza wiecej informacji z mniejszej objetosci
materiatu biologicznego i w krétszym czasie niz tradycyjne metody immunologiczne. Podobnie
jak ELISA, testy Bio-Plex Pro sg testami immunologicznymi, ktdrych podstawg sg kulki
magnetyczne bedgce nosnikami reagentéw. Opierajg sie na metodzie kanapkowej, ktora
wykorzystuje przeciwciata do wykrywania analitu, ale rézni sie od typowej ELISA substratem
wychwytujgcym i metoda wykrywania. System matrycy zawiesinowej Bio-Plex wykorzystuje
zestawy kolorowych kulek polistyrenowych, z ktérych kazdy moze by¢ skoniugowany z innym
specyficznym reagentem, aten z kolei jest przeznaczony dla okreslonego rodzaju analitu.
W celu przeprowadzenia testu multipleksowego prébki badane i standardy poddaje sie reakc;ji
z mieszaning kulek w studzienkach mikroptytki. Przeciwciata wychwytujgce skierowane
przeciwko konkretnemu biomarkerowi sg kowalencyjnie wigzane z kulkami. Po serii przemy¢
w celu usuniecia niezwigzanych elementéw dodaje sie biotynylowane przeciwciato i inkubuje
w celu utworzenia kompleksu kanapkowego. Po odptukaniu nadmiaru przeciwciat
biotynylowanych idodaniu koniugatu streptawidyna-fikoerytryna (SA-PE) tworzony jest
ostateczny kompleks wykrywajacy. Fikoerytryna stuzy w tescie jako wskaznik fluorescencyjny
lub reporter. Schemat testu immunologicznego typu kanapkowego wykorzystywanego

w systemie Bio-Plex przedstawiono na Rycinie 3.
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Ryc. 3. Test immunologiczny typu kanapkowego wykorzystywany w systemie Bio-Plex,

opracowanie wtasne na podstawie [474].

System Bio-Plex 200 identyfikuje specyficzng reakcje na podstawie koloru kulek,
oceniajac jg ilosciowo. W technologii tej jedno przeciwciato specyficzne dla okreslonego
analitu jest przytgczane do zestawu kulek o tym samym kolorze, a drugie przeciwciato jest
uzywane do iloSciowego oznaczania zwigzanego antygenu. Obrazowanie lub wzbudzenie
laserowe jest nastepnie wykorzystywane do wykrycia réznych parametréw na podstawie
koloru kulek iokreslenia stezenia analitu poprzez pomiar fluorescencji barwnika
reporterowego. Intensywnos¢ reakcji mierzona jest na podstawie znakowanych
fluorescencyjnie czgsteczek reporterowych, rowniez specyficznych dla kazdego docelowego
analitu. W systemie Bio-Plex 200 zawartos¢ kazdej studzienki mikroptytki pobierana jest przez
analizator, mieszanina reakcyjna przeptywa przez komore przeptywowa, w ktdrej dwa lasery
wzbudzajg kulki. Czerwony laser petni funkcje klasyfikatora kulek iwzbudza sSwiecenie
barwnikédw w kazdej pojedynczej kulce rozpoznajgc jej zakres widmowy. Zielony laser
natomiast pobudza do fluorescencji czasteczke reporterowg (PE) zwigzang z kulkami, co
pozwala na okreslenie iloSciowe badanego biomarkera. Oprogramowanie Bio-Plex Manager
automatycznie dostarcza analizy danych oraz generuje szczegdétowy raport zbiorczy,

dostarczajgc danych dla kazdego z badanych parametrow w postaci mediany intensywnosci
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fluoroscencyjnej (MFI, ang. median fluorescence intensity) oraz stezenia wyrazone w pg/ml.

Stezenie analitu zwigzanego z kazdg kulka jest proporcjonalne do MFI sygnatu reporterowego.

Analize przeprowadzono zgodnie z dofaczong do testéw instrukcjg wykonania. Do

badania uzyto surowicy krwi, ktérg uprzednio 4-krotnie rozciernczono dotgczonym do zestawu

rozcienczalnikiem. Przed rozpoczeciem analizy przygotowano szereg rozcieficzen wzorca

w celu utworzenia oSmiopunktowej krzywej wzorcowej. Liofilizowany standard rozpuszczono

z uzyciem dotgczonego do zestawu rozcieczalnika HB iinkubowano 30 minut na lodzie.

W kolejnym etapie rozcienczano kulki buforem testowym. Waznym elementem procedury

wykonania testu byto doktadne mieszanie reagentéw oraz prébek. Przeciwciata detekcyjne

oraz koniugat reporterowy SA-PE przygotowano bezposrednio przed dodaniem do studzienek

mikroptytki. Przebieg badania przedstawia Rycina 4.
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Ryc. 4. Przebieg oznaczen z zastosowaniem multipleksowych zestawdéw ELISA (test

immunoenzymatyczny) .
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4.  Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona za pomocg jezykéw programowania R
(v.4.2.1) z pakietami dplyr (1.0.9), oficer (0.4.3) i Hmisc (4.7-1) oraz Python (v. 3.8.10)
z bibliotekami statsmodels (0.13.5), matplotlib (3.6.3), pandas (1.4.3) i scikit learn (1.1.3). Dla
kazdej grupy wyznaczana byta $rednia i btgd standardowy oraz mediana i pierwszy i trzeci
kwartyl. Normalnos¢ rozktaddéw danych weryfikowano dla kazdej zmiennej testem Shapiro-
Wilka. W przypadku, gdy mozina przyja¢ zatozenie o normalnosci rozktadu zmiennych,
wykonano test t-Studenta i poréwnywano srednie, natomiast jezeli odrzucono zatozenie
o normalnosci wykonano test U Manna-Whitneya i wnioskowano na podstawie median.
Poziom istotnosci ustalono na poziomie 0,05.

W celu analizy parametréw wsrdod poszczegdlnych lokalizacji NENs wykonano
jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA lub jej nieparametryczny odpowiednik — test
Kruskala-Wallisa). Sprawdzenie normalnosci rozktadu zmiennych w grupach dokonano testem
Shapiro-Wilka. Réwnos¢ wariancji w grupach sprawdzono testem Levene’a. Jesli zatozenia
normalnosci lub réwnosci wariancji nie byty spetnione, wykonywano nieparametryczny
odpowiednik analizy wariancji. Po odrzuceniu hipotezy o rdwnosci Srednich zostaty wykonane
testy post-hoc Tukey’a, natomiast w przypadku odrzucenia hipotezy o réwnosci median
dokonywano poréwnania wielokrotnego za pomocg testu post-hoc U Manna-Whitneya.

Wyznaczono wspodtczynniki korelacji rangowych Spearmana miedzy wartosciami
chromograniny A, a pozostatymi badanymi parametrami.

Dla wybranych parametrow wykonano analize umozliwiajgcg wykreslenie krzywych
ROC (ang. receiver operating characteristic), opisujgcych zaleznos¢ miedzy stwierdzonym NEN
a wartosciami badanych parametréw oraz wzér modelu regresji logistycznej pozwalajacy na
wyznaczenie prawdopodobienstwa wystepowania choroby u pacjenta w oparciu o wartosci
parametrow GRO-a i TNF-B, okreslajgce ich przydatnos¢ jako parametréw pomocnych
w diagnostyce NENs. Wyznaczono punkty odciecia dla zmiennych wykorzystujac indeks

Youdena.
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IV.  Wyniki

1. Analiza parametrow antropometrycznych u pacjentow
z nowotworami neuroendokrynnymi oraz w grupie 0s6b

zdrowych

Wyniki dotyczgce parametréw antropometrycznych we wszystkich badanych grupach
przedstawiono w Tabeli 6. Odnotowano istotne statystycznie zmiany w przypadku masy ciata
i BMI miedzy kazdg badang grupg a grupg kontrolng. Ponadto, zaobserwowano istotne rdznice
w przypadku wzrostu w grupach pacjentow z NENs, GI-NENs oraz o-NENs w poréwnaniu
z grupg kontrolng, a takze rdéznice w wieku pomiedzy grupami pacjentéw z NENs, pNENSs, Gl-

NENs oraz L-NENs a osobami zdrowymi.
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Tab. 6. Parametry antropometryczne o statystycznym rozktadzie normalnym oraz testy nieparametryczne analizowane w grupie wszystkich pacjentéw z nowotworami
neuroendokrynnymi (grupa badana, NENs), a takze u pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi trzustki (oNENs), uktadu pokarmowego (GI-NENs), ptuca (L-NENs)
oraz innych lokalizacji (0-NENs) w odniesieniu do oséb zdrowych (grupa kontrolna, Ctrl). Wyniki przedstawiono jako wartos¢ srednig + btgd standardowy (SEM) oraz

jako mediane (M) i rozktad kwartylowy (Q1; Q3); P — poziom istotnosci.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PNENS PpNENs vs Ctrl GI-NENs PGi-NENs vs Ctrl L-NENSs PL-NENs vs ctrl o-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 61,114 78,058 82,818 74,382 86,918 73,278
Masa ciata SEM 1,294 2,559 2,244 2,592 2,878 2,063
Ike] Mediana 60,000 78,000 <0,001 83,500 <0,001 73,000 <0,001 87,500 <0,001 73,500 0,001
Q1 a3 55,500; 68,00; 75,500; 4,250; 80,000; 67,000;
! 66,500 87,00 91,000 85,750 90,500 78,750
Srednia 165,629 170,116 169,500 169,618 168,833 172,667
SEM 1,228 1,426 1,483 1,408 1,634 1,272
“{:rm°]‘°‘ t Mediana | 167,000 | 170,000 0,004 173,000 0,092 169,000 0,038 167,000 0,309 173,500 0,003
a1 a3 160,000; | 164,000; 164,000; 162,000; 161,750; 166,176;
! 170,000 177,000 176,000 176,750 178,000 75,000
Srednia 22,227 26,902 28,749 25,694 30,501 24,528
BMI SE!VI 0,309 0,754 0,596 0,694 0,897 0,555
[kg/m?] Mediana 22,321 26,879 <0,001 27,451 <0,001 25,961 <0,001 29,358 <0,001 24,574 0,011
QL; Q3 20,922, 23,736; 26,069; 22,461; 27,236; 22,459;
23,839 29,068 30,899 29,014 34,861 26,785
Srednia 52,600 57,829 60,381 58,788 60,546 51,059
Wiek SEM 1,827 2,043 1,426 1,964 2,189 2,459
[lata] Mediana 50,000 60,500 0,003 62,000 0,002 60,000 0,004 64,000 0,025 51,000 0,899
Q1 a3 45,500; 51,000; 53,000; 54,000; 54,000; 42,000;
58,500 66,000 67,000 66,000 69,500 62,000

Kolor czerwony czcionki — wynik istotnie statystyczny;
Wynik pogrubiony - wskazanie, czy do analizy brano pod uwage srednig lub mediane.

BMI — wskaznik masy ciata

o)
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2. Analiza parametréow stresu oksydacyjnego u pacjentéw
z nowotworami neuroendokrynnymi oraz w grupie 0so6b

zdrowych

W niniejszej pracy wykazano istotny statystycznie wzrost stezenia MDA w osoczu krwi
u pacjentow z NENs bez wzgledu na lokalizacje w poréwnaniu z grupg kontrolng. W przypadku
MDA w erytrocytach istotny wzrost jego stezenia w pordéwnaniu z grupg osob zdrowych
dotyczyt NENs, L-NENs oraz o-NENs o odpowiednio 20%, 18% i 70%. W pozostatych grupach
nie wykazano rdznic. Aktywnos¢ SOD w grupach badanych zmniejszyta sie istotnie
statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng, natomiast nie wykazano istotnych
statystycznie réznic w aktywnosci CAT. Aktywnos¢é GPx zwiekszyta sie w przypadku pacjentéw
z pNENs o ok. 32%, a zmniejszyta u pacjentow z GI-NENs o ok. 19% w pordwnaniu z grupg
kontrolng. Odnotowano istotny statystycznie spadek stezenia melatoniny, o ok. 80-85% we
wszystkich grupach pacjentow z NENs w pordwnaniu z osobami zgrupy kontrolne;j.

Zestawienie przedstawionych wynikoéw znajduje sie w Tabeli 7.
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Tab. 7. Parametry stresu oksydacyjnego o statystycznym rozktadzie normalnym oraz testy nieparametryczne analizowane w grupie wszystkich pacjentéw

z nowotworami neuroendokrynnymi (grupa badana, NENs), a takze w grupie pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi trzustki (oNENs), uktadu pokarmowego

(GI-NENSs), ptuca (L-NENs) oraz innych lokalizacji (o-NENs) w odniesieniu do oséb zdrowych (grupa kontrolna, Ctrl). Wyniki przedstawiono jako wartos¢ $rednig + btad

standardowy (SEM) oraz jako mediane (M) i rozktad kwartylowy (Q1; Q3); P — poziom istotnosci.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Prens vs ctrl PNENS PpNENs vs Ctrl GI-NENs PGi-NENs vs Ctrl L-NENSs PL-NENs vs ctrl o-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 0,375 0,495 0,518 0,477 0,466 0,517
MDA SEM 0,010 0,020 0,016 0,019 0,012 0,028
w osoczu Mediana 0,380 0,480 <0,001 0,505 <0,001 0,475 0,480 0,002 0,470 <0,001
[nmol/ml] anqz | 9343 0,410; 0,450; 0,403; 0,390; 0,400;
! 0,400 0,550 0,565 0,548 0,505 0,598
Srednia 23,888 39,381 35,973 39,198 36,468 45,672
MDA SEM 0,659 4,352 3,709 4,491 5,086 4,517
w erytrocytach | Mediana 23,720 28,470 0,008 26,685 0,182 28,035 24,530 0,452 40,270 0,001
[nmol/g Hb] QL Q3 21,200; 22,310; 21,110; 21,678; 22,045; 24,633;
26,098 52,520 47,040 52,580 36,040 56,248
Srednia | 888,709 | 707,540 694,255 706,999 700,316 729,217
SEM 18,894 12,921 11,628 12,659 13,489 14,747
SOD [IU/g Hb] | Mediana | 900,990 | 695,930 <0,001 689;140 <0,001 696,650 679,800 <0,001 726,300 <0,001
QL Q3 813,175; | 648,140; 650,653; 644,763; 640,710; 651,483;
953,048 | 768,360 733,283 760,183 754,220 770,183
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Tab. 7. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl pN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs PGi-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs ctrl o-NENs Po-NENs vs ctrl
$rednia | 63,302 | 65,407 68,758 63,215 67,820 63,977
CAT SEM 1,894 1,793 1,809 1,725 1,829 1,793
[10°x1U/g | Mediana | 62,725 | 64,440 0,344 68,595 0,07 62,055 0,973 66,010 0,242 64,260 0,829
Hb] Quaz | 25073 | 59530; 61,765; 57,388; 62,260; 57,315;
’ 71,528 | 69,950 75,058 68,973 75,400 69,875
$rednia | 14,581 | 15,575 19,550 12,061 15,626 17,326
SEM 1,127 1,026 0,952 0,789 0,471 1,148
GPx Mediana 14,740 14,440 0,749 19,435 0,004 11,985 0,043 15,290 0,460 14,430 0,361
[1U/g Hb] 10,178; | 12,010; 15,675; 8,660; 13,925; 13,025;
QLQ3 | .05 | 18,850 23,388 14,700 16,840 19,120
$rednia | 72,837 | 13,459 13,412 14,182 11,370 13,619
_ SEM 5,030 1,212 0,983 1,636 0,851 0,689
'V'e'at°“|'"a Mediana | 67,820 | 11,991 <0,001 12,324 <0,001 11,469 <0,001 10,345 <0,001 13,022 <0,001
[ng/ml] 53991 | 9,268; 9,325; 9,296; 7,653; 10,262;
Q1; Q3 ‘o34 | 16,091 16,657 15,503
79,834 : ‘ 16,076 14,359 '

Kolor czerwony czcionki — wynik istotnie statystyczny;

Wynik pogrubiony - wskazanie, czy do analizy brano pod uwage srednig lub mediane.

CAT - katalaza, GPx — peroksydaza glutationowa, MDA - dialdehyd malonowy, SOD — dysmutaza ponadtlenkowa
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3. Analiza parametrow  diabetologicznych u  pacjentéw
z nowotworami neuroendokrynnymi oraz w grupie 0so6b

zdrowych

W przypadku parametréw diabetologicznych odnotowano istotny statystycznie wzrost
poziomu GIP we wszystkich badanych grupach pacjentéw z NENs w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Stezenie C-peptydu wzrosto istotnie statystycznie o 53% w grupach pacjentow
z NENs oraz GI-NENs w poréwnaniu z grupg kontrolng. Natomiast réznice istotne statystycznie
w stezeniu insuliny wykazaty grupy pacjentéw z NENs, pNENs, GI-NENS oraz L-NENs.
Wykazano rowniez istotny spadek stezenia greliny w grupie L-NENs, natomiast wyniki stezenia
GLP-1 nie wykazywaty istotnych statystycznie réznic w zadnej z badanych grup. Ponadto
odnotowano istotny statystycznie spadek stezenia glukagonu u pacjentéw z NENs, pNENs i Gl-
NENs 094% oraz u pacjentow z o-NENs 0 96%. Natomiast stezenie PAI-1 zmniejszyto sie
istotnie w przypadku pacjentéw z NENs (o 15%), GI-NENs (o 21%) oraz o-NENs (o 27%)
w poréwnaniu z grupg kontrolna. Zestawienie przedstawionych wynikéw znajduje sie w Tabeli

8.
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Tab. 8. Parametry diabetologiczne o statystycznym rozktadzie normalnym oraz testy nieparametryczne analizowane w grupie wszystkich pacjentéw z nowotworami
neuroendokrynnymi (grupa badana, NENs), a takze u pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi trzustki (pNENs), uktadu pokarmowego (GI-NENs), ptuca (L-NENSs)

oraz innych lokalizacji (o-NENs) w odniesieniu do oséb zdrowych (grupa kontrolna, Ctrl). Wyniki przedstawiono jako wartos¢ srednig * btgd standardowy (SEM) oraz jako

mediane (M) i rozktad kwartylowy (Q1; Q3); P — poziom istotnosci.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl pN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs PGi-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl o-NENs Po-NeNs vs ctrl
Srednia | 871,044 | 1217,657 1295,564 1200,582 1258,601 1116,112
C-peptyd SEM 91,066 | 120,591 149,347 92,116 111,098 144,553
Mediana | 720,040 | 1104,092 0,008 1021,126 0,067 1104,092 0,005 1369,339 0,081 876,698 0,475
[pg/ml] _ 450,365; | 717,139; 680,708; 802,835; 848,469; 559,814;
QLA | 501,565 | 1752,144 1880,199 1490,507 1716,698 1677,433
Srednia | 294,642 | 409,114 359,642 586,306 161,419 285,315
Greling SEM 28,559 | 102,382 63,016 143,987 23,642 49,029
(pg/my) | Mediana | 246,990 | 228,897 0,493 239,964 0,700 294,981 0,359 110,515 0,007 144,506 0,227
auqs | 17955 | 102,281, 106,505; 161,126; 75,864; 66,289;
' 373,140 | 484,448 455,979 746,229 245,301 402,681
$rednia | 3,000 35,097 43,149 34,1249 30,752 29,349
clp SEM 0,000 4,646 7,876 1,714 4,203 2,993
(pg/mi] | Mediana [ 3,000 32,089 <0,001 34,125 <0,001 32,733 <0,001 28,112 <0,001 28,719 <0,001
auqs | 3000 | 25387, 25,949; 28,279; 8,574; 18,249;
3,000 41,575 43,571 40,416 41,848 42,635
Srednia | 69,546 | 85418 83,986 93,811 91,555 64,945
oLp.1 SEM 10,586 6,767 5,449 7,262 8,393 5,083
(pg/mi] | Mediana [ 75,900 | 80,949 0,139 86,893 0,283 82,553 0,143 80,083 0,189 71,729 0,779
Quqs | 12000, | 68093 71,816; 72,141; 64,299; 49,466;
130,995 | 101,511 99,958 103,418 131,059 85,815
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Tab. 8. Kontynuacja.
Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs PnENs vs ctrl PNENs Ponensvscrt | GI-NENS | Pginens vs cirl L-NENs PLNENs vs ctrl 0-NENs | Po.nensvsctrl
Srednia 1305,305 187,356 167,033 115,964 501,513 131,392
Glukagon SE!Vl 218,895 62,352 49,863 19,389 129,457 47,067
[pg/ml] Mediana | 1365,480 82,453 0,001 85,150 0,013 83,140 0,006 89,280 0,308 53,201 0,001
a1 a3 47,000; 56,670; 68,235; 60,473; 56,063; 38,954,
! 1704,81 123,779 144,115 119,149 544,052 88,928
Srednia 347,291 908,464 1272,169 802,258 849,451 678,316
Insulina SEM 67,014 139,697 188,316 100,419 110,361 138,753
[pg/ml] Mediana 159,040 641,823 <0,001 1092,124 <0,001 621,094 <0,001 729,842 0,003 314,492 0,214
al: a3 93,315; 283,735; 354,062; 302,294, 320,970; 121,339;
! 489,405 1451,844 1868,536 1189,452 1255,191 838,451
Srednia | 4879,231 4097,510 4525,568 3849,399 4699,812 3584,442
PAI-1 SEM 181,478 259,722 245,911 158,215 376,572 318,669
Mediana | 4919,010 | 4182,285 0,005 4480,819 0,459 4014,008 <0,001 4869,076 0,793 3867,897 0,019
[pg/ml] . 4006,75; | 3333,801; 4101,443; 3157,405; 3849,432; 2736,695;
Q1; a3 5688,760 4976,788 5291,396 4455,749 5721,210 4760,859

Kolor czerwony czcionki — wynik istotnie statystyczny;

Wynik pogrubiony - wskazanie, czy do analizy brano pod uwage srednig lub mediane.

GIP - glukozozalezny peptyd insulinotropowy, GLP-1 - glukagonopodobny peptyd 1, PAI-1 - inhibitor aktywatora plazminogenu
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4. Analiza stezen wybranych adipokin oraz chromograniny A
u pacjentdw z nowotworami neuroendokrynnymi oraz w grupie

0sob zdrowych

Wsréd analizowanych adipokin zaobserwowano istotny statystycznie wzrost wisfatyny
w grupach badanych w poréwnaniu z grupg kontrolng. Stezenie omentyny-1 istotnie wzrosto
037% w grupie NENs, 045% w grupie pNENs, 039% w grupie GI-NENs oraz o 31%
w przypadku pacjentéow z L-NENs w pordwnaniu z grupg kontrolng. Ponadto we wszystkich
badanych grupach pacjentéw zaobserwowano istotnie nizsze wartosci rezystyny
w poréwnaniu z grupg kontrolng. Najwiekszy spadek stezenia leptyny wykazano w grupie
pacjentow z o-NENs (o ok. 75%). Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost stezenia CgA
w grupie pacjentéw z NENs oraz w grupach pacjentéw z pNEN oraz L-NENs w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. W przypadku pacjentéw z GI-NENs oraz z o-NENs nie zaobserwowano réznic
istotnych statystycznie w zakresie tego parametru. Zestawienie przedstawionych wynikow

znajduje sie w Tabeli 9.
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Tab. 9. Stezenia adipokin oraz chromograniny A o statystycznym rozktadzie normalnym oraz testy nieparametryczne analizowane w grupie wszystkich pacjentow

z nowotworami neuroendokrynnymi (grupa badana, NENs), a takze u pacjentdw z nowotworami neuroendokrynnymi trzustki (oNENs), uktadu pokarmowego (GI-NENs),

ptuca (L-NENSs) oraz innych lokalizacji (o-NENs) w odniesieniu do oséb zdrowych (grupa kontrolna, Ctrl). Wyniki przedstawiono jako wartos¢ srednig £ btad standardowy

(SEM) oraz jako mediane (M) i rozktad kwartylowy (Q1; Q3); P — poziom istotnosci.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Prens vs ctrl pN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs PGi-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs ctrl o-NENs Po-NeNs vs ctri
Srednia 563,930 762,629 769,312 781,284 755,657 721,030
Omentyna-1 SE!VI 32,747 50,789 48,218 53,209 40,429 59,134
[ng/ml] Mediana | 551,400 756,640 <0,001 799,200 0,008 765,360 0,001 721,900 0,023 700,220 0,109
Q1; a3 406,820; 527,560; 606,520; 545; 540,04; 506,960;
687,580 969,680 904,970 969,68 893,01 999,930
Srednia 2,907 4,076 4,351 2,582 10,254 2,238
SEM 0,341 1,162 0,731 0,429 2,566 0,608
t::;:,:l? Mediana | 2,076 1,973 0,390 3,150 0,531 1,736 0,249 4,321 0,428 0,499 0,012
a1 a3 1,161; 0,455; 0,657, 0,721, 0,620; 0,221,
! 4,947 5,306 6,080 3,949 8,961 1,879
Srednia 10,530 4,089 3,946 3,486 5,277 4,673
Rezystyna SE!VI 0,923 0,530 0,508 0,149 0,725 0,833
[ng/ml] Mediana 9,196 3,495 <0,001 3,435 <0,001 3,481 <0,001 4,123 0,001 3,813 <0,001
Q1; a3 6,795; 2,812; 2,892; 2,872; 2,818; 1,819;
13746,3 4,513 3,838 3,994 6,458 5,238
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Tab. 9. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs PNENs vs Ctrl pN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs PGI-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs Ctrl
Srednia 88,111 370,624 437,224 280,437 500,071 373,612
Wisfatyna SE!VI 44,007 58,086 82,132 16,656 81,496 51,814
[pg/ml] Mediana 19,000 295,082 <0,001 304,758 <0,001 279,406 <0,001 349,868 <0,001 285,484 <0,001
Q1; Q3 19,000; | 222,943; 236,889; 224,374; 242,476; 192,984;
19,000 392,974 398,116 336,883 536,654 565,988
Srednia 16,004 20,578 23,363 18,794 21,705 19,793
Chromogranina A SE!VI 0,625 1,382 1,209 1,475 0,676 1,648
[ng/ml] Mediana 15,690 21,068 <0,001 24,170 <0,001 19,122 0,093 21,546 <0,001 19,507 0,128
Q1; Q3 13,230; 17,466; 19,200; 15,688; 18,560; 16,650;
18,191 25,760 27,118 24,591 24,745 24,522

Kolor czerwony czcionki — wynik istotnie statystyczny;

Wynik pogrubiony - wskazanie, czy do analizy brano pod uwage srednig lub mediane.
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5. Analiza parametréw stanu zapalnego pacjentéw z nowotworami

neuroendokrynnymi oraz w grupie oséb zdrowych

Wsréd parametrow stanu zapalnego o istotnym statystycznie wzroscie stezen we
wszystkich grupach badanych w odniesieniu do grupy kontrolnej wyrdznia sie: CTACK,
eotaksyne, G-CSF, GM-CSF, GRO-a, HGF, IFN-a2, IFN-y, IL-1a, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-2Ra, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IL-16, IL-17A, LIF, MCP-1, MCP-3, M-CSF, MIF, MIG, B-NGF,
RANTES, SCF, SCGF-B, TNF-a, VEGF. Istotny statystycznie spadek stezerh we wszystkich grupach
badanych w poréwnaniu z grupg kontrolng zaobserwowano w przypadku PDGF-BB oraz
TNF-B. Brak zmian istotnych statystycznie we wszystkich grupach badanych pacjentéw
dotyczyt 1L-13 oraz IP-10. W przypadku bFGF odnotowano istotny statystycznie, ok.
pieciokrotny wzrost stezenia w grupie pacjentéw z NENs, pNENs, GI-NENs oraz o-NENs
w porownaniu z grupg kontrolng. W tych samych grupach odnotowano zmiany istotne
statystycznie réwniez w przypadku IL-3, IL-12(p40) oraz IL-12(p70). Istotny statystycznie
wzrost stezenia IL-9 (o 4%) zauwazono wytgcznie w przypadku grupy pacjentow z pNENS,
natomiast dla IL-18 odnotowano istotne zmiany dla pacjentow z grupy NENs, pNENs,
a najwiekszy (ok. trzykrotny) wzrost stezenia IL-18 wystgpit w grupie badanej z o-NENSs. Istotny
wzrost wartosci stezenia MIP-1a wystgpit w grupie NENs bez wzgledu na lokalizacje oraz
w grupach z pNENs, L-NENs i o-NENs, a w przypadku MIP-1f doszto do istotnego statystycznie
spadku oznaczanego stezenia w grupie pacjentow z NENs, pNENs oraz GI-NENs w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Dla parametru SDF-1la+B wystgpit spadek stezenia dla grupy pacjentow
z NENs w poréwnaniu z grupg kontrolng o ok. 2%. Zaobserwowano istotny statystycznie
wzrost stezenia TRAIL w grupie pacjentdw z NENs, pNENs, L-NENs oraz o-NENs w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Nie wykazano takich réznic w przypadku grupy pacjentow z GI-NENs.

Zestawienie przedstawionych wynikéw znajduje sie w Tabeli 10.
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Tab. 10. Parametry stanu zapalnego o statystycznym rozktadzie normalnym oraz testy nieparametryczne analizowane w grupie wszystkich pacjentéw z nowotworami

neuroendokrynnymi (grupa badana, NENSs), a takze u pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi trzustki (oNENs), uktadu pokarmowego (GI-NENSs), ptuca (L-NENs)

oraz innych lokalizacji (o-NENs) w odniesieniu do oséb zdrowych (grupa kontrolna, Ctrl). Wyniki przedstawiono jako wartosé srednig * btgd standardowy (SEM) oraz jako

mediane (M) i rozktad kwartylowy (Q1; Q3); P — poziom istotnosci.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl pN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs PGi-NENs vs Ctrl L-NENs PLNENs vs Ctrl o-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia | 894,803 | 1927,558 2046,284 1900,696 1899,128 1842,714
CTACK SEM 48,462 | 113,570 132,427 92,955 138,879 113,093
(pg/mi] | Mediana [ 842,840 | 1801,195 | <0001 [ 1913330 |  <0,001 1779,335 <0,001 1769,180 <0,001 1719,680 <0,001
Quqz | 698120 | 1432,195; 1459,898; 1415,223; 1384,928; 1387,505;
g 1049,150 | 2472,720 2792,185 2243,500 2393,668 2301,153
Srednia | 102,969 | 165,514 178,007 163,576 136,197 174,439
y SEM 9,032 12,692 10,552 16,493 5,598 9,229
E‘[’;Z /:’I']'a Mediana | 98,650 | 150,030 <0,001 | 164,950 <0,001 127,745 <0,001 127,550 0,007 185,775 <0,001
Quqs | 64200 | 118448; 141,575, 108,738; 112,910; 146,850;
g 119,520 | 194,305 217,908 189,695 167,540 195,445
Srednia | 29,309 | 101,890 112,291 94,401 88,812 111,186
bFGE SEM 2,409 12,138 12,523 12,832 11,348 11,187
(pg/my] | _Mediana [ 26,730 | 133,220 0,002 144,910 <0,001 133,220 0,048 125,990 0,114 129,605 0,004
auqz | 24240 3,260; 23,553; 3,260; 21,750; 79,025;
31,070 | 152,680 163,558 146,51 134,923 154,158
Srednia | 34,778 | 737,933 913,524 630,031 589,319 837,249
.CSF SEM 4,791 125,906 207,276 76,826 80,329 83,662
(pg/mi] | Mediana [ 30510 | 597,170 | <0001 | 607,140 <0,001 546,930 <0,001 449,110 <0,001 903,540 <0,001
auqz | 6350 | 398873 443,848; 358,305; 247,543; 558,408;
44610 | 876,375 868,785 700,353 944,458 1078,023
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Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs PGi-NENs vs Ctrl L-NENs PLNENs vs Ctrl o-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 0,480 21,652 32,473 18,869 14,040 18,395
GM-CSE SEM 0,000 6,058 11,475 1,725 1,633 1,775
[pg/ml] Mediana 0,480 18,700 <0,001 20,045 <0,001 18,700 <0,001 15,215 <0,001 20,925 <0,001
a1; Q3 0,480; 13,020; 11,490; 14,133; 7,560; 14,010;
0,480 24,770 28,430 23,718 19,535 24,553
Srednia 591,017 1201,284 1201,293 1181,305 1191,067 1251,388
GRO-t SEM 61,061 41,437 51,255 38,072 27,844 44,281
[pg/ml] Mediana | 636,390 1203,480 <0,001 1228,575 <0,001 1180,305 <0,001 1183,845 0,007 1267,205 <0,001
QL Q3 398,290; | 1042,035; 1011,850; 1032,423; 1090,975; 1046,550;
866,195 1330,193 1362,553 1277,410 1242,095 1445,648
Srednia 290,862 603,779 760,277 525,714 534,668 606,316
SEM 16,337 45,835 65,110 31,627 26,137 38,179
[p:i:“] Mediana | 279,070 568,470 <0,001 664,330 <0,001 504,700 <0,001 513,180 <0,001 647,805 <0,001
al: a3 228,550; 425,690; 487,510; 386,788; 422,355; 432,268;
! 332,305 721,720 929,650 662,275 622,555 725,788
Srednia 0,950 54,939 54,284 50,206 51,971 68,127
IFN-02 SEM 0,000 6,302 6,509 5,546 7,666 6,535
[pg/ml] Mediana 0,950 47,600 <0,001 50,230 <0,001 47,600 <0,001 52,400 <0,001 80,285 <0,001
Q1 Q3 0,950; 33,820; 28,040; 36,710; 19,100; 41,988;
0,950 79,083 85,050 58,020 70,538 97,953
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Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs Pai-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 6,975 18,793 24,374 17,672 14,103 17,016
IEN-y SE!VI 0,418 2,519 4,162 1,757 0,811 1,259
[pg/ml] Mediana 6,220 15,540 <0,001 18,000 <0,001 15,335 <0,001 14,505 <0,001 19,615 <0,001
Q1; Q3 5,720; 11,360; 11,145; 11,573; 10,955; 9,098;
8,480 21,220 23,513 19,718 16,463 22,220
Srednia 4,536 132,769 136,961 151,977 103,671 108,013
e SEM 0,562 19,067 14,442 25,823 11,611 9,538
[pg/ml] Mediana 3,730 120,040 <0,001 136,640 <0,001 120,040 <0,001 114,085 <0,001 109,610 <0,001
Q1; Q3 3,730; 90,530; 90,530; 102,220; 68,830; 78,285;
3,730 156,540 161,948 142,735 153,465 147,330
$rednia 0,494 7,011 7,483 7,552 5,656 6,229
SEM 0,071 0,568 0,481 0,641 0,495 0,537
[;:/];EI] Mediana 0,290 7,430 <0,001 7,430 <0,001 7,430 <0,001 6,160 <0,001 7,115 <0,001
a1 a3 0,290; 6,160; 6,320; 6,160; 4,773; 5,995;
! 0,290 8,660 9,110 8,660 7,353 8,660
Srednia 165,569 990,829 1070,059 1021,947 857,021 916,117
IL-1ra SEM 12,182 116,934 100,479 151,371 66,033 83,746
[pg/ml] Mediana 147,050 982,710 <0,001 164,085 <0,001 913,975 <0,001 982,710 <0,001 1044,785 <0,001
Q1; Q3 127,355; 687,760; 761,498; 687,760; 538,735; 573,178;
214,180 1221,310 1377,235 982,710 1221,310 1221,310
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Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs Pai-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia | 1,290 19,790 27,971 17,092 6,807 24,031
IL-2 SEM 0,000 4,479 6,136 3,993 2,210 3,457
Mediana | 1,290 1,290 <0,001 26,535 <0,001 1,290 <0,001 1,290 0,016 28,105 <0,001
[pg/ml] auas | Y20 1,290; 1,290; 1,290; 1,290; 1,290;
1,290 33,340 40,148 29,150 1,290 36,743
Srednia | 46,435 | 196,963 235,252 178,799 170,715 202,601
IL-2Ro SEM 3,012 21,452 36,328 9,196 14,132 16,332
Mediana | 41,550 | 184,690 | <0,001 | 201,830 <0,001 172,175 <0,001 179,145 <0,001 232,075 <0,001
[pg/ml] auqs | 34695 | 139,0%; 141,965; 140,905; 134,390; 121,44;
' 53,460 | 237,415 240,715 217,390 228,775 267,62
$rednia | 0,189 5,998 12,139 4,419 0,710 4,873
IL-3 SEM 0,059 3,151 5,361 1,879 0,339 2,103
Mediana | 0,130 0,130 0,007 0,130 <0,001 0,130 0,009 0,130 0,422 0,130 0,048
[pg/ml] g | 0130 0,130; 0,130; 0,130; 0,130; 0,130;
’ 0,130 0,130 9,753 0,130 0,130 0,130
Srednia | 2,061 13,458 13,959 13,998 10,643 13,732
IL-4 SEM 0,175 0,920 0,936 0,891 0,985 0,889
Mediana | 2,110 13,380 <0,001 15,250 <0,001 12,895 <0,001 10,920 <0,001 14,320 <0,001
[pg/ml] Quas | LS | 11430 13,380; 11,430; 8,465; 13,015;
2,630 16,160 17,710 15,933 15,250 16,603

86




Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs Pai-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 7,597 104,324 129,867 103,819 68,115 97,430
IL-5 SEM 3,967 18,354 28,905 14,254 9,590 11,003
[pg/ml] Mediana 3,630 90,840 <0,001 83,265 <0,001 94,500 <0,001 53,910 <0,001 105,085 <0,001
Q1; Q3 3,630; 50,753; 64,140; 56,000; 29,918; 48,535,
3,630 135,880 150,483 127,555 103,185 139,145
Srednia 0,380 20,376 29,279 16,572 15,721 19,707
IL-6 SEM 0,000 4,373 7,978 1,289 1,631 2,520
[pg/ml] Mediana 0,380 16,450 <0,001 16,020 <0,001 15,735 <0,001 18,860 <0,001 21,705 <0,001
QL Q3 0,380; 10,828; 9,753; 11,043; 10,308; 10,618;
0,380 23,400 23,118 18,720 20,995 25,525
Srednia 1,920 29,907 31,307 28,094 17,003 41,513
SEM 0,000 4,014 3,055 2,295 1,714 7,359
[pIgL/-ZnI] Mediana 1,920 28,665 <0,001 30,920 <0,001 26,290 <0,001 21,660 <0,001 30,920 <0,001
ai: a3 1,920; 21,66; 21,660; 21,660; 8,715; 21,660;
! 1,920 39,41 39,410 37,288 21,660 39,410
Srednia 7,344 32,311 31,553 31,559 23,802 41,330
IL-8 SEM 0,573 3,448 2,375 3,231 2,409 5,145
[pg/ml] Mediana 6,170 27,120 <0,001 27,120 <0,001 27,120 <0,001 21,220 <0,001 36,210 <0,001
QL; Q3 5,090; 19,71, 23,595; 22,420; 15,575; 24,735;
8,835 40,64 39,533 36,210 33,935 51,445
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Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs Pai-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 503,224 553,179 582,967 535,613 519,992 574,442
IL- 9 SEM 3,812 23,369 26,181 23,729 11,058 25,255
[pg/ml] Mediana | 507,130 529,595 0,06 527,495 0,026 525,940 0,247 518,020 0,401 567,565 0,077
Q1; Q3 486,610; 461,395; 489,970; 436,353; 474,243; 472,458;
523,280 610,28 671,618 590,805 572,660 695,888
Srednia 1,060 4,928 5,600 4,824 4,024 4,903
IL-10 SEM 0,000 0,542 0,604 0,589 0,466 0,394
[pg/ml] Mediana 1,060 5,810 <0,001 5,810 <0,001 4,730 <0,001 3,650 <0,001 5,810 <0,001
QL Q3 1,060; 3,650; 3,650; 3,650; 1,060; 3,650;
1,060 5,810 7,6250 5,810 6,328 5,810
Srednia 14,680 120,544 239,431 86,404 14,680 109,021
IL-12 (p40) SE!VI 0,000 41,511 60,843 34,389 0,000 28,677
[pg/ml] Mediana 14,680 14,680 0,004 14,680 <0,001 14,680 0,020 14,680 - 14,680 0,002
ai: a3 14,680; 14,680; 14,680; 14,680; 14,680; 14,680;
! 14,680 14,680 501,588 14,680 14,680 101,388
Srednia 1,430 8,943 13,244 6,216 4,790 11,938
IL-12 (p70) SE!VI 0,000 2,805 4,226 1,681 1,967 2,746
[pg/ml] Mediana 1,430 1,430 <0,001 1,430 <0,001 1,430 0,001 1,430 0,097 1,430 <0,001
Q1; Q3 1,430; 1,430; 1,430; 1,430; 1,430; 1,430;
1,430 13,280 17,250 9,853 1,430 16,335
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Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs Pai-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 0,889 3,775 5,684 0,982 1,193 9,021
IL-13 SEM 0,283 2,599 4,096 0,662 0,349 3,347
[pg/ml] Mediana 0,310 0,310 0,832 0,310 0,817 0,310 0,2 0,310 0,674 0,310 0,378
Q1; Q3 0,310; 0,310; 0,310; 0,310; 0,310; 0,310;
0,310 0,310 0,310 0,310 0,310 0,310
Srednia 12,420 101,486 115,005 98,009 79,740 106,596
IL-15 SEM 0,000 11,381 19,159 5,791 7,362 8,318
[pg/ml] Mediana 12,420 98,040 <0,001 94,400 <0,001 96,845 <0,001 90,735 <0,001 122,950 <0,001
ai: a3 12,420; 76,918; 75,513; 83,705; 62,355; 79,748;
! 12,420 122,828 135,325 111,045 108,208 144,375
Srednia 46,065 142,684 138,537 137,757 129,958 168,400
SEM 3,278 10,309 6,917 5,950 8,376 19,119
[:)I-g-/lr?ﬂ] Mediana 42,960 137,630 <0,001 140,660 <0,001 131,520 <0,001 125,300 <0,001 157,060 <0,001
QL Q3 33,995; 112,730; 115,883; 113,130; 105,150; 109,490;
54,785 167,280 165,555 165,825 151,105 188,315
Srednia 2,440 61,754 63,687 50,179 43,051 97,718
IL-17A SEM 0,000 10,735 9,7130 10,949 7,839 11,853
[pg/ml] Mediana 2,440 45,020 <0,001 65,400 <0,001 34,630 <0,001 39,825 <0,001 105,060 <0,001
QL; Q3 2,440; 2,440; 2,440; 2,440; 2,440; 53,920;
2,440 85,390 100,165 64,138 75,430 143,860
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Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs Pai-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 37,177 79,345 95,033 62,399 56,297 111,073
IL-18 SEM 3,838 14,289 15,041 15,054 6,482 14,562
[pg/ml] Mediana 33,040 54,020 0,031 66,200 0,019 36,085 0,928 54,130 0,064 101,000 0,004
Q1; Q3 19,300; 23,450; 25,973; 0,660; 37,400; 41,190
46,660 106,270 147,408 64,370 69,585 171,503
Srednia 505,567 491,863 511,727 429,777 745,253 406,439
IP-10 SEM 66,167 103,892 92,580 57,265 222,879 46,099
[pg/ml] Mediana | 404,620 342,245 0,163 342,245 0,553 315,085 0,169 372,695 0,555 316,550 0,208
QL Q3 315,975; 259,760; 256,700; 256,185; 285,425; 260,240;
498,360 489,630 603,998 472,150 437,823 489,630
Srednia 13,931 289,931 303,332 302,315 215,728 300,844
SEM 2,315 20,797 21,345 18,201 21,387 23,329
[ng;I:nI] Mediana 3,860 299,310 <0,001 321,290 <0,001 299,310 <0,001 230,150 <0,001 332,060 <0,001
ai: a3 3,806; 230,150; 276,840; 236,068; 172,625; 273,643;
! 16,830 345,485 350,795 337,445 293,338 369,168
Srednia 35,973 135,349 155,233 126,162 124,063 135,993
MCP-1 SEM 3,654 9,869 12,585 7,132 9,595 10,624
[pg/ml] Mediana 28,000 120,585 <0,001 163,480 <0,001 116,620 <0,001 109,030 <0,001 126,465 <0,001
QL; Q3 2,077, 98,090; 103,855; 100,465; 94,465; 98,090;
42,300 168,800 192,360 141,223 159,253 172,260
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Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs Pai-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 0,480 9,159 8,591 8,987 8,169 11,048
MCP-3 SEM 0,000 1,112 1,153 1,075 1,200 1,109
[pg/ml] Mediana 0,4800 8,445 <0,001 8,160 <0,001 7,970 <0,001 4,945 <0,001 13,305 <0,001
Q1; Q3 0,480; 4,178; 1,433; 5,255; 2,655; 6,203
0,480 14,453 13,405 12,263 15,575 15,913
Srednia 5,488 26,649 43,082 20,643 17,514 23,673
M-CSE SEM 0,547 6,974 13,013 1,972 1,617 2,385
[pg/ml] Mediana 5,490 20,400 <0,001 26,860 <0,001 18,640 <0,001 16,855 <0,001 28,125 <0,001
QL Q3 3,510; 12,778; 15,030; 11,853; 8,373; 11,158;
6,670 30,860 37,670 27,918 24,298 36,655
Srednia 551,077 4393,315 3021,977 2749,025 5719,388 8778,466
SEM 89,691 1153,163 453,538 423,452 1362,801 2105,608
MIF Mediana | 386,500 2184,485 <0,001 1933,495 <0,001 1998,285 <0,001 2249,665 <0,001 3988,935 <0,001
[pg/ml] 1323,430
Q1 a3 283,140; | 1205,510; 1383,488; 1000,705; ; 2560,720;
652,035 4484,038 4239,573 3338,740 4948253 1089,443
Srednia 155,589 368,074 348,199 329,548 583,975 315,344
MIG SEM 24,873 58,754 31,239 41,401 121,192 43,934
[pg/ml] Mediana 107,630 289,300 <0,001 300,335 <0,001 294,680 <0,001 299,945 0,001 241,335 0,002
QL; Q3 77,960; 181,283; 219,783; 172,31; 224,233; 148,498;
182,010 435,408 424,935 346,778 573,963 340,143

€0t




Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs Pai-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 1,661 4,449 5,178 3,699 4,526 4,980
MIP-1a SEM 0,155 0,613 0,629 0,598 0,605 0,634
[pg/ml] Mediana 1,450 4,500 <0,001 5,070 <0,001 4,500 0,167 4,185 0,003 5,640 0,006
a1; Q3 1,280; 0,120; 2,933; 0,120; 2,465; 1,455,
1,900 6,660 7,013 5,640 5,270 7,105
Srednia 412,563 397,224 416,419 381,010 391,675 409,449
MIP-18 SE!VI 4,009 14,943 17,282 15,747 5,244 14,630
[pg/ml] Mediana | 416,030 399,495 0,044 404,480 <0,001 371,135 0,002 401,880 0,05 419,905 0,889
QL Q3 400,110; 334,810; 339,468; 314,613; 372,998; 359,648;
427,305 428,508 461,943 417,730 412,615 452,280
Srednia 1,899 56,871 67,774 51,626 46,278 60,971
SEM 0,659 7,775 13,247 3,966 4,672 5,324
[g-gN/gi] Mediana 0,470 51,175 <0,001 54,085 <0,001 48,915 <0,001 48,595 <0,001 70,595 <0,001
al: a3 0,470; 33,278; 31,830; 36,658; 27,363; 43,595;
! 0,470 75,460 79,353 60,553 63,148 81,948
Srednia | 3439,245 | 2004,191 2043,183 1742,355 2190,393 2367,329
PDGE-BB SEM 263,637 159,215 137,755 145,219 111,933 220,913
[pg/ml] Mediana | 2942,130 | 1815,200 <0,001 2039,345 <0,001 1626,230 <0,001 2145,465 <0,001 1980,380 0,011
Q1 Q3 2208,445; | 1436,980; 1507,975; 1259,250; 1614,393; 1720,720;
4427,820 | 2339,930 2375,278 1897,810 2669,803 2740,890
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Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs Pai-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 12,113 19,621 19,569 19,725 20,948 18,476
RANTES SEM 0,881 1,092 1,266 949,513 1,005 1,247
[ng/ml] Mediana 10,763 19,886 <0,001 22,108 <0,001 19,189 <0,001 20,859 <0,001 17,088 0,001
Q1; Q3 9,172; 15,373; 14,238; 16,155; 17,088; 14,191;
12,808 26,467 26,467 25,784 26,467 26,467
Srednia 62,223 221,129 227,069 216,744 211,583 229,439
SCF SEM 3,133 16,227 12,801 17,940 17,124 17,250
[pg/ml] Mediana 59,320 205,960 <0,001 232,190 <0,001 193,220 <0,001 205,960 <0,001 219,595 <0,001
Q1; a3 49,770; 154,495; 188,295; 152,485; 153,403; 151,480;
73,340 272,450 292,340 217,658 262,918 296,950
Srednia 37,312 92,457 105,015 78,456 77,094 116,467
SEM 1,231 9,354 10,486 5,691 3,418 14,426
[S:gC;I;-]?] Mediana 38,600 79,978 <0,001 84,858 <0,001 69,744 <0,001 78,039 <0,001 110,991 <0,001
QL Q3 32,965; 54,132; 55,818; 53,077; 65,879; 53,588;
42,116 112,019 130,998 99,785 86,003 122,323
Srednia 1,588 1,529 1,535 1,487 1,579 1,569
SDF-1a:+B SE!VI 0,051 0,053 0,048 0,056 0,058 0,052
[ng/ml] Mediana 1,491 1,465 <0,001 1,436 0,516 1,454 0,196 1,455 0,705 1,643 0,847
Q1; Q3 1,383; 1,301; 1,299; 1,247; 1,343; 1,369
1,860 1,715 1,722 1,571 1,760 1,738

SoT




Tab. 10. Kontynuacja.

Rodzaj grupy
Parametr
Ctrl NENs Pnens vs ctrl PN ENs PpNENs vs Ctrl GI-NENs PGi-NENs vs Ctrl L-NENs PL-NENs vs Ctrl 0-NENs Po-NENs vs ctrl
Srednia 48,158 173,847 182,839 174,802 165,696 165,569
TNE-a SEM 2,320 13,893 12,409 13,317 20,021 12,699
[pg/ml] Mediana 45,940 163,640 <0,001 182,315 <0,001 152,650 <0,001 147,080 <0,001 169,045 <0,001
Q1; Q3 42,180; 140,030; 141,450; 141,450; 85,588; 122,730;
50,255 205,900 243,555 185,08 216,110 205,900
Srednia 1201,914 723,991 750,210 669,421 779,793 762,051
TNF-B SE!VI 11,812 36,829 37,893 31,593 42,249 40,658
[pg/ml] Mediana | 1198,140 685,300 <0,001 701,100 <0,001 672,540 <0,001 671,515 <0,001 734,695 <0,001
QL Q3 1177,025; | 567,848; 585,623; 544,333; 643,128; 612,058;
1252,715 825,223 875,013 733,680 846,990 864,148
Srednia 20,015 30,308 38,692 23,540 33,090 31,074
SEM 0,979 3,599 4,208 3,534 2,779 2,763
[::2:'“ Mediana 18,840 31,660 <0,001 39,650 0,002 24,250 0,423 28,540 0,001 33,195 0,018
ai: a3 17,225; 17,450; 23,658; 1,780; 24,665; 21,853;
! 23,045 42,550 46,565 38,915 36,120 43,260
Srednia 24,597 1181,978 1418,872 1098,865 842,130 1287,751
VEGE SEM 6,587 204,587 326,194 135,675 145,091 144,655
[pg/ml] Mediana 18,010 1029,025 <0,001 956,305 <0,001 976,230 <0,001 889,135 <0,001 1163,430 <0,001
QL; Q3 18,010; 550,305; 564,498; 565,918; 18,010; 972,533;
18,010 1629,028 1687,435 1475,593 1302,310 1833,853

Kolor czerwony czcionki — wynik istotnie statystyczny;

Wynik pogrubiony - wskazanie, czy do analizy brano pod uwage srednig lub mediane.

bFGF - podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow, CTACK - skdrna chemokina przyciggajgca limfocyty T, G-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw, GM-CSF - czynnik
stymulujgcy tworzenie granulocytéw i makrofagdéw, GRO-a - onkogen regulowany wzrostem, HGF - czynnik wzrostu hepatocytéw, IFN - intereferon), IL- interleukina, IP-10 - indukowane
interferonem y biatko 10kDa, LIF - czynnik hamujacy biataczke, MCP - biatko chemotaktyczne monocytéw, M-CSF - czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii makrofagéw, MIG — monokina
indukowana przez interferon y, MIP - makrofagowe biatko zapalne, B-NGF - czynnik wzrostu nerwéw, PDGF-BB - ptytkopochodny czynnik wzrostu BB), RANTES - regulowana aktywacja,
prawidtowa ekspresja i sekrecja komoérek T, SCF - czynnik komdrek macierzystych, SCGF-B - czynnik wzrostu komérek macierzystych, SDF - czynnik pochodzacy z komérek zrebu, TRAIL -

ligand indukujgcy apoptoze zwigzany z TNF, TNF — czynnik martwicy nowotworu, VEGF - czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego
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6. Analiza ANOVA

W tescie ANOVA odnotowano 3 parametry istotne statystycznie, ktdére zostaty

potwierdzone testem post-hoc. Wsrdd nich wyrdznia sie BMI, GPx oraz greline.

W przypadku BMI odnotowano nizsze istotne statystycznie wartosci w grupie

pacjentéw z o-NENs w poréwnaniu z grupg pacjentéw z pNENs oraz L-NENs, co przedstawia

Rycina 5.

40
1

35

30

BMI

#

20
1

PMENs GI-NENs

L-NENs

LOKALIZACIA

o-MENs

Poréwnanie p-wartos¢ | Decyzja
GI-NENs vs pNENs | 0.15396 -—
L-NENs vs pNENs 1.00000
L-NENs vs GI-NENs | 0.06331 ---
0-NENs vs pNENs 0.00316 *okok
o-NENSs vs GI-NENs | 1.00000
GI-NENs vs L-NENs | 0.00976 ok ok

***rdznica miedzy medianami p <0,05

--- brak réznicy miedzy medianami

Ryc. 5. Wykres skrzynkowy dla BMI u pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi (NENs)

o roznych lokalizacjach oraz wyniki testu post-hoc U Manna-Whitneya.
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Wartosci GPx rdznig sie istotnie statystycznie miedzy grupa pacjentéw z GI-NENs

w porownaniu z grupami pacjentow z pNENs, L-NENs oraz o-NENs. Przedstawienie wynikéw

pokazuje Rycina 6.

35

k1)
1

GPx

20

15

10
1

PNEINS G"NEINS L-N;Ns G-NEINs
LOKALIZACIA
Porownanie p-wartos¢ | Decyzja
GI-NENs vs pNENs | 0.00004 *kk
L-NENs vs pNENs 0.31673
L-NENs vs GI-NENs | 0.04584 *kk
0-NENs vs pNENs 0.47699
o-NENs vs GI-NENs | 0.00544 *kk
GI-NENs vs L-NENs | 1.00000 -

***rdznica miedzy medianami p <0,05

--- brak réznicy miedzy medianami

Ryc. 6. Wykres skrzynkowy dla GPx u pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi (NENSs)

o roznych lokalizacjach oraz test post-hoc U Manna-Whitneya.
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Stezenie greliny wykazywato rdznice istotng statystycznie w przypadku poréwnania
grupy pacjentdéw z L-NENs z grupa pacjentdéw z GI-NENSs, co pokazuje Rycina 7.

Greling
000 4000
1 L

2000
o

1000

& T — %;

PMNENs GI-NENs L-NENs

o-MENs

LOKALIZACIA

Poréwnanie p-wartos¢ | Decyzja

GI-NENs vs pNENs | 1.00000 -

L-NENs vs pNENs 0.70809

L-NENs vs GI-NENs | 0.04988 ok

0-NENs vs pNENs 1.00000 -

o-NENs vs GI-NENs | 0.45119 -

GI-NENs vs L-NENs | 1.00000 -

***rdznica miedzy medianami p <0,05

--- brak réznicy miedzy medianami

Ryc. 7. Wykres skrzynkowy dla greliny u pacjentow  z nowotworami

neuroendokrynnymi (NENs) o réznych lokalizacjach oraz test post-hoc U Manna-Whitneya.

109



Niektére zmienne byty istotne statystycznie w pierwszym etapie analizy, jednak test
post-hoc nie wskazat grup, ktore wykazujg poziom istotnosci p<0,05. Oznacza to, iz rdznice
w populacji wystepujg, ale na podstawie badanej prébki nie mozna przewidzieé, w ktorej
z grup ta rdéznica wystepuje. Aby sprawdzi¢ jakie sg konkretne zmiany pomiedzy grupami
roznigcymi sie lokalizacja guza nalezatoby przeprowadzi¢ badania na wiekszej liczbie
pacjentéw lub powtdrzy¢ badanie bardziej precyzyjnym testem. Dotyczyto to zmiennych:
masa ciata, PAI-1, IL-7, IL-12(p40) oraz PDGF-BB. Dla zmiennych o rozkfadzie parametrycznym:
wzrost, SOD, CAT, omentyna-1, CgA, CTACK, GRO-a nie stwierdzono réznic pomiedzy srednimi.
Dla zmiennych o rozktadzie nieparametrycznym: wiek, MDA w osoczu ikrwinkach
czerwonych, melatoniny, C-peptydu, GIP, GLP-1, glukagonu, insuliny, leptyny, rezystyny,
wisfatyny, eotaksyny, bFGF, G-CSF, GM-CSF, HGF, IFN-a2, IFN-y, IFN-1q, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-
2Ra, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-15, IL-16, IL-17A, IL-18, IP-10, LIF,
MCP-1, MCP-3, M-CSF, MIF, MIG, MIP-1a, MIP-18, B-NGF, RANTES, SCF, SCGF-B, SDF-1a+8,
TNF-a, TNF-B, TRAIL, VEGF nie stwierdzono réznic pomiedzy medianami.
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7. Korelacje

Przeprowadzono analize korelacji miedzy CgA, jako podstawowym markerem NENs
a wybranymi parametrami oznaczanymi w niniejszej pracy. Parametry, takie jak aktywnosc
GPx, a takze stezenie GLP-1, glukagonu, leptyny, wisfatyny, GM-CSF, GRO-a, HGF, IFN-y, IL-1q,
IL-2Ra, IL-5, IL-9, IP-10, M-CSF, MIP-1B, SCGF-3, TNF-B korelowaty dodatnio ze stezeniem CgA,

natomiast stezenie omentyny-1 korelowato z tg zmienng w sposdb ujemny (Tabela 11).

Tab. 11. Korelacje badanych zmiennych z chromograning A

Chromogranina A

Parametr
Korelacja

GPx 0.244 0.024
Omentyna-1 -0.246 0.027
GLP-1 0.24 0.028
Glukagon 0.26 0.017
Leptyna 0.335 0.002
Wisfatyna 0.224 0.041
GM-CSF 0.246 0.024
GRO-a 0.259 0.017
HGF 0.243 0.026
IFN-y 0.234 0.032
IL-1a 0.237 0.03
IL-2Ra 0.26 0.017
IL-5 0.238 0.029
IL-9 0.274 0.012
IP-10 0.274 0.012
M-CSF 0.278 0.011
MIP-1B 0.283 0.009
SCGF-B 0.302 0.005
TNF-B 0.253 0.02
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8.  Analiza krzywych ROC

Dla parametrow wykazujgcych znamienne statystycznie réznice wykonano wykreslenie
krzywych ROC, aby zlokalizowaé potencjalnie najbardziej czute iswoiste markery NENs.
Krzywe te przedstawiono dla parametréw, dla ktérych pole pod krzywa (AUC, ang. area under
curve) wynosito >0,9 i p<0,05 czyli dla: melatoniny, SCF, G-CSF, B-NGF, IL-16, MCP-1, IL-2Ra,
TNF-a, MIF, IL-1a, GIP, IL-4, LIF, TNF-B, IL-1ra, IL-1pB, IL-15, IL-7, IL-8, IL-6, GRO-a, M-CSF,
CTACK, SCGF-B, IFN-a2. Dla wyzej wymienionych zmiennych w tabelach przedstawiono
rowniez wartosci AUC, przedziat ufnosci, warto$¢ p, atakze wyznaczony punkt odciecia.
Analiza wykazata, ze stezenie melatoniny oraz TNF-B to markery negatywne, co oznacza, ze
ich nizsze wartosci pozwalajg na klasyfikacje pacjenta jako chorego. W pozostatych

opisywanych przypadkach to wyzsze wartosci predysponujg do wykrycia choroby.

Punkt
Parametr AUC AUCJ AucCH Czutosé Swoistos¢
odciecia

09608 09210 1,0006 <0,0001 <313620  0,9880

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistos¢

Ryc. 8. Krzywa ROC dla melatoniny.
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Punkt
Parametr  AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

SCF 0,9575 0,9207 0,9942 <0,0001 >127,1400 0,8929

. -r’_'_,_l_'—'—
0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistosc¢

Ryc. 9. Krzywa ROC dla SCF (czynnik komdrek macierzystych).

Punkt
Parametr AUC AUCJ AUCH Czutosé Swoistos¢
odciecia
G-CSF 0,9537 0,9142 0,9931 <0,0001 >161,5700 0,9048
1
_—
0.8
w 0.6
S
=
© 0.4
0.2
0
0 05 1

1 - Swoistosc¢

Ryc. 10. Krzywa ROC dla G-CSF (czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw)
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Punkt
Parametr AUC AUCJ, AUCH Czutosé Swoistos¢
odciecia

m 09513 0,9121 0,9906 <0,0001 >13,5500  0,9048

~

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1

1 - Swoistosc¢

Ryc. 11. Krzywa ROC dla B-NGF (czynnik wzrostu nerwéw ().

Punkt
Parametr AUC AUCJ, AUCH Czutosé Swoistos¢
odciecia

IL-16 0,9505 0,9110 0,9899 <0,0001 >82,2400 0,9167

0.8
w 0.6
2]
o
=}
O
0.4
0.2
0
0 0.5 1

1 - Swoistos¢
Ryc. 12. Krzywa ROC dla IL-16 (interleukina 16).
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Punkt
Parametr AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

MCP-1 0,9505 0,9123 0,9887 <0,0001 >82,7700

0.6

0,8571

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistosc¢

Ryc. 13. Krzywa ROC dla MCP-1 (biatko chemotaktyczne monocytéw 1).

Punkt
Parametr  AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

IL-2Ra 0,9405 0,8988 0,9823 <0,0001 >106,8600
1:'_'_,_’_,_,_.—

0.8

0,8810

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistos¢

Ryc. 14. Krzywa ROC dla IL-2Ra (podjednostka a receptora dla interleukiny 2).
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Punkt
Parametr AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

09347 0,8888 0,9806 <0,0001 >81,1500
1 JJ_.—l—'—'_'

0.8

0,9048

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1

1 - Swoistos¢

Ryc. 15. Krzywa ROC dla TNF-a (czynnik martwicy nowotworu a).

Punkt
Parametr AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistosé

odciecia

0,8837 0,9854 <0,0001 >908,2800

0,8929 0,0571

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1

1 - Swoistos¢

Ryc. 16. Krzywa ROC dla MIF (czynnik hamujacy migracje makrofagow).
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Punkt
Parametr AUC AUCJ, AUCH Czutosé Swoistos¢
odciecia

09337 0,8902 0,9772 <0,0001 565100  0,9167

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistosc¢

Ryc. 17. Krzywa ROC dla IL-1a (interleukina 1a).

Punkt
Parametr AUC AUCJ AUCH p Czutosé Swoistos¢
odciecia

“ 09302 0,8868 0,9736 <0,0001 >7,6000  0,9048 0,0000

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistos¢

Ryc. 18. Krzywa ROC dla GIP (glukozozalezny peptyd insulinotropowy).
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Punkt
Parametr AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

>8,2800 0,8929

09299 0,8838 0,9760 <0,0001
lf'—

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1

1 - Swoistos¢

Ryc. 19. Krzywa ROC dla IL-4 (interleukina 4).

Punkt
Parametr AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

LIF 0,9297 0,8822 0,9773 <0,0001 >73,3100 0,9167

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0:5 1
1 - Swoistos¢
Ryc. 20. Krzywa ROC dla LIF (czynnik hamujacy biataczke).
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Punkt

Parametr AUC AUCJ, AUCH Czutosé Swoistos¢
odciecia

TNF-B 0,9296 0,8787 0,9804 <0,0001 <1092,13 0,9286 0,0571

o

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1

1 - Swoistosc¢

Ryc. 21. Krzywa ROC dla TNF-B (czynnik martwicy nowotworu B).

Punkt
Parametr  AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

0,9289 0,8807 0,9771 <0,0001 >387,1600

Jp—

0,8690

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1

1 - Swoistosc¢

Ryc. 22. Krzywa ROC dla IL-1ra (antagonista receptora interleukiny 1).
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Punkt
Parametr AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

>1,8000

IL-18 0,9261 0,8793 0,9728 <0,0001

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistos¢

Ryc. 23. Krzywa ROC dla IL-1B (interleukina 1pB).

Punkt
Parametr AUC AUCJ AuUCH Swoistos¢

odciecia

IL-15 0,9244 0,8800 0,9689 <0,0001 >40,4800

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistos¢

Ryc. 24. Krzywa ROC dla IL-15 (interleukina 15).
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Punkt
Parametr AUC AUCJ, AUCH Czutosé Swoistos¢
odciecia

09244 0,8800 0,9689 <0,0001 >109800  0,8929

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1

1 - Swoistosc¢

Ryc. 25. Krzywa ROC dla IL-7 (interleukina 7).

Punkt

Parametr AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢
odciecia

09179 0,8660 0,9698 <0,0001 >17,5800  0,8690 0,0286

o.sJJ_r’—
w 0.6
v
L)
=3
O
0.4
0.2
0
0 0.5 1

1 - Swoistos¢

Ryc. 26. Krzywa ROC dla IL-8 (interleukina 8).
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Punkt
Parametr AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

>6,8200

09128 0,8664 0,9592 <0,0001

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistosc

Ryc. 27. Krzywa ROC dla IL-6 (interleukina 6).

Punkt
Parametr  AUC AUCJ AuUCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

0,8529 0,9667 <0,0001 >974,5000

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistosc¢

Ryc. 28. Krzywa ROC dla GRO-a (onkogen regulowany wzrostem).
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Punkt

Parametr AUC AUCJ Czutosc Swoistos¢
odciecia

M-CSF 0,9090 0,8546 0,9633 <0,0001 >8,5500 0,8690 0,0571

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistosc¢

Ryc. 29. Krzywa ROC dla M-CSF (czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii makrofagow).

Punkt
Parametr AUC AUCJ AUCT p Czutosé Swoistos¢
odciecia

“r.ie¢ 09073 0,8548 0,9598 <0,0001 >1369,8500

0,7857

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1
1 - Swoistosc¢

Ryc. 30. Krzywa ROC dla CTACK (skérna chemokina przyciggajgca limfocyty T).
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Punkt
Parametr  AUC AUCJ AUuCH Czutosé Swoistos¢

odciecia

Sleci= - 09035 0,8490 0,9580 <0,0001 >48890,9000

0,8452

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 |

1 - Swoistoscé

Ryc. 31. Krzywa ROC dla SCGF-B (czynnik wzrostu komdrek macierzystych).

Punkt
Parametr AUC AUCJ, AUCH Czutosé Swoistos¢
odciecia

m 09012 0,8530 0,9493 <0,0001 >12,3800  0,8452

0.8

0.6

Czutosé

0.4

0.2

0 0.5 1

1 - Swoistos¢

Ryc. 32. Krzywa ROC dla IFN-a2 (interferon a2).
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Pozostate parametry wykazujace zmiany istotne statystycznie w analizie krzywych
ROC, dla ktérych AUC wynosito <0,9 to: HGF, IFN-y, GM-CSF, rezystyna, VEGF, MCP-3,
wisfatyna, SOD, IL-5, IL-10, waga, BMI, IL-17A, RANTES, MIG, MDA w osoczu, PDGF-BB,
eotaksyna, CgA, insulina, 1I-2, MIP-1a, glukagon, TRAIL, bFGF, omentyna-1, wzrost, PAI-1, wiek,
C-peptyd, IL-12(p70), MDA w krwinkach czerwonych, IL-18, IL-3, IL-12(p40). Brak zmian

istotnych statystycznie wystepowat w przypadku zmiennych: MIP-1B, IL-9, GLP-1, IP-10, SDF-
la+pB, CAT, GPx, IL-13, grelina, leptyna.
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9.  Woz6r logiczny modelu regres;ji

Do analizy regres;ji logistycznej zostato wybranych 7 parametrow, ktére jednoczesnie
wykazywaty zmiany istotne statystycznie w przypadku analizy krzywych ROC oraz korelowaty
z CgA. Byty to zmienne: IL-2Ra, IL-1a, TNF-B, GRO-a, HGF, IL-5, melatonina. Model regresiji
logistycznej z metoda eliminacji cech pozwolit na wskazanie grupy parametrow, ktoérych
zmiany pozwalajg w najwiekszym stopniu rozréznia¢ pacjentéw w grupach. Dla obserwacji
wygenerowano tréjwymiarowy wykres zaleznosci zmiennych TNF-B i GRO-a od uzyskiwanego
prawdopodobienistwa zaklasyfikowania pacjenta jako chorego, co przedstawiono na Rycinie
33. Dodatkowo wyznaczono przyblizony ksztatt hiperptaszczyzny wyznaczajgcej parametry

modelu. Doktadno$¢ modelu wyniosta 94,55%.

+
o
m

PRAWDOPODOEBIENITWO

Ryc. 33. Trojwymiarowy wykres zaleznosci zmiennych TNF-B (czynnik martwicy nowotworu )
i GRO-a (onkogen regulowany wzrostem). Ksztatt +oznacza wynik pacjenta chorego,

natomiast 0 oznacza wynik pacjenta zdrowego.
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Wzér uzyskanego modelu regresji ma postac:

1

Pe=T15 exp(—(—0,009171X, + 0,01051Y;))

gdzie:
pt - prawdopodobienstwo wskazania u pacjenta choroby

Xt- wartos¢ pomiaru parametru TNF-

Y- wartos¢ pomiaru parametru GRO-a
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V. Dyskusja

Nowotwory neuroendokrynne to wyjgtkowa grupa nowotwordéw ztosliwych, ktoére
mimo zwiekszajgcej sie Swiadomosci lekarzy oraz wiekszego dostepu do przesiewowych
metod endoskopowych oraz obrazowych wcigz sprawiajg trudnosci diagnostyczne. Niska
czesto$¢ wystepowania (ok. 2% nowotwordéw ztosliwych), heterogennos¢ guza oraz
niespecyficzny obraz kliniczny czesto utrudniajg rozpoznanie [10]. Badania miedzynarodowe
Simron Singh i wsp. [475] z 2016 roku wskazaty Srednie opdznienie diagnozy od wystapienia
objawdw o 52 miesigce. NENs wzbudzajg jednak coraz wieksze zainteresowanie i intensywnie
poszukuje sie markerow wspierajacych diagnostyke oraz ocene skutecznosci leczenia.

TME, ktére powstaje w otoczeniu guza jest ztozonym i ciggle ewoluujgcym uktadem, ze
wzgledu na fakt, ze komdrki nowotworowe wykazujg silnie stymulujgcg aktywnosé
wptywajgcg na zmiany molekularne, komérkowe ifizyczne w otaczajgcych tkankach [476].
Chroniczny stan zapalny, predysponujacy do nowotworzenia zwigzany jest z réznymi etapami
powstawania nowotwordw, wtym ztransformacjag komdrkowg, promocjg, przezyciem,
proliferacjg, inwazjg, angiogenezg i przerzutami [208]. Stan zapalny ksztattuje TME wptywajgc
na plastycznos¢ komorek poprzez przejscie nabtonkowo-mezenchymalne, zmiany cech
fenotypowych komarek, polaryzacje komérek odpornosciowych, ROS, cytokiny, mechanizmy
epigenetyczne, mIiRNA iztozone kaskady regulacyjne w komdérkach nowotworowych
i zrebowych [477]. Ciekawy jest fakt, iz komédrki zapalne zwigzane zrakiem, ktére mogg
promowac¢ rozwdj nowotworu, charakteryzuja sie rowniez stabilnoscia genetyczna
i jednoczesnie wolniej nabywajg lekoopornos¢, co moze stanowi¢ rodzaj strategii
terapeutycznej raka, ukierunkowanej na stan zapalny [208]. Rudolf Virchow jako pierwszy
zasugerowat zwigzek zapalenia z promocjg nowotworu, jednak to dwaj inni lekarze, Wilhelm
Busch oraz William Coley dali poczagtek immunoterapii [478]. Rowniez adipocyty, ktdre
fizjologicznie odpowiedzialne sg za magazynowanie nadmiaru energii, moga oddziatywac na
TME poprzez wydzielanie adipokin, enzymdw, hormondw, czynnikdw wzrostu i cytokin,
wspierajgc progresje nowotworu [476]. Dotyczy to gtdwnie guzéow z wysoka zawartoscia
tkanki ttuszczowej, a otytosé, w ktérej wystepuje zwiekszona aktywnosé endokrynna, stanowi

jeden z czynnikdéw ryzyka nowotwordw, np. piersi, trzustki, czy jajnika [476]. Wiele adipokin

128



odpowiada za gospodarke weglowodanowo-lipidowg i mogg one przyczyniac sie do inicjacji
i progresji roznych typow nowotwordw poprzez stymulacje metabolicznego
przeprogramowania komorek [479,480]. W wielu badaniach potwierdzono réwniez udziat ROS
w rozwoju otytosci, powiktan z nig zwigzanych oraz w nowotworzeniu, poprzez inicjowanie
uszkodzen DNA i niestabilnosci genetycznej, aktywowanie sygnalizacji pronowotworowych,
a takze zwiekszanie przezycia iproliferacji komorek [481]. Co wazne, w stanie zapalnym
mastocyty i leukocyty sg rekrutowane do miejsca uszkodzenia, co prowadzi do ,,wybuchu
tlenowego” na skutek zwiekszonego poboru tlenu, a co za tym idzie zwiekszonego uwalniania
i gromadzenia ROS w miejscu uszkodzenia [312]. Po wystgpieniu bodzZca zapalnego inicjacja
karcynogenezy przez ROS moze odbywac sie bezposrednio przez utlenianie lub nitrowanie
jagdrowego DNA, RNA, czy lipidéw lub posrednio poprzez szlaki sygnalizacyjne aktywowane
przez ROS [312]. Stan zapalny wptywa na nadzér immunologiczny i odpowiedz na zastosowang
terapie, dlatego odpowiednia modulacja odpowiedzi odpornosciowej mogtaby stac sie celem
interwencji terapeutycznej, réwniez dla NENs [482]. Komdrki nowotworowe rozwijajg rowniez
mechanizmy, dzieki ktéorym dostosowujg sie do generacji ROS gtdwnie poprzez zwiekszong
aktywnos¢ ukfadu antyoksydacyjnego w celu ich neutralizacji, przy jednoczesnym utrzymaniu
sygnalizacji pronowotworowej i odpornosci na apoptoze [483]. W tym przypadku skutecznym
mogtyby sie okazac takie strategie przeciwnowotworowe, ktérych mechanizm skupia sie na
poziomie stresu oksydacyjnego, poniewaz komorki nowotworowe charakteryzujg sie
zaburzong réwnowagg oksydacyjno-antyoksydacyjng w poréwnaniu zich prawidtowymi
odpowiednikami [481,483]. Nalezy podkresli¢, ze NENs nie byty przedmiotem wielu badan
w kontekscie stresu oksydacyjnego, homeostazy adipokin, czy stanu zapalnego dlatego

niniejsza praca moze stanowi¢ cenny wktad w aktualny stan wiedzy w tym zakresie.
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1. Analiza stresu oksydacyjnego w nowotworach

neuroendokrynnych o réznej lokalizacji

1.1.  Analiza procesu peroksydacji lipidow oraz enzymatycznej obrony

antyoksydacyjnej w nowotworach neuroendokrynnych o réznej lokalizacji

Nasilony stres oksydacyjny stwierdzono w réznych typach nowotwordéw [484]. Dobrze
poznanym efektem wzmozonego stresu oksydacyjnego jest proces LPO, aproduktem
o najwiekszym znaczeniu biologicznym, odzwierciedlajgcym jego natezenie, jest stezenie MDA
[485]. Oznaczanie poziomu MDA wocenie nasilenia stresu oksydacyjnego byto
wykorzystywane w szeregu badan dotyczgcych rézinych jednostek chorobowych [486].
W niniejszej pracy wykazano istotny statystycznie wzrost stezenia MDA w osoczu krwi we
wszystkich grupach badanych w poréwnaniu z grupa kontrolng, natomiast w przypadku MDA
w erytrocytach wyzsze wartosci zaobserwowano w grupie pacjentéw z NENs, GI-NENs oraz o-
NENs, co potwierdza nasilong LPO u pacjentéw z NENs iwzmozony stres oksydacyjny
towarzyszacy nowotworzeniu. Dane literaturowe wskazujg, iz ptuca sg narzadem
o najwiekszym narazeniu na tlen atmosferyczny ize wzgledu na duzg powierzchnie isilne
ukrwienie sg szczegdlne podatne na uszkodzenia oksydacyjne, co zwigzane jest zsilnym
utlenianiem biatek, lipidow i DNA [487]. Ptuca wykazuja silng enzymatyczng i nieenzymatyczna
obrone antyoksydacyjng, jednak za wzgledu na ciggtg ekspozycje na zanieczyszczenia
znajdujgce sie w powietrzu (np. dym tytoniowy, dym spalin, emisje gazowe) i ciggte
generowanie ROS w ptucach dochodzi do uszkodzen oksydacyjnych [488]. Badania Topdag
i wsp. [489] oraz Gonenc i wsp. [490] wykazaty rowniez istotnie statystycznie wyzsze stezenie
MDA w tkance nowotworowej niz w tkance zdrowej w przypadku raku pfuca. ldentyczny
rezultat otrzymat rowniez zespdt Cobanoglu [491], ktdry oprécz produktéw peroksydacii
lipidow badat ponadto produkty uszkodzern DNA i stezenie koenzymu Q10 u chorych na raka
ptuca.

Stres oksydacyjny jest czestg cechg zaburzen jelitowych, takich jak zapalenie okreznicy,
czy rak jelita grubego, co wigze sie ze zwiekszonym wytwarzaniem produktéw peroksydacji
lipidow, m.in. MDA [492]. Badania nad rakiem jelita grubego Skrzydlewskiej i wsp. [493]

wskazujg znamienny statystycznie wzrost stezenia MDA u pacjentow z rakiem jelita grubego
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w poréwnaniu z tkanka nienowotworowa, atakze wzrost poziomu MDA podczas progresji
raka jelita grubego. Ponadto inne badania dowodzg, iz pacjenci z rakiem jelita grubego oraz
Z zaawansowanym procesem przerzutowania do watroby, ktdrych miejscem pierwotnym raka
byto jelito grube, wykazujg zwiekszone stezenia MDA zaréwno w moczu, jak i osoczu [494—
496]. Natomiast po zabiegach operacyjnych stezenie MDA zmniejszato sie w pordwnaniu ze
stanem sprzed operacji [497]. MDA jest toksycznym i mutagennym metabolitem, ktéry
reaguje z DNA tworzac addukty, takie jak M1G (pirymido[1,2-a]puryn-10(3H)-on), ktéry jest
silnie mutagenny w ludzkich komérkach izostat wykryty w tkankach z toczacym sie silnym
stresem oksydacyjnym [492,498]. Aldehydy reagujg nie tylko z kwasami nukleinowymi, ale
rowniez z aminokwasami, co ma zwigzek z uszkodzeniami biatek oraz niekorzystnym
wptywem na wiele funkcji, w tym naprawe DNA [499,500]. W eksperymencie dotyczgcym
wptywu MDA na cytotoksyczno$¢ i mutageneze wywotang swiattem UV i BPDE (epoksyd
benzo(a)pirenodiolu), stwierdzono podatnos¢ komérki na Smieré indukowang zaréwno UV, jak
i BPDE, co dotyczyto ludzkiej linii nabtonka okreznicy oraz watroby [500]. Obecnos¢ MDA
hamuje réwniez naprawe wycinania nukleotydéw w przypadku uszkodzen DNA wywotanych
zarowno swiattem UV, jak iBPDE w komodrkach nowotworowych, co wskazuje, ze
wewnatrzkomodrkowe aldehydy odgrywaja waing role w mutagenezie ikarcynogenezie
zwigzanej ze stresem oksydacyjnym poprzez indukcje uszkodzern DNA oraz hamowanie jego
naprawy [492,500]. Badania Braga-Neto iwsp. [501] dowiodty réwniez istotnej rdznicy
w stezeniu MDA w przypadku raka zotgdka w poréwnaniu zgrupg kontrolng, ale nie
odnotowano réznic w stezeniu aldehydu miedzy etapami raka zotagdka w odrdznieniu od raka
jelita grubego. W niniejszej pracy w badaniach nad pacjentami z NENs o rdznej lokalizacji
rowniez wykazano znamienny statystycznie wzrost stezenia MDA w przypadku grupy
pacjentéw z GI-NENSs. Brak jest danych literaturowych dotyczgcych nasilenia LPO w przypadku
NENs, jednak dotychczasowa wiedza dotyczagca nowotwordéw uktadu pokarmowego
potwierdza niezaprzeczalng role stresu oksydacyjnego w ich patogenezie [502]. Dochodzi
m.in. do niekorzystnej zmiany integralnosci bton komédrkowych, zwiekszonej
przepuszczalnosci i stanu zapalnego, powstajgcego w wyniku uszkodzenia komadrek [502].

W niniejszej pracy zaobserwowano najwiekszy wzrost MDA w osoczu krwi
w przypadku pNENs (o 38%) w poréwnaniu z grupg kontrolng, co wykazato réwniez badanie
Goroshinskaya i wsp. [503], w ktorym odnotowano wzrost stezenia MDA w osoczu o 30%
w poréwnaniu z grupg kontrolng. Takie wyniki moga swiadczy¢ o szczegdlnej wrazliwosci
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komodrek trzustki na dziatanie stresu oksydacyjnego i w konsekwencji procesu peroksydacji
lipidéw. W wiekszosci opisywanych przypadkéw raka, rowniez analizujgc NENs, sugeruje sie
zwiekszong produkcje ROS i zaburzong réwnowage oksydacyjng, o czym $wiadczy zwiekszona
LPO mierzona za pomocg MDA.

Rola stresu oksydacyjnego w rozwoju raka jest jednak ztozona [501]. W komodrkach
ztosliwych réznego typu obserwuje sie trwale podwyzszone stezenie ROS oraz zwiekszone
tempo metabolizmu ze wzgledu na transformacje komdérek nowotworowych, podczas gdy
poziom przeciwutleniaczy najczesciej jest w nich obnizony [504,505]. Mimo, iz w tak
niekorzystnych warunkach zamiast do proliferacji komdrek nowotworowych powinno
dochodzi¢ do ich apoptozy, to specyficzny dla nowotworu system obrony antyoksydacyjnej
neutralizuje wysoki poziom ROS [506]. Ucieczka transformowanych komérek spod dziatania
ROS jest mozliwa dzieki alternatywnej drodze obrony antyoksydacyjnej, mianowicie przez
wieloswoiste biatko transportowe (RALBP1, ang. Ral-binding proteinl), a takze zwiekszong
aktywnosc¢ jadrowego czynnika erytroidowego (Nrf2, ang. nuclearerythroid2-related factor)
odpowiedzialnego za synteze antyoksydantéw w komodrce [506]. Zwiekszona aktywnos¢ Nrf2
w komdrkach nowotworowych jest wynikiem mutacji w cytoplazmatycznej czgsteczce Keapl
(ang. Kelch-like ECH-associated protein 1), ktéra w warunkach prawidtowych po potgczeniu sie
z Nrf2 powoduje jego inaktywacje [507].

W niniejszej pracy zaobserwowano istotny statystycznie spadek aktywnosci SOD
w erytrocytach we wszystkich grupach badanych NENs w pordwnaniu z grupg kontrolng,
natomiast zmiany w aktywnosci CAT nie byty istotne statystyczne. W przypadku GPx, doszto
do zwiekszenia jej aktywnosci w pNENs, a w GI-NENs aktywnos¢ tego enzymu spadfa.
W badaniach Goroshinskaya iwsp. [503] oceniono aktywnos¢ SOD i CAT w krwinkach
czerwonych pacjentéw z nowotworem neuroendokrynnym trzustki w pordwnaniu do grupy
kontrolnej i zaobserwowano spadek aktywnosci tych enzyméw odpowiednio 0 39,7% i 46,5%
w grupie badanej, co moze swiadczy¢ o silnej inhibicji enzymdw stanowigcych jedng z linii
obrony antyoksydacyjnej [503]. W niniejszej pracy aktywnos¢ SOD w grupie pacjentéw
z pNENs zmniejszytfa sie 0 22%, natomiast w przypadku aktywnosci CAT nie wykazano zadnej
zmiany istotnej statystycznie. Niska aktywnos$¢ SOD i CAT w nowotworach moze powodowac
kumulacje ROS, natomiast zwiekszenie aktywnosci GPx moze usuwac ich szkodliwe dziatanie,
ale moze by¢ rowniez mechanizmem kompensacyjnym w unieczynnianiu H2O; przy niskiej

aktywnosci CAT [508]. Niektdre dane wskazujg na brak réznic w aktywnosci SOD u pacjentow
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z rakiem trzustki, co moze sugerowaé, iz wszelkie réznice w aktywnosSci prowadzace do
rozwoju nowotworu mogg by¢ zjawiskiem lokalnym [509]. Ok. 95% rakéw trzustki zwigzanych
jest z mutacja w onkogenie K-ras, co réwniez sprzyja produkcji ROS poprzez aktywacje
oksydazy NADPH, lecz raczej nie wptywa bezposrednio na obnizenie aktywnosci SOD [510].
NADPH jest gtownym zrédtem wewngtrzkomérkowych ROS w komdrkach raka trzustki,
gtéwnie O2°7, ktory dziata jak antyapoptotyczny, sprzyjajacy przezyciu mediator w tym typie
raka [511,512]. W komodrkach raka trzustki o niskiej ekspresji SOD, jego nadekspresja
spowalnia wzrost guza, co sugeruje, ze Scista regulacja przez SOD jest wazna dla przezycia
guza. Niektdre szlaki sygnatowe sg unieczynniane poprzez dysmutacje 0,°", jednak pdzniejszy
wzrost H20, moze byc toksyczny [512]. Mniejsze ilosci H2 O, moga rowniez funkcjonowac jako
czgsteczka sygnalizujgca wzrost guza [512]. Badanie Liu i wsp. [513] udowodnito, iz potgczenie
SOD z GPx wzmacniato hamowanie guza trzustki o 71% w poréwnaniu z grupg kontrolng, co
sugeruje, ze GPx moze by¢ genem supresorowym raka trzustki. Z badan Chio i wsp. [514]
wynika, iz rowniez aktywacja Nrf2 jest kluczowym regulatorem stabilnosci guza trzustki.
W przeciwienstwie do wynikow uzyskanych w niniejszej pracy, dane literaturowe wskazujg na
zwiekszong lub zmniejszong aktywno$é CAT w komdrkach nowotworowych [515]. Zwiekszong
aktywnos¢ CAT wykryto m.in. w raku zotgdka, a istotnie zmniejszong aktywnos$é CAT wykazano
w niedrobnokomadrkowym raku ptuca (aktywnos$¢ SOD wyzsza, GPx bez zmian) w poréwnaniu
z grupa kontrolng [516,517]. Znaczaco wyzsze wartosci CAT, ale rowniez GPx oraz MDA
odnotowano w tkankach guza okreznicy w pordwnaniu z prawidtowg btong sluzowa
okreznicy, co prawdopodobnie miato miejsce w odpowiedzi na zwiekszony stres oksydacyjny
wystepujgcy w tkankach nowotworowych [518]. W badaniach Zinczuka i wsp. [519] na grupie
50 pacjentdéw leczonych operacyjne z powodu raka jelita grubego i grupie 40 oséb zdrowych
wykazano, iz aktywnos$¢ SOD byta istotnie statystycznie wyzsza, natomiast aktywnos¢ CAT
i GPx byta istotnie nizsza u pacjentdw w grupie badanej w porédwnaniu z grupg kontrolng, co
czesciowo pokrywa sie z wynikami niniejszych badan u pacjentow z GI-NENs. Aktywnos$¢é GPx
w analizie poréwnawczej czterech grup pacjentéw z NENs okazata sie by¢ najnizsza w GI-NENs
w porownaniu z pNENs, L-NENs oraz o-NENs, co moze swiadczy¢ o nasilonej funkcji tego
enzymu w NENs. GPx okazata sie by¢ rowniez parametrem dodatnio korelujgcym ze stezeniem
CgA. Badania Zinczuk i wsp. [519] sugerujg przydatnos$é tego enzymu jako markera w ocenie
stopnia zaawansowania guza raka jelita grubego. W raku ptuca wedtug badan Zalewskiej-Ziob

iwsp. [520] GPx wykazywata wyzsza aktywnos¢ w raku ptuca w poréwnaniu ztkanka
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nienowotworowa, natomiast SOD i CAT miaty wyzszg aktywnos¢ w tkance nienowotworowej,
co moze Swiadczy¢ o ochronie komadrek ptuca przed stresem oksydacyjnym. lzoenzym GPx2
(inaczej zotgdkowo-jelitowa peroksydaza glutationowa, GI-GPx) ulega ekspresji w nabtonku
przewodu pokarmowego, odpowiadajgc za homeostaze pro- i antyoksydacyjng btony sluzowej
[521]. Lennicke iwsp. [522] w badaniach na myszach typu dzikiego (WT) oraz myszach
z nokautem GPx (KO) z zastosowang dietg z prawidtowg zawartoscig selenu (+Se) lub dietg
z niedoborem selenu (-Se) wykazali, ze utrata GPx2 moduluje poziom ekspresji markeréw
specyficznych dla danego typu komdrek, co moze odzwierciedla¢ dysproporcje miedzy typami
komodrek absorpcyjnych iwydzielniczych. Myszy KO wykazywaty obnizony poziom mRNA
markeréw rdznicowania, takich jak CgA dla komérek enteroendokrynnych ibogatego
w leucyne receptora sprzezonego z biatkiem G (Lgr5, ang. leucine-rich repeat-containing G-
protein coupled receptor 5) dla komdrek macierzystych, w poréwnaniu z odpowiednimi
grupami WT. Utrata GPx zwigzana byfa ze zmniejszonym poziomem CgA, ale towarzyszyto
temu réwniez obnizenie poziomu ekspresji mRNA hormondw jelitowych, GLP1, greliny
i somatostatyny [522]. W innym badaniu, na podstawie prébek ludzkiego guza jelita grubego
pobranych od pacjentéw, ktérzy przeszli resekcje okreznicy lub watroby z powodu
pierwotnego lub przerzutowego gruczolakoraka dowiedziono, iz nadekspresja GPx2 byta
zwigzana ze zwiekszonym poziomem mRNA dla CgA [523]. Poza tym nadekspresja GPx2
pobudzata réznicowanie, proliferacje i wzrost guza, ale byfa ujemnie skorelowana z ROS
(gtownie H203) [523]. Ciekawym wydaje sie by¢ fakt, ze wedtug doniesien fgczne zastosowanie
jako markeréw GPx oraz CgA moze zwieksza¢é wydajnosé diagnostyczng w raku
watrobokomorkowym [524]. Stezenie CgA byto znaczgco wyisze u pacjentéw z rakiem
watrobowokomaorkowym w poréwnaniu z pacjentami z marskoscig watroby i grupa kontrolng,
natomiast aktywnos¢ GPx byta znacznie nizsza u pacjentow z rakiem watrobowokomérkowym
w poréwnaniu z pacjentami z marskoscig watroby i grupa kontrolng [525,526].

W pordéwnaniu zinnymi rodzajami raka, liczba badan nad stresem oksydacyjnym
skoncentrowanych na NETs jest stosunkowo niska. Jednak heterogenno$é¢ NETs irosngca

czestos¢ wystepowania wymaga poszerzenia dotychczasowej wiedzy.
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1.2. Analiza stezenia melatoniny w nowotworach neuroendokrynnych o rézne;j

lokalizacji

Funkcjonalnie, komérki produkujgce melatonine s3 nieodtacznym elementem
rozproszonego systemu neuroendokrynnego o szerokim spektrum aktywnosci biologicznej za
pomocg mechanizméw endo- i parakrynnych [527]. Dane literaturowe potwierdzaja
onkostatyczne dziatanie MEL w wielu nowotworach, m.in. raku piersi, jajnika, gruczotu
krokowego, zotagdka, czy jelita grubego [348]. Niewiele jest jednak informacji dotyczacych roli
melatoniny w NENs. Wyniki niniejszej pracy wykazaty znaczny, istotny statystycznie spadek
stezenia MEL w grupie pacjentdw z NENs bez wzgledu na lokalizacje guza oraz w kazdej z grup
osobno, czyli w pNENs, GI-NENs, L-NENs oraz o-NENs w poréwnaniu z grupg kontrolng.
Analiza ANOVA nie wykazata istotnych statystycznie zmian pomiedzy poszczegdlnymi grupami
pacjentdw, co sugeruje, ze najwazniejsze zmiany dotyczg grupy badanej w poréwnaniu
z grupg kontrolng. MEL okazata sie by¢ rowniez jednym z bardziej czutych parametrow
w NENs, a jej niska wartos¢ moze sugerowaé wystepowanie toczgcego sie procesu
chorobowego. Sugeruje sie, iz obnizenie poziomu krazgcej melatoniny moze braé udziat
w patogenezie NENs. Receptory dla MEL wykryto w komodrkach enterochromafinowych
przewodu pokarmowego. Szacuje sie, iz ilos¢ MEL uwalnianej z przewodu pokarmowego
przewyzsza 400-krotnie poziomy MEL uwalnianej z szyszynki i proces ten nie zalezy od cyklu
dobowego, a raczej jest zwigzany z przyjmowaniem pokarmow [528,529]. Ciekawe okazujg sie
by¢ spostrzezenia Fanny Séderquist i wsp. [530], ktorzy przeprowadzili badania na grupie 43
pacjentéow z nowotworem neuroendokrynnym jelita cienkiego (SI-NET, ang. small intestinal
neuroendocrine tumors). Materiat do badan pobrano w dwoch punktach czasowych, przed
i po leczeniu. Leczenie obejmowato zabieg chirurgiczny lub podawanie IFN-a i SA. Zauwazono,
iZ u pacjentow z regresjg lub stabilizacjg choroby stezenie MEL byto nizsze, w poréwnaniu do
stezenia przed leczeniem, co mogto by¢ spowodowane zmniejszeniem obcigzenia
nowotworem, skutkujgc spadkiem MEL pochodzgcej z guza. Wyzszy poziom MEL byt zwigzany
rowniez z nudnosciami w obu punktach czasowych i zaczerwienieniem przy drugim pobraniu
probki [530]. Natomiast Cheng i wsp. [531] wykazali wyzsze wartosci MEL u 70% pacjentow
zrakiem pecherza moczowego po leczeniu niz przed leczeniem. U tych pacjentow
przeprowadzono réwniez badanie jakosci snu PSQI (ang. Pittsburgh Sleep Quality Index) przy
pomocy kwestionariusza, na podstawie ktdrego dowiedziono, iz u pacjentow po leczeniu
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wystepuje  poprawa jakosci snu [531]. Na podstawie badan dotyczgcych
przeciwnowotworowego dziatania melatoniny zaproponowano, ze efekty te obejmujg
ttumienie proliferacji, indukcje apoptozy, dziatanie przeciwprzerzutowe idazenie do
roznicowania komorek [532]. Lee i wsp. [533] wykazali, ze fizjologiczne poziomy MEL mogg
modulowac¢ ekspresje miRNA w linii komorkowej raka piersi bez przerzutéw, promujac
wiasciwosci antyproliferacyjne. Ten sam szlak dziatania MEL dotyczyt réwniez komédrek
niedotlenionego raka gruczotu krokowego in vitro [534]. W przypadku innych badan
podawanie MEL zmniejszato wzrost komorek, zatrzymywato progresje cyklu komoérkowego
i indukcje réznicowania komarek raka gruczotu krokowego, a efekty okazaty sie niezalezne od
receptora [535]. Prawdopodobnie najlepiej poznanym efektem onkostatycznym MEL jest jej
udziat w modulacji i zmniejszeniu poziomu ekspresji receptora estrogenu (ER, ang. estrogen
receptor) oraz wptyw na hamowanie aktywnosci aromatazy w komdrkach raka piersi
[536,537]. Badania epidemiologiczne wykazaty, ze zapadalnosc¢ na raka jelita grubego znacznie
wzrosta u ludzi, ktérzy kiedykolwiek wykonywali prace zmianowg i/lub nocng, a inne badania
potwierdzity, iz amplituda rytmu wydzielania MEL u pacjentéw z rakiem jelita grubego byta
istotnie obnizona [538-541]. Odkrycia te wskazuja, ze zaburzenie produkgji i/lub wydzielania
MEL moze by¢ zwigzane ze wzrostem czestosci wystepowania raka jelita grubego,
a melatonina moze mie¢ duzy potencjat modulowania rozwoju iprogresji tego typu
nowotworu [541]. Ciekawym spostrzezeniem w ramach badan Soderquist iwsp. [530]
w materiale tkankowym byto stwierdzenie wystepowania réznicy w ekspresji receptoréw MT1
oraz MT2. Receptory MT1 praktycznie nie wystepowaty zarédwno w tkance pierwotnej, jak
i przerzutowej, natomiast ekspresja MT2 byta $rednia do wysokiej w guzach pierwotnych,
a obnizona w tkance przerzutowe] SI-NENs. Badania dotyczace ekspresji receptora MEL
przyniosty roine efekty. Nemeth iwsp. [542] wykazali znaczny spadek ekspresji MT1
w tkankach gruczolakoraka okreznicy w poréwnaniu ze zdrowa tkanka btony Sluzowej
okreznicy tych samych pacjentow. Zmniejszona ekspresja MT1 w ludzkim raku jelita grubego
moze wskazywac na role melatoniny w tej chorobie. Nasrabadi i wsp. [543] wykazali rowniez
wyzszg ekspresje receptorow MT1 i MT2 w gruczolakoraku zotgdka w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Inni badacze zaobserwowali, iz wyzisza ekspresja MT1 wraku piersi byta
niezaleznym czynnikiem prognostycznym dfuzszego przezycia catkowitego i przezycia wolnego
od zdarzen w grupie nowotworéw zdodatnim receptorem estrogenowym [544,545].

Gonzadlez i wsp. [546] stwierdzili, ze nadekspresja receptora MT1 w komoérkach raka piersi
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wywotuje silniejsze hamowanie aromatazy przez MEL i wskazujg na znaczenie receptora MT1,
chronigcego przed niekorzystnym wptywem estrogendw w komorkach raka piersi.
W badaniach Jabtoniskiej i wsp. [547] zauwazono wyzszg ekspresje dwdch receptoréow (MT1
i MT2) w niedrobnokomoérkowym raku ptuca (NSCLC, ang. non-small cell lung cancer)
w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Ze wzgledu na obnizone stezenie melatoniny w tkankach
obwodowych chorych na NSCLC czy raka jelita grubego, sugeruje sie istnienie mechanizmow
kompensacyjnych iobronnych prowadzacych do zwiekszonej ekspresji receptorow
melatoniny. Najnowsze badania potwierdzity przeciwnowotworowe dziatanie melatoniny na
niemal kazdym etapie powstawania i rozwoju nowotworu poprzez tgczne dziatanie wielu
mechanizmdw, co czyni jg obiecujacg opcja terapeutyczna dla réznych typow nowotwordéw
[548].

Istnieje  wiele badaid dotyczacych skutecznosci jednoczesnego stosowania
chemioterapii  isuplementacji MEL potwierdzajgcych jej korzystne dziatanie
przeciwnowotworowe w raku ptuca, piersi, szyjki macicy, jelita grubego, watroby, czy
nowotwordéw hematologicznych [548]. Dos¢ szerokg analize przeprowadzono na podstawie 8
randomizowanych badani zwigzanych ze stosowaniem melatoniny w terapii guzéw litych
[549]. We wszystkich tych badaniach, podawano MEL tgcznie z chemioterapig w dawce 20 mg
raz dziennie, co w efekcie powodowato catkowitg lub czesciowg remisje, znaczng poprawe
odsetka rocznej przezywalnosci, atakze zredukowane dziatania niepozgdane zwigzane
z radiochemioterapig, takie jak trombocytopenia, neurotoksyczno$é¢ izmeczenie [549].
Udowodniono, iz MEL wzmacnia potencjat przeciwnowotworowy réznych lekéw
chemioterapeutycznych w ludzkich komérkach gruczolakoraka jelita grubego HT-29 [550].
Inkubacja komoérek raka z1 mM MEL zwiekszata dziatanie cytotoksyczne 5-fluorouracylu
indukujac apoptoze zwigzang z nadprodukcjg wewnagtrzkomorkowych ROS. Natomiast
inkubacja komérek raka w 1 mM MEL z cisplatyng wywierata gtéwnie dziatanie cytostatyczne,
ktore prowadzito do spadku zywotnosci komorek w czasie [550]. Mimo, iz potgczenie MEL
z cisplatyng nie uwrazliwiato komédrek raka jelita grubego dostatecznie, by indukowac
apoptoze, to juz wykorzystanie tej kombinacji w innych ludzkich liniach komdérkowych np. raka
jajnika, raka watrobokomorkowego, czy raka szyjki macicy, dawato odpowiedni efekt,
zmniejszajac proliferacje i wzmagajgc apoptoze [551-553]. Zdolno$¢ MEL do zwiekszania
wrazliwosci komdrek nowotworowych na leczenie, przy jednoczesnej ochronie komdrek

prawidtowych przed toksycznoscig stosowanej terapii wyjasnia ewentualne zastosowanie MEL
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jako srodka wspomagajacego leczenie oraz poprawiajgcego jakosé zycia pacjenta. Wazne jest,
ze MEL stanowi rowniez zegar biologiczny, a jej wytwarzanie zmniejsza sie wraz z wiekiem i jej
przedwczesny lub konstytutywny niedobdr moze stanowic o fizjologicznym procesie starzenia,
ktory réwniez predysponuje do rozwoju raka [554]. Réwniez praca zmianowa, wigzgca sie
brakiem snu narazeniem na sztuczne swiatto w nocy, co obniza synteze MEL, moze okazac sie
czynnikiem prokarcynogennym [555]. Kolejnym waznym powodem wykorzystania MEL jako
markera przesiewowego w nowotworach jest jej silne dziatanie antyoksydacyjne
(bezposrednie lub posrednie poprzez indukcje enzymdéw antyoksydacyjnych), dlatego jej

nizsze stezenie moze predysponowac do mutagenezy DNA spowodowanej ROS [537].

2. Analiza wybranych parametrow diabetologicznych

w nowotworach neuroendokrynnych o réznej lokalizacji

Otytosc jest wcigz powaznym problem zdrowia publicznego, a jej wzrost wsrdd dzieci
i dorostych u obu ptci dotyczy zardwno krajéow rozwinietych, jak i rozwijajgcych sie [556].
Otytos¢ wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem smiertelnosci ogdlnej, predysponuje do wielu
choréb oraz wptywa na zwiekszong zapadalnos¢ i Smiertelnos¢ na raka [556,557].
Nieprawidtowosci metaboliczne zwigzane ze zmianami funkcji endokrynnej tkanki ttuszczowej
mogg przyczynia¢ sie do rozwoju iprogresji raka poprzez regulacje odrebnych szlakow
sygnatowych [557]. W komdrkach nowotworowych dochodzi do zmiany metabolizmu glukozy
poprzez zwiekszony jej wychwyt i aktywnosc glikolityczng w obecnosci tlenu (efekt Warburga),
a coraz wiecej dowodoéw wskazuje na fakt, ze zaburzona rownowaga w syntezie i wydzielaniu
adipokin i cytokin zapalnych ma indukujacy wptyw na ten proces [556-558].

C-peptyd, ktory jest wytwarzany w ilosciach réwnomolowych do endogennej insuliny,
to powszechnie stosowana miara funkcji komérek beta trzustki [559]. W przeciwienstwie do
insuliny, ktora jest metabolizowana gtdéwnie w watrobie i jej okres pottrwania wynosi 5-10
minut, C-peptyd rozktadany jest w kanaliku blizszym nerki, co stanowi otym, ze jego
degradacja jest wolniejsza i okres pottrwania wynosi 25-30 minut [559,560]. C-peptyd ma
znaczenie kliniczne w pomiarze rezerwy komaérek beta trzustki w cukrzycy typu 1, diagnostyce
réznicowej cukrzycy typu 1, typu 2, typu MODY (ang. maturity onset diabetes of the young)

i typu LADA (ang. latent autoimmune diabetes in adults) [559,560]. Stosowany jest réwniez
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jako parametr zastepczy do monitorowania endogennej produkcji insuliny, do oceny
hipoglikemii niezwigzanej z cukrzycg i diagnozowania standw, takich jak insulinoma [559].
W niniejszej pracy wykazano istotny statystycznie wzrost stezenia C-peptydu w przypadku
grupy pacjentéw z NENs oraz GI-NENs (o ok. 53%) w poréwnaniu z grupg kontrolng, natomiast
w przypadku pNENs, mimo iz wartosci byly wyzsze niz w grupie kontrolnej, to nie
zaobserwowano rdznic istotnie statystycznych pomiedzy tymi grupami. Analiza Fogar i wsp.
[561] wykazata, iz C-peptyd w raku trzustki z hiperglikemig w 26% przypadkow byt nieobecny,
w 24% miat stezenie obnizone, w 29% - podwyzszone, aw 21% - w normie. Hiperglikemia
zwigzana z rakiem trzustki moze by¢ spowodowana réznymi mechanizmami, poniewaz u
wiekszosci pacjentdw czynnos¢ komorek beta moze by¢ prawidtowa, a stan hiperglikemii
moze zaleze¢ od zmienionej obwodowe] wrazliwosci na insuline z powodu samej patologii
trzustki lub zajecia watroby przez zmiany przerzutowe [561]. Niskie wartosci stezenia C-
peptydu obserwuje sie w przypadku niewtasciwego podawania insuliny, pankreatektomii,
cukrzycy typu 1 oraz w LADA [560]. W przypadku objawéw zwanych triadg Whipple’a (objawy
hipoglikemii, niskie stezenie glukozy we krwi oraz ztagodzenie objawdéw po podwyzszeniu
poziomu glukozy), wykonuje sie pomiar stezenia C-peptydu, by wykluczy¢ podanie egzogennej
insuliny [562,563]. W insulinoma wystepuje nadmierne uwalnianie insuliny przez trzustke, co
powoduje hipoglikemie, dlatego tez pacjent zinsulinoma bedzie miat wysoki poziom C-
peptydu we krwi, przy jednoczesnie wysokim stezeniu insuliny [563]. Vidal i wsp. [564]
zauwazyli zwigzek wyzszych stezen C-peptydu z rozwojem gruczolakoraka jelita grubego,
silniej skorelowany u mezczyzn niz u kobiet. Metaanaliza Li i wsp. [565] z 2020 roku wykazata
dodatnig korelacje stezenia C-peptydu z rakiem piersi. Co ciekawe, inne badania sugeruja
niewielki zwigzek poziomu C-peptydu ze $Smiertelnoscig z powodu raka ptuca u kobiet [566].
Wedtug Thoty i wsp. [567] wptyw na wzrost stezenia C-peptydu w surowicy ma rowniez
otytosc¢.

Insulina jest anabolicznym hormonem polipeptydowym, regulujgcym poziom glukozy
we krwi oraz indukujgcym magazynowanie glukozy w watrobie, miesniach itkance
ttuszczowej [568]. U pacjentéw z chorobami metabolicznymi przebiegajgcymi
z hiperinsulinemig (otyto$¢, cukrzyca typu 2, MetS) czestos¢ wystepowania raka moze byc
zwiekszona [569]. Insulina ma funkcje mitogenne, promujgce proliferacje szczegdlnie
zaznaczong w komorkach nowotworowych, czesto wyrazajgcych nadekspresje receptora

insuliny [569]. IR jest powigzana z etiologig niektérych nowotworéw, w tym raka okreznicy,
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endometrium, trzustki, nerki oraz raka piersi i gruczotu krokowego [570,571]. Przewlekfa
hiperinsulinemia i wzrost insulinopodobnego czynnika wzrostu IGF-I (ang. insulin-like grow
factor 1), petnia role w inicjacji i progresji nowotworéw u pacjentéw z insulinoopornoscia (np.
w raku okreznicy) [570]. Insulina i IGF-1 hamujg rowniez synteze globuliny wigzgcej hormony
piciowe, co zwieksza dostepnos¢ hormonow, ktérych dziatanie w nabtonku piersi
i endometrium moze sprzyja¢ proliferacji komoérkowej i hamowac¢ apoptoze [572,573].
Zwiekszone ryzyko raka u pacjentéw z IR moze rowniez dotyczyé nadmiernego uwalniania ROS
oraz otytosci, ktora jest najczestszym czynnikiem ryzyka IR idodatkowo przebiega
z chronicznym stanem zapalnym [573,574]. W niniejszym badaniu stezenie insuliny wzrosto
istotnie statystycznie w NENs, pNENs, GI-NENs oraz L-NENs, ale najwyzszy, bo az 7-krotny
wzrost dostrzezono w przypadku pNENs. Insulinoma sg zwykle fagodne i wystepujg
pojedynczo, ale mogg byé réwniez jedng ze sktadowych zespotu MEN1, co sugeruje, ze mogg
wspotwystepowaé rowniez zinnymi NENs iznacznie zwieksza¢ wydzielanie insuliny, C-
peptydu, rzadziej proinsuliny (rzadkie rodzaje insulinoma) [575]. Co istotne, wzrost stezenia
insuliny w pozostatych grupach z NENs mégt mie¢ miejsce ektopowo, ze wzgledu na mozliwosé
wspotwystepowania insulinoma. Ektopowe guzy wydzielajace insuline stanowig ok 1-2%
wszystkich  insulinoma izlokalizowane s3 zwykle w okolicy okotfotrzustkowej
i okotodwunastniczej [576]. Ramkumar i wsp. [576] opisali przypadek kobiety z nawracajacg
hipoglikemia, u ktdrej w trakcie diagnostyki stwierdzono hipoglikemie spowodowanag
hiperinsulinemia i zmiane w prawej nerce. Charakter neuroendokrynny guza potwierdzono
PET z uzyciem 68Ga-DOTANOC oraz 99mTc-HYNICTOC. Po nefrektomii nie doszto do nawrotu
standw hipoglikemicznych [576]. Uwalnianie insuliny przy braku guza trzustki odkryto rowniez
w przypadku raka szyjki macicy, rakowiaka oskrzela, rakowiaka jajnikow iguza
neuroendokrynnego watroby [576]. Mechanizm hipoglikemii dotyczyt bezposredniego
uwalniania insuliny przez guz, lub przez zajecie watroby masg guza [577-580].

Glukagon uwalniany jest przez komérki alfa trzustki i odpowiada za homeostaze
glukozy zaréwno u zwierzat, jak i ludzi [581]. Jego niewielka czes¢ jest rowniez uwalniana przez
komérki wydzielania wewnetrznego w przewodzie pokarmowym [582]. Warunki
hipoglikemiczne powodujg, iz glukagon wzmaga glikogenolize oraz glukoneogeneze
w watrobie [583]. W zwigzku z tym prawidtowe stezenie glukozy w osoczu zalezy w duzej
mierze od zrownowazonego wydzielania insuliny i glukagonu [583]. Dtugotrwata ekspozycja

na wysoki poziom glukagonu jest gtéwnym czynnikiem rozwoju IR, a w konsekwencji cukrzycy
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[584]. W niniejszym badaniu wykazano, iz stezenie glukagonu istotnie spadto w grupach
pacjentéw z NENs, pNENs, GI-NENSs, oraz o-NENs w poréwnaniu z grupg kontrolng, co moze
stanowi¢ o zaburzonym metabolizmie glukozy u tych pacjentéw iwynika¢ ze znacznie
zwiekszonej sekrecji insuliny. Wiadomo bowiem, iz wydzielanie glukagonu moze by¢
hamowane przez hiperglikemie, insuline, somatostatyne, GLP-1 iGIP [585]. Glukagon
w kontekscie nowotworéw najczesciej kojarzony jest zrzadkim typem nowotworu
neuroendokrynnego - glukagonoma (0,01-0,1 przypadkéw/100000/rok) [586]. Klasyczny
zespot glukagonoma obejmuje utrate masy ciata, nekrolityczny rumien wedrujgcy (NME, ang.
necrolytic migratory erythera), cukrzyce i nieprawidtowosci btony Sluzowej [587]. Wermers
i wsp. [588]w przebadali 41 pacjentdéw z potwierdzonymi NENs oraz 22 pacjentow wyfacznie
z hiperglukagonemia. Pacjenci z zespotem glukagonoma czesto mieli cukrzyce (40%) i NME -
67% w momencie wstepnej oceny, a najczestszym poczgtkowym objawem byta utrata masy
ciata (73%). Najwyzsze mediany wartosci stezen glukagonu w surowicy wystgpity u pacjentow
z zespotem glukagonoma lub insulinoma, natomiast najnizsze u pacjentédw z zespotem
rakowiaka, zespotem Zollingera-Ellisona lub cukrzycg bez NME [588]. Niewiele jest doniesien
potwierdzajacych role glukagonu w nowotworzeniu, ale ryzyko to na pewno znacznie sie
zwieksza w cukrzycy. Yagi iwsp. [589] wskazali obecno$¢ receptora glukagonu w liniach
komodrkowych i tkance raka okreznicy, a badania molekularne potwierdzajg, iz glukagon dziata
jako aktywator wzrostu komorek nowotworowych poprzez dezaktywacje AMPK i aktywacje
MAPK. Godfrey i wsp. [590] po raz pierwszy wysnuli hipoteze o hamujacej roli glukagonu
w raku watroby, za posrednictwem receptordéw dla glukagonu.

GLP-1 jest hormonem insulinotropowym syntetyzowanym w bfonie $luzowej jelita,
uwalnianym w odpowiedzi na przyjecie pokarmu w celu zwiekszenia uwalniania insuliny [591].
Receptor GLP-1 w tkankach prawidlowych obecny jest w niewielkich ilosciach, ale
w przypadku guzéw neuroendokrynnych najbardziej charakterystyczny jest dla insulinoma,
dlatego receptory te mogg stanowic cele molekularne do waznych zastosowan klinicznych (jak
obrazowanie scyntygraficzne i radioterapia za pomocg znakowanych radioaktywnie analogéw
peptydowych) [592,593]. Ponadto obecnos$¢ receptora GLP-1 potwierdzono réwniez
w gastrinoma, NET oskrzela, w guzach chromochtonnych, czy w raku rdzeniastym tarczycy
[594]. W niniejszym badaniu nie wykazano zmian istotnych statystycznie w stezeniu GLP-1
w zadnej z grup badanych w poréwnaniu z grupg kontrolng. Guimaraes i wsp. [595] opisali

przypadek pacjenta z pNET zlokalizowanym w gtowie trzustki. W tkance guza wykryto wysokie
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stezenie glukagonu oraz $ladowe ilosci GLP-1, insuliny isomatostatyny. Byt to pierwszy
przypadek pNETs wspdtwydzielajgcy GLP-1i glukagon, a uwalnianie GLP-1 mogto by¢ zwigzane
z przebytg przez pacjenta operacjg pomostowania zotgdka [595,596]. Todd i wsp. [591] opisali
przypadek rakowiaka jajnika z towarzyszacym zwiekszonym uwalnianiem GLP-1, ktérego
poziom wzrastat réwniez po podaniu glukozy w doustnym tescie obcigzenia glukoza,
natomiast stezenie glukagonu byto sttumione inie wzrastatlo w warunkach hipoglikemii.
Badania te dowiodty, iz podwyzszone stezenie GLP-1 moze by¢ zwigzane z hipoglikemig oraz
ze peptyd opdinia oprdznianie zotadka i hamuje wydzielanie glukagonu [591]. Natomiast
w 2012 roku po raz pierwszy opisano przypadek pacjenta, u ktorego dochodzito do
wydzielania glukagonu i GLP-1 z przerzutowego pNET, co powodowato zaréwno cukrzyce, jak
i hipoglikemie [597].

GIP, podobnie jak GLP-1 nalezy do inkretyn, uwalnianych przez btone sluzowa jelita
cienkiego w odpowiedzi na zalezng od glukozy stymulacje uwalniania insuliny [598]. Receptor
dla GIP zlokalizowano w wiekszosci typow pNETs, NETs zotadka, jelita kretego i oskrzeli,
a szczegoblnie charakterystyczny jest dla ztosliwych insulinoma, ktére nie wykazujg ekspresiji
receptoréw somatostatynowych oraz GLP-1 [599]. W niniejszej pracy wykazano statystycznie
istotny wzrost stezenia GIP w NENs w poréwnaniu do grupy osob zdrowych. GIP zwigzany jest
gtéwnie z otytoscia i cukrzycg, ponadto badany jest pod katem terapeutycznym w przypadku
obnizenia stezenia glukozy, czy tez redukcji masy ciata [600]. Podobnie jak w przypadku GLP-
1, wagotomia i plastyka odZzwiernika zotagdka zwiekszajg uwalnianie GIP [600].

PAI-1 jest cztonkiem nadrodziny inhibitoréw proteazy serynowej igtdwnym
inhibitorem aktywatora plazminogenu typu tkankowego imoczowego [601]. Posiada
wtasciwosci prozapalne, a wzrost jego stezenia jest spowodowany dziataniem TNF-a oraz IL-6
[601]. W niniejszym badaniu stezenie PAI-1 byto istotnie statystycznie wyzsze u pacjentow
zNENs bez wzgledu na lokalizacje oraz w grupie pacjentéow z GI-NENs oraz o-NENs
w porownaniu z grupg kontrolng, co moze swiadczy¢ o prokancerogennym dziataniu tego
czynnika w kontekscie nowotwordw neuroendokrynnych. Liczne doniesienia wskazujg na jego
role pronowotworowg, ze wzgledu na funkcje stymulujace wzrost i migracje komorek,
ponadto PAI-1 wzmaga angiogeneze, przez co predysponuje do procesu metastazy, a takze
wykazuje aktywnos¢ przeciwapoptotyczng [602,603]. Wysokie stezenia PAI-1 przewidujg
stabszg przezywalnos¢ i odpowiedz na leczenie u chorych na raka piersi, jajnika, pecherza

moczowego, okreznicy i niedrobnokomdrkowego raka ptuca [603,604]. Badania Norsett i wsp.
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[605] pokazaty, iz zwiekszenie stezenia gastryny w osoczu krwi jest zwigzane ze zwiekszeniem
wydzielania PAI-1 w zotgdku, ale w badanym uktadzie czynnik ten hamowat migracje i inwazje
komdrek stymulowanych gastryng. Autorzy dowodza, ze niektore efekty gastryny moga
opdzniac progresje nowotworu i petnic¢ funkcje ochronng [605].

Grelina jest oreksygennym hormonem peptydowym, uwalnianym gtéwnie z zotgdka
ktory stymuluje apetyt iuwalnianie hormonu wzrostu [606]. W niniejszej pracy
zaobserwowano istotny statystycznie spadek stezenia greliny wytgcznie w przypadku
pacjentow z L-NENs. W pozostatych przypadkach nie stwierdzono zadnych zmian. Wyjasnienie
uzyskanego wyniku niewatpliwie wymaga dalszych badani, mozna natomiast wskaza¢, ze
zaburzenia wynikajgce z niedoboru greliny mogg uczestniczy¢ w rozwoju L-NENs. Niektére
doniesienia wskazujg na role greliny jako regulatora progresji nowotworu, a w GI-NENs
uwalnianie greliny zostato dobrze udokumentowane [607]. Autorzy twierdzg, iz stezenie
greliny u pacjentow z NETs nie wykazuje istotnej rdznicy miedzy guzami pochodzenia
zotgdkowo-jelitowego i trzustkowego oraz, ze rakowiaki iguzy trzustki rzadko powoduja
nadmierne uwalnianie greliny [608]. Dowiedziono, iz peptyd ten moze tagodzi¢ objawy
kacheksji nowotworowej, stymulujac m.in. efekty anaboliczne [609]. Wielu badaczy wykazato
rowniez zmiany stezenia greliny w zespole MEN-1 [610]. Ponadto, Ekeblad iwsp. [611]
wykazali znacznie wyisze stezenie greliny w NENs zwigzanych z MEN-1 niz u pacjentéw
z guzami sporadycznymi lub w grupie kontrolnej. U pacjentéw z NENs z obecnoscia
przerzutéw do watroby wykazano podwyzszony poziom greliny uwalnianej prawdopodobnie
z guza neuroendokrynnego [612]. W badaniu Wang iwsp. [612] pordwnywano stezenie
greliny i BMI u pacjentéw z przerzutamii bez przerzutéw, w efekcie wnioskujac, ze wyzsze BMI
zwigzane jest z wyzszym stezeniem greliny i dotyczy pacjentdw z przerzutami do watroby.
Wyniki te mogg sugerowad, ze grelina uwalniana przez guzy przerzutowe w watrobie lub poza
nia moze wywiera¢ u pacjentéw dziatanie oreksygenne, zapobiegajagc dzieki temu
wyniszczeniu nowotworowemu oraz pozwalajgc na utrzymanie przez pacjentow BMI na
statym poziomie [607,612]. Na podstawie badan Waltera i wsp. [613] stwierdzono, ze raki
neuroendokrynne dobrze zréznicowane o réznej lokalizacji, réwniez z trwajgcym procesem
metastazy, charakteryzujg sie znacznie zwiekszonym stezeniem greliny, ktéra nie manifestuje
klinicznych objawdéw, czy tez funkcjonalnych konsekwencji. W niniejszym badaniu na
podstawie analizy ANOVA dostrzezono istotng statystycznie zmiane miedzy grupg pacjentow
z L-NENs, gdzie stezenie greliny byto najnizsze, a pacjentami z GI-NENs, u ktérych stezenie
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tego parametru byto najwyzsze wsrdd grup badanych. Grelina jest hormonem uwalnianym nie
tylko w zotadku, ale tez w innych czesciach uktadu pokarmowego, jak dwunastnica, jelito
czcze, jelito krete, czy okreznica, co sprawia, ze NENs tych lokalizacji wydzielajg jej zwiekszone
ilosci. Co wazne, wydzielanie greliny jest zwiekszone u pacjentow z hiperplazjg komodrek
zoftadka w poréwnaniu z prawidtowg tkankg, co moze sugerowacd przydatnosé tego parametru
w przewidywaniu progresji rakowiaka [607,614]. Opierajgc sie na wspomnianych badaniach
Wanga i wsp. [612] mozna stwierdzié, ze grelina uwalniana w wiekszych ilosciach z uktadu
pokarmowego, ale tez z guzow neuroendokrynnych, wtym z guzéw przerzutowych, moze
pobudza¢ taknienie, chronigc przed wyniszczeniem przez nowotwodr iutrzymujgc
zrbwnowazony bilans energetyczny. Niedobdr greliny u pacjentéw z L-NENs stwierdzony

W niniejszej pracy moze w zwigzku z tym skutkowac ich gorszym rokowaniem.

3.  Analiza BMI oraz stezenia wybranych adipokin w nowotworach

neuroendokrynnych o rdznej lokalizacji

tatwosé stosowania BMI jako miary tkanki ttuszczowej sprawia, ze jest to przydatne
narzedzie przesiewowe w kierunku otytosci [615]. Wyzsze BMI w momencie rozpoznania
niekorzystnie rokuje w raku piersi, gruczotu krokowego, jamy ustnej oraz biataczkach [616].
Natomiast wzrost BMI korelowat zpoprawg rokowania w przypadku choréb
hematologicznych, raka ptuca, nerki, czy w przypadku nowotwordow gtowy i szyi [616]. Santos
i wsp. [465] przeanalizowali zwigzek dobrze zréinicowanych GEP-NETs (WD GEP-NETSs)
z otytoscig i MetS. U pacjentéw biorgcych udziat w badaniu wystepowaty guzy przewodu
pokarmowego lub trzustki stopnia G1/G2 z chorobg miejscowg, z przerzutami regionalnymi
i odleglymi. Wystepowanie WD GEP-NETs byto istotnie statystycznie zwigzane
z komponentami MetS, a korelacja byta silniejsza, gdy liczba sktadowych MetS byta wieksza
niz cztery. Wykazano rowniez istotny zwigzek WD GEP-NETs z obwodem talii oraz stezeniem
tréjglicerydow i glukozy na czczo w pordwnaniu z osobami zdrowymi. Ponadto stwierdzono
umiarkowany zwigzek z ciezka IR, ale nie wykazano istotnych réznic pomiedzy pacjentami,
a grupa kontrolng w przypadku masy ciata, BMI oraz cukrzycg typu 2, mimo iz nieprawidtowa
glikemia na czczo wystepowata istotnie czesciej u pacjentédw niz u oséb zdrowych [465]. Co

ciekawe w niniejszym badaniu analiza BMI w poszczegdlnych grupach pacjentow z NENs
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(ANOVA) wykazata istotng statystycznie réznice w warto$ciach BMI pomiedzy grupami o-NENs
i PNENs oraz pomiedzy grupami GI-NENs i L-NENs, gdzie najwyzsze BMI dotyczyto grupy
pacjentow z L-NENs. Prawdopodobnie w niektérych analizowanych przypadkach NENSs,
przyrost lub spadek masy ciata moze raczej wynika¢ z biologicznych konsekwencji dziatania
hormondw uwalnianych przez guzy (zaburzenia stanu odzywiania) niz zapoczgtkowywac
rozwoj nowotworu. Dane literaturowe dowodzg, iz w przypadku L-NETs moze dochodzi¢ do
ektopowego uwalniania ACTH zguza ptuca, co prowadzi do zespotu Cushinga
i niezamierzonego przyrostu masy ciata, a takze moze wigzad sie z gorszym przezyciem [617].
Rowniez w przypadku pNENs, wsrdad ktérych najczesciej wystepujgcym jest insulinoma, moze
dochodzi¢ do nadmiernego przyrostu masy ciata w sytuacji, kiedy pacjenci chcg ztagodzic¢
skutki hipoglikemii ispozywajg duze ilosci pozywienia [618,619]. Rowniez wspomniane
zwiekszone wydzielanie greliny moze wspomagac utrzymanie BMI i ochrone przed kacheksja,
jednak ze wzgledu na zrédta wydzielania greliny moze to dotyczy¢ gtéwnie przypadkéw Gl-
NENSs lub innych lokalizacji z obecnoscig guzow przerzutowych umiejscowionych w uktadzie
pokarmowym. Wiele doniesiert méwi o zwigzku BMI i MetS z rozwojem i progresjg GEP-NETSs.
U pacjentdéw otytych wykazano zwiekszone ryzyko wystgpienia rakowiaka [620,621]. Wedtug
Zhan i wsp. [622] BMI byto istotnie wyzsze u pacjentdéw z insulinoma w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Cherenfant i wsp. [623] nie wykazali zwigzku BMI z ryzykiem przerzutow odlegtych
i zgonem z powodu pNETs. Jednak w wielu badaniach potwierdzono ochronng role wyzszego
BMI, co u mezczyzn wigzato sie z mniejszym ryzykiem rozwoju NETs zotgdka, jelita cienkiego,
trzustki i ptuca, a u kobiet NETs jelita cienkiego [624]. Wedtug niektérych danych, zwiekszone
BMI byto zwigzane z opdznieniem progresji NETs, ze zmniejszong $miertelnoscig i diuzszym
czasem przezycia [625-627]. Inne badania wskazujg jednakze, ze to pacjenci z nizszym BMI
majg dtuisze przezycie catkowite oraz diuzszy czas wolny od progresji [628]. Niezaleznym
czynnikiem ryzyka GEP-NETs, giéwnie pNETs, jest natomiast cukrzyca typu 2, co zostato
potwierdzone w 3 niezaleznych badaniach [466,629,630].

Leptyna u oséb otytych funkcjonuje jako adipokina prozapalna ijest zwigzana
z niektorymi typami nowotwordw. Wyisze stezenie krazacej leptyny lub ekspresja jej
receptora w nowotworach moze stanowi¢ niekorzystny czynnik prognostyczny [631].
Odnotowano zwigzek leptyny zryzykiem gruczolakoraka przetyku u oséb otytych [632].
Zwiekszona wielkos¢ adipocytow okotoguzowych wigzata sie ze zwiekszonym wydzielaniem

leptyny, angiogenezg oraz przerzutami do weztéw chtonnych [633]. Podobnie w przypadku
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raka zotgdka, wyzisze uwalnianie leptyny korelowato dodatnio ze stadium choroby,
z przerzutami oraz z gorszym przezyciem [634]. W niniejszej pracy istotny spadek stezenia
leptyny odnotowano wytgcznie w grupie pacjentéw z o-NENs w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Dodatkowo nalezy wskaza¢, ze BMI pacjentdéw z o-NENs byto wyzsze w pordwnaniu
z osobami zdrowymi. Wykazano, iz CgA, ktora jest znanym markerem NENs moze hamowac
uwalnianie leptyny w GEP-NENs, natomiast insulina moze zwieksza¢ produkcje leptyny
w tkance ttuszczowej [631,635]. Kerenidi i wsp. [636] wykazali, ze stezenie leptyny w raku
ptuca byto nizsze w poréwnaniu z grupg kontrolng, jednak pacjenci ci mieli réwniez krotszy
czas przezycia, a analiza wieloczynnikowa wykazata, ze poziom leptyny jest niezaleznym
czynnikiem prognostycznym.

Rezystyna to adipokina odgrywajgca role wrozwoju IR w stanie otytosci. Silnie
prozapalna, u ludzi jest syntetyzowana gtéwnie przez makrofagi [637]. Badania molekularne
sugerujg, ze odgrywa role w proliferacji, przerzutach, angiogenezie, zapaleniu, atakze
w regulacji metabolizmu w komdrkach nowotworowych [426]. Jej podwyziszony poziom
w surowicy odnotowano u pacjentow zrakiem piersi, chtoniakiem, rakiem
ptaskonabtonkowym przetyku, gruczolakorakiem endometrium, rakiem zotadka i jelita
grubego [426]. Zwiekszone stezenie rezystyny wraku piersi byto istotnie zwigzane
z markerami nowotworowymi izapalnymi, wielkoscig guza, stopniem zaawansowania
nowotworu, stadium izajeciem weztiéw chtonnych, co moze czyni¢ j3 markerem
prognostycznym [638]. Jednak w niniejszym badaniu u pacjentdw z NENs wykazano istotny
statystycznie spadek stezenia rezystyny we wszystkich grupach pacjentéw w poréwnaniu
z grupg kontrolng, co nie pokrywa sie zjej prokarcynogenng funkcjg. Podobne wyniki
w przypadku pNETs otrzymata grupa naukowcow prowadzaca badania na transgenicznym
mysim modelu pNET RipTag2 [639]. W badaniu tym zaobserwowano, ze zahamowanie
produkcji cytokin i chemokin poprawia przezywalnos¢ myszy oraz zapobiega progresji pNETSs.
W pordéwnaniu do grupy kontrolnej doszto do spadku stezenia rezystyny, glukagonu, GIP, GLP-
1, insuliny, leptyny iPP. Wyniki te wskazujg, ze wystepowanie inhibitora szlakow
sygnalizacyjnych indukujgcych zapalenie i wzmagajacych uwalnianie czynnikédw zapalnych
moze zmieni¢ kierunek dziatania adipokin. Niewatpliwie dalsze badania sg niezbedne do
poznania roli rezystyny w NENs.

Wisfatyna jest wielofunkcyjna i odgrywa kluczowg role w promowaniu progresji raka,

poprzez proliferacje komoérek rakowych, angiogeneze, przerzuty ilekoopornos¢ [411].
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W niniejszym badaniu pacjenci z NENs, bez wzgledu na lokalizacje, mieli istotnie podwyzszone
stezenie tej adipokiny. Jest to zgodne z danymi literaturowymi. W wielu nowotworach, m.in.
w raku nerkowokomérkowym, raku ptaskonabtonkowym ptuca, gruczolakoraku zotadka,
gruczolakoraku trzustki, guzie chromochtonnym, czy raku tarczycy wydzielanie wisfatyny byto
zwiekszone i w wielu przypadkach korelowato z zaawansowanym stadium nowotworu
i przerzutami, co stanowi o jej niewatpliwej roli w karcynogenezie [411,640]. Sawicka-Gutaj
i wsp. [641] w swoich badaniach dowiedli, iz pacjenci z rakiem kory nadnerczy majg znacznie
wyzsze stezenie wisfatyny w surowicy krwi i stwierdzili réwniez, ze im bardziej zaawansowany
nowotwor, tym istotnie wyzszy poziom tej adipokiny. Na tej podstawie mozna wnioskowad,
ze wisfatyna moze by¢ potencjalnym markerem predykcji ryzyka progresji guzéw nadnerczy
[641].

Omentyna-1 jako jedyna z badanych adipokin ma wtasciwosci przeciwzapalne,
przeciwutleniajgce i przeciwapoptotyczne [642]. W niniejszej pracy stezenie tego hormonu
byto istotnie wyzsze u pacjentéw z NENs bez wzgledu na lokalizacje, a takze u pacjentow
z guzami w takich lokalizacjach jak pNENs, GI-NENs oraz L-NENs w pordwnaniu z grupg
kontrolng, co moze miec znaczenie prognostyczne. Fazelii wsp. [643] wykazali role omentyny-
1 w raku jelita grubego. Przebadano 39 pacjentdw z rakiem jelita grubego i 30 oséb zdrowych.
Stezenie omentyny-1 byto istotnie wyzsze u chorych w poréwnaniu z grupg kontrolng,
niezaleznie od wystepowania otytosci [643]. Inne badania Aleksandrova i wsp. [644] dowiodty,
ze omentyna-1 moze by¢ niezaleznym predyktorem ryzyka raka jelita grubego, jednak
przyczyna wysokiego stezenia tej adipokiny u tych pacjentdw nie jest znana. Nalezy zaznaczyc,
ze wtych badaniach dodatni zwigzek omentyny-1 utrzymywat sie u pacjentéw z BMI<30
kg/m?, sugerujac potencjalng interakcje ze stanem otytosci [644]. Analiza roli omentyny-1
w raku nerkowokomorkowym dostarczyta informacji o ujemnej korelacji miedzy stezeniem
omentyny-1 a BMI, co moze wskazywaé, ze BMI byt gtdwnym czynnikiem wptywajgcym na
poziom tej adipokiny [645]. Natomiast badania Tahmasebpour i wsp. [646] dowiodty, iz
stezenie omentyny-1 w surowicy byto istotnie nizsze u pacjentow zrakiem piersi
w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Omentyna-1 byta istotnie wyzsza w stopniu | raka
w porownaniu do stopnia Il i lll. Omdwione badania dostarczajg informacji o omentynie-1,
ktorej rola w raku jest kontrowersyjna i moze dotyczy¢ funkcji pronowotworowej, jak i roli
w szlakach antyonkogennych [646]. Watpliwosci te wynikajg z zaobserwowanych rdéznych
poziomdéw omentyny-1 w réznych rodzajach raka, mianowicie jej stezenie jest podwyzszone
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w przewlektym iostrym zapaleniu trzustki, raku gruczotu krokowego ijelita grubego,

natomiast zmniejszone u pacjentow z rakiem piersi, pecherza moczowego i nerki [645—648].

4. Analiza parametréow stanu zapalnego w nowotworach

neuroendokrynnych o réznej lokalizacji

W szeregu badan wykazano, iz uktad immunologiczny wywiera zardwno pozytywny,
jak inegatywny wptyw na proces nowotworzenia, a mikroSrodowisko zapalne stanowi
niezbedny sktadnik guza, ktory zostat powigzany rowniez zrozwojem iprogresja NENs
[649,650]. Wedtug badan Yu iwsp. [651] pacjenci z nieswoistym zapaleniem jelita mieli
dwukrotnie wyzsze ryzyko wystgpienia guzéw neuroendokrynnych. Ze wzgledu na wysokie
unaczynienie NENs, mozna postulowac, ze czynniki angiogenne, takie jak VEGF, bFGF, PDGF,
TGF-B, czy SDF-1a+B, majg prawdopodobnie duzy wktad w progresje i angiogeneze w tym
typie nowotwordéw. W niniejszym badaniu wszystkie z wymienionych wyzej czynnikéw
proangiogennych poza SDFla+pB byty istotnie statystycznie zwiekszone w grupie pacjentow
z NENs, pNENS, GI-NENs, L-NENs oraz o-NENs w pordwnaniu z grupg kontrolng. W przypadku
czynnika bFGF nie wykazano istotnosci statystycznej w populacji L-NENs, co potwierdzajg
rowniez niektére dane literaturowe [652]. Wsréd analizowanych chemokin, wykazano istotne
statystycznie zmiany rdwniez w przypadku innych czynnikéw proangiogennych, w tym GRO-a
(CXCL1), MCP-1 (CCL2), RANTES (CCL5), a takze czynnikow angiostatycznych, takich jak CTACK
(CCL27), eotaksyny, MCP-3 (CCL7), MIG (CXCL9) i MIP-1a (CCL3). Stezenie proangiogennej
SDF1a+B (CXCL12) byto istotnie statystycznie obnizone w populacji ogdlnej NENs bez wzgledu
na lokalizacje w poréwnaniu z grupg kontrolng. Stezenie MIP-1B (CCL4) byto istotnie obnizone
w trzech grupach (NENs, pNEN, GI-NENs), natomiast dla IP-10 (CXCL10) nie wykazano zadnej
istotnej zmiany w pordwnaniu z grupg kontrolna.

Jednym z najsilniejszych czynnikédw indukujgcych angiogeneze jest VEGF [653]. Pavel
i wsp. [652] na podstawie badan na grupie pacjentéw z NENs trzustki, jelita kretego oraz
rakowiakiem oskrzeli wykazali istotny statystycznie wzrost stezenia VEGF w pordwnaniu
z grupg kontrolng. Poziom VEGF byt znaczgco wyzszy u pacjentdw z progresjg choroby
w poréwnaniu z pacjentami z chorobg stabilng. Takich zmian nie dostrzezono, poréwnujac

poziom czynnika w grupie kontrolnej z grupg pacjentéw z chorobg stabilng. Co ciekawe
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stezenie VEGF istotnie wzrastato wraz ze wzrostem guza, natomiast istotnie zmniejszato sie
w stabilnej chorobie bez wzgledu na rodzaj zastosowanej terapii. VEGF sprzyja wzrostowi guza
i dotyczy to gtownie NENs niskiego stopnia, bardziej zréznicowanych, poniewaz w guzach
ztosliwych proces ten jest niestaty i heterogenny [127]. Paradoksem neuroendokrynnym jest
fakt, iz w przypadku tagodnych pNENs wyzisze stezenia VEGF rokujg dobrze, poniewaz
w pNENs gestos¢ naczyn stanowi o tempie rdznicowania, a nie o agresywnosci guza [127,285].
W badaniu Pavela iwsp. [652] zaobserwowano ponadto, ze stezenie IL-8 byfo istotnie
statystycznie wyisze w grupie pacjentéw z NENs oraz w grupie pacjentéw zchoroba
postepujgcg w poréwnaniu z grupg kontrolng oraz dowiedziono, iz interleukina ta moze
stanowi¢ predyktor krotszego przezycia. Wyniki te pozwalajg zaproponowaé VEGF oraz IL-8
jako markery rokowania i kontroli terapii w NENs. Stezenie bFGF natomiast w tym badaniu nie
korelowato ani ze wzrostem guza, ani z przezyciem pacjentow [652]. PDGF-BB moze
stabilizowa¢ nowo powstate naczynia [654]. W niniejszym badaniu wartos¢ tego czynnika byta
istotnie nizsza we wszystkich badanych grupach w poréwnaniu z grupg kontrolng. PDGF
pochodzacy z guza odpowiada przede wszystkim za angiogeneze, posrednio wptywajgc na
wzrost guza, proces metastazy ilekooporno$é [655]. Jednakze jego dziatanie autokrynne
odpowiada za modulowanie ztosliwych fenotypow proliferacji komérek, przez co moze
promowac¢ nowotwadr [655]. Dlatego nizsze wartosci PDGF mogg by¢ korzystne dla NENS,
asam czynnik lub jego receptor moze stanowi¢ strategie terapeutyczng. Nadmierne
uwalnianie GRO-a réwniez moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanki, angiogenezy
i nowotworzenia. Wyciszenie tej proangiogennej chemokiny skorelowane byto z poziomem IL-
6 iz IL-8 w ludzkich komdrkach czerniaka [656]. Ponadto leczenie w raku jajnika skierowane
na GRO-a i IL-8 zmniejszato potencjat przerzutowy guza [657].

Berkovic i wsp. [232] w swoich badaniach wykazali zwigzek miedzy TNF-a ilL-2,
a indukcjg GEP-NET. Ich wptyw wigzat sie w znacznym stopniu z polimorfizmami pojedynczych
nukleotydow dla tych cytokin iokreslono, ze sg czulszymi markerami zaréwno dla
funkcjonalnych, jak i niefunkcjonalnych GEP-NETs niz stosowana rutynowo CgA. Okreslono
miedzy innymi, ze allel TNF-a-308A jest specyficzny tylko dla GI-NET jelita przedniego.
Dowiedziono réwniez, iz polimorfizmy w genach dla IL-6 oraz IL-1p zaangazowane sg w rozwoj
guzéw neuroendokrynnych [232]. Stopien, w jakim wyzej wymienione cytokiny biorg udziat
w transformacji nowotworowej komérek neuroendokrynnych, zalezy od rodzaju genotypu,

a mianowicie obecnos$¢ IL-1B -511/+3954 CTCC oraz IL-6-174 CG/GG stanowi o zwiekszonej
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podatnosci na rozwdj nieczynnych hormonalnie pNENs [288,658,659]. Z badan réwniez
wynika, iz nosiciele genotypu /L-1B -511/+3954 CTCT sg narazeni na funkcjonalne pNENs [658].
Obserwacje te mogg przyczyni¢ sie do utatwienia réznicowania pNETs funkcjonalnych od
pPNETs nieczynnych hormonalnie. Ustalenia Berkovica i wsp. [232] dotyczace polimorfizmow
cytokin oraz ich zwiekszonych stezen w surowicy pacjentéw sugerujg mozliwos¢ modulowania
nowotworzenia w GEP-NETs. Wykazano réwniez, ze podwyzszony poziom IL-6 w surowicy jest
waznym biomarkerem niefunkcjonalnych pNETs [232]. Mahecic i wsp. [288] przeprowadzili
analize réznych cytokin w tkance nowotworowej. Potwierdzono, iz immunohistochemiczna
ekspresja TNF-a zwiekszona byta w guzach o wysokim wskazniku proliferacji, w guzach
o wysokim stopniu ztosliwosci oraz dodatnio korelowata ze Smiercig pacjenta. Wiekszos$¢ GEP-
NENs wykazywata wysokg ekspresje IL-6, cho¢ pomiar ten nie byt istotny statystycznie,
natomiast ekspresja IL-1B oraz IL-2 byta zmniejszona. Schimmack iwsp. [660] wykazali
u pacjentow z pNENs wzrost stezenia CRP wraz ze zwiekszonym ogdlnoustrojowym
poziomem IL-6 oraz G-CSF, co wskazuje na ztozong odpowiedz zapalng. W niniejszym badaniu
analizowane czynniki wzrostu: G-CSF, GM-CSF, HGF, M-CSF, B-NGF,SCF i SCGF-B wykazaty
istotny statystycznie wzrost stezenia w surowicy pacjentéw z NENs w kazdej lokalizacji
w poréwnaniu z grupg kontrolng. SCF, G-CSF oraz B-NGF okazaty sie by¢ jednymi z bardziej
czutych markerow wsréd badanych zmiennych, pozwalaty na najlepsze rozrdznienie
prawdziwie chorych pacjentéw od osdéb zdrowych. Co ciekawe, wykazano, ze modyfikacje
w ekspresji B-NGF mogg przyczyni¢ sie do progresji NENs gruczotu krokowego, ajego
blokowanie poprzez szlaki sygnalizacyjne znaczgco hamowato réznicowanie tego nowotworu
[661]. Sygnalizacja NGF jest zaangazowana w proliferacje, przezycie oraz migracje komorek
raka piersi [662]. W liniach komdrkowych rakowiaka trzustki NGF petnit funkcje mitogenne,
bez wptywu na sktad komodrkowy i ich fenotyp [663].

W niniejszym badaniu wykazano znaczacy wzrost stezenia zardwno interleukin
przeciwzapalnych (IL-4, IL-10), jak i prozapalnych (IL-1a, IL-1B, IL-1ra, IL-2Ra, IL-5, IL-6, IL-7, IL-
8, IL-15, IL-16, IL-17A) we wszystkich grupach badanych w pordwnaniu z grupg kontrolna.
Zaobserwowano réwniez, ze stezenia interleukin prozapalnych w poréwnaniu do interleukin
przeciwzapalnych miaty wyzsze wartosci. Stezenie IL-9 byto istotnie statystycznie wyzsze
wytgcznie w przypadku grupy pNENs, alL-18 w NENs, pNENs oraz o-NENs w poréwnaniu
z grupy kontrolng. IL-2, IL-3, 1L-12(p40), IL-12(p70) oraz IL-13 to interleukiny, dla ktérych

w niniejszym badaniu w wiekszosci przypadkdéw zaobserwowano stezenia ponizej zakresu
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wykrywalnosci testu, zardwno u oséb chorych, jak i zdrowych. Jednak na uwage zastuguje tutaj
IL-2, ktora najwyzsze istotne statystycznie stezenia osiggneta w grupie pacjentéw z pNENs
oraz o-NENs w pordwnaniu z grupg kontrolng. IL-2 odgrywa role w regulacji uktadu
neuroendokrynnego oraz w wydzielaniu hormondw w przewodzie pokarmowym [288]. IL-2
stanowi réwniez srodek do wywotania odpowiedzi przeciwnowotworowej w warunkach
wzrostu i progresji nowotworu [649].

Inne cytokiny, ktérych stezenie istotnie wzrastato w przebiegu wszystkich badanych
NENs w poréwnaniu z grupg kontrolng, to IFN-a2, IFN-y, LIF, MIF oraz TNF-a. Natomiast
stezenie proapoptotycznego TRAIL istotnie wzrosto w grupie pacjentow z NENs, pNENs, L-
NENs oraz o-NENs w poréwnaniu z grupg oséb zdrowych. W przypadku GI-NENs nie
zaobserwowano takich zmian. Istotny spadek stezenia wystgpit w przypadku cytotoksycznej
cytokiny TNF-B we wszystkich grupach badanych w poréwnaniu z grupg kontrolng. Brak jest
doniesien dotyczgcych zwigzku TNF-B z NENs, co wymaga dalszych badan ukierunkowanych
na ten czynnik. Buhrmann i wsp. [664] udowodnili, iz czynnik ten indukuje poréwnywalng do

TNF-a proliferacje i inwazje komorek raka jelita grubego.

5. Analiza stezenia CgA w nowotworach neuroendokrynnych

o roznej lokalizacji

W guzach neuroendokrynnych stwierdza sie podwyiszone stezenie CgA, co
potwierdzajg rowniez wyniki niniejszej pracy. Wzrost stezenia CgA byt istotny statystycznie
w przypadku grupy pacjentow z NENs, pNENs oraz L-NENs w pordwnaniu z grupg kontrolna.
Co interesujace, w przypadku grupy pacjentédw z GI-NENs oraz o-NENs nie wykazano takich
zmian, co sugeruje, ze przydatno$¢ diagnostyczna tego markera jest dyskusyjna. Wartosc
odciecia dla CgA réwna 18,161 ng/ml umozliwita rozréznienie miedzy grupa kontrolng
a osobami chorymi zczutoscia 72% oraz swoistoscia 26%. Analiza przeprowadzona
W niniejszej pracy wskazuje, ze czutos¢ CgA nie jest najwyzsza sposrod badanych zmiennych
i moze nie by¢ to idealny parametr diagnostyczny dla NENs, jednakze badania innych
naukowcow stanowig o jego potencjale prognostycznym i predykcyjnym. Czutos¢ CgA w NENs
zalezy od ogniska pierwotnego, stopnia zréznicowania, zaawansowania choroby i wynosi 60-

80% [665]. Najwyzisze stezenie CgA w NENs obserwuje sie w przypadku zespotu rakowiaka
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oraz u chorych z przerzutami do watroby [93]. W przypadku przerzutéw pozawatrobowych nie
zaobserwowano istotnego wzrostu poziomu CgA [93]. Podwyzszony poziom CgA w NENSs
uwalniajacych ten peptyd moze korelowac z masg guza i z nawrotami, jest on uwazany za
marker ztego rokowania i krétszego przezycia w przypadku pacjentéw z GEP-NENs [666,667].
Z przegladu literatury wynika, iz sredni poziom CgA w SCLC jest wyzszy w porodwnaniu z grupg
kontrolng, natomiast w przypadku NENs oskrzeli, stezenie CgA jest nizsze w pordwnaniu
z innymi rodzajami NENs i, co wazne, moze by¢ poréwnywalne do wartosci wystepujacych
w innych nienowotworowych jednostkach chorobowych [666]. Na podstawie badan Tsai
i wsp. [668] wnioskuje sie, iz CgA moze by¢ markerem predykcyjnym dla obcigzenia guzem,
dla catkowitego przezycia i progresji guza w GEP-NETs. Analizujgc poziomy wyjsciowe CgA oraz
ich zmiany w trakcie obserwacji dostrzezono, iz wyzsze poziomy wyjsciowe CgA wigzaty sie
gorszym catkowitym przezyciem, a wzrost stezenia CgA o wiecej niz 40% w trakcie obserwacji
wigze sie z wiekszym prawdopodobienstwem wystgpienia progresji lub nawrotu choroby
[668]. Wang i wsp. [669] poddali badaniu 145 pacjentéw z GEP-NETs (GI-NENs — 63,4%, pNENs
— 28,3%, o-NENs — 8,3%), wsrad ktorych byli réwniez pacjenci po resekcji guza (pacjenci bez
resztkowej lub nawrotowej choroby), a terapie ogdlnoustrojowe obejmowaty chemioterapie
cytotoksyczng, leczenie SA iterapie celowang. Stezenie CgA w surowicy byfo istotnie
wyzsze u pacjentéw z GEP-NENs z aktywng chorobg w poréwnaniu z pacjentami po resekcji
guza lub zdrowymi osobami. Rozréznienie miedzy osobami zdrowymi lub wolnymi od choroby,
a pacjentami z aktywng chorobg umozliwito okreslenie wartosci odciecia CgA na poziomie 95
ng/ml (czuto$¢ 51,2% , swoistos¢ 87,5%). Ponadto pacjenci ze stezeniem CgA w surowicy
wyzszym niz 95 ng/ml mieli znacznie krotsze przezycie w pordwnaniu z pacjentami ze
stezeniem CgA nizszym od tej wartosci. Wykazano réwniez istotnie wyzsze stezenie CgA
w przypadku rakowiakow i NENs w IV stadium zaawansowania [669]. W swoich badaniach
Zhang i wsp. [670] wykazali istotnie wyzsze stezenie CgA u pacjentéw z NENs w poréwnaniu
z grupg kontrolng. W badaniu tym, wykorzystujgcym metode ELISA, wyznaczono punkt
odciecia 85,3 ng/ml (czutos¢ 64,4%, swoistos¢ 92,7%). Donica i wsp. [671] zaobserwowali
istotnie wyzsze stezenie CgA w GI-NENs oraz L-NENs. Oznaczenie wykonano testem ELISA
i wyznaczono punkt odciecia rowny 18 U/L, przy czutosci 71% i swoistosci 87% [671]. Z kolei
Zatelli i wsp. [672] okredlili stezenie CgA u 202 pacjentow z GEP-NETs za pomocg dwdch
rodzajow testow (IRMA oraz ELISA). Za pomocg analizy krzywych ROC zidentyfikowali dla nich
punkty odciecia: IRMA: CgA=53 ng/ml (czutos¢ 71,3%, swoistos¢ 71%), ELISA: CgA=16 U/I
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(czutos¢ 84%, swoistos¢ 85%). Dla pacjentdw z przerzutami lub bez w przypadku testéw IRMA
i ELISA, czutos¢ iswoisto$¢ wynosity odpowiednio 57% i63,3% oraz 55,6% i71,4%.
Stwierdzono nizsze poziomy CgA u pacjentow z rozlegtymi przerzutami niz u pacjentéow
z przerzutami wytgcznie do watroby. Badania te potwierdzajg, ze CgA nie jest na tyle czuty
i swoisty, aby by¢ skutecznym markerem w diagnostyce przesiewowej GEP-NETs. Moze jednak
by¢ stosowany w monitorowaniu pacjenta, trzeba jednak podkresli¢, ze nalezatoby wykonaé
oznaczenie CgA tym samym testem, aby mdc poréwnywac wyniki badan.

W niniejszym badaniu wykazano istnienie dodatniej korelacji szeregu parametréw,
gtéwnie zapalnych, ze stezeniem CgA, co moze sugerowac ich uzytecznos¢ zarowno
w diagnostyce, jak i w obserwacji zmian, jakie zachodzg podczas progresji lub remisji choroby.
W przypadku stezenia omentyny-1 natomiast zaobserwowano ujemng korelacje z poziomem
CgA, co moze wynikac z opisanej wyzej dwojakiej roli, zaréwno anty-, jak i pronowotworowej
tej adipokiny. Nalezy wskazaé, iz dostepne dane literaturowe potwierdzajg, ze CgA jest
zaangazowana w stan zapalny iprocesy autoimmunologiczne, atakze jest modulatorem
funkcji bariery srédbtonka i inhibitorem aktywacji komérek srodbtonka spowodowanej przez
zapalne i proangiogenne cytokiny, co moze mie¢ znaczenie w angiogenezie, stanie zapalnym
i nowotworzeniu [666,673]. Sciola i wsp. [674] dowiedli, iz CgA korelowato dodatnio z TNF-a
W surowicy pacjentow z nieswoistym zapaleniem jelita, co moze sugerowac aktywacje uktadu
neuroendokrynnego w odpowiedzi na stan zapalny. Autorzy twierdzg, iz z klinicznego punktu
widzenia przy wysokiej wartosci CgA w nieswoistym zapaleniu jelita mozna podejrzewac
rakowiaka, co wecale nie jest rzadkim przypadkiem [674]. Natomiast Zhang iwsp. [675]
wykazali dodatnig korelacje stezenia CgA z prokalcytoning i CRP u pacjentéw z zespotem
ogdlnoustrojowej odpowiedzi zapalnej. Papalou i wsp. [676] stwierdzili dodatnig korelacje CgA
z CRP u pacjentéw z NENs izaobserwowali, ze CRP ma znaczacy wptyw na stopien
zaawansowania choroby (wraz ze wzrostem stezenia CRP istnieje wieksze
prawdopodobienstwo wystgpienia NENs z przerzutami niz bez przerzutow). Abdul i wsp. [677]
wykazali, iz zaréwno IL-1a, jak i [L-1B byty nieobecne w dwéch liniach komorkowych raka
neuroendokrynnego okreznicy, przy jednoczesnym wysokim stezeniu CgA. Co ciekawe, IL-1
w raku okreznicy o réznicowaniu zewngtrzwydzielniczym zmniejszata wydzielanie CgA
i zwiekszata stezenie antygenu karcynoembrionalnego (CEA, ang. carcinoembryonic antigen),
co byto zwigzane ze ztym rokowaniem. Jednakze inne badania sugerujg, ze IL-1 koreluje

z rakiem neuroendokrynnym gruczotu krokowego [678]. Analiza parametréow korelujgcych
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z CgA jest bardzo wazna, by wspomac wartosc diagnostyczng tego parametru oraz przyczynic
sie do szybkiej i skutecznej identyfikacji pacjentow z wysokim ryzykiem choroby przerzutowej
w momencie wstepnej diagnozy. W wyniku wspdtwydzielania CgA zinnymi peptydami
bioaktywnymi istnieje wiele przyczyn wzrostu CgA, ktére nie sg zwigzane z NENs, co ogranicza

jej czutosé i swoistos¢ w warunkach diagnostycznych [99].

6. Analiza krzywych ROC

W niniejszej pracy wyznaczenie krzywych ROC pozwolito na wybdr parametrow
najlepiej spetniajgcych kryteria markera dla NENs. Wybrano takie parametry, dla ktérych
wartos¢ wskaznika AUC wynosita 20,9, co Swiadczy otym, ze stanowig one silne markery
fenotypu zapalnego w pordwnaniu z pozostatymi, ktére miaty nizszg wartos¢ diagnostyczng.
Analiza ta pozwolita rowniez na wyznaczenie dla danych parametrow punktéw odciecia, dzieki
ktorym mozna rozrdzni¢ osoby zdrowe od pacjentdow z aktywng chorobg. Krzywe ROC zostaty
rowniez wykorzystane do oceny czufosci i swoistosci diagnostycznej badanych zmiennych.

Wsréd analizowanych parametréw istotnych statystycznie z AUC>0,9 najlepszg czutosé
stwierdzono w przypadku MEL (99%), jednak nie wykazywata ona zadnej swoistosci
diagnostycznej (0,00%). Jest to parametr, z ktérym nalezy postepowaé ostroznie ze wzgledu
na jego powszechne wystepowanie oraz plejotropowg role nie tylko w wielu typach
nowotwordw, ale réwniez winnych jednostkach chorobowych. MEL moze blokowac
niekorzystng tendencje komodrek do transformacji nowotworowej, czy progresji guza poprzez
hamowanie wydzielania czynnikéw wzrostu, takich jak IGF-1, HGF, PDGF, FGF, VEGF,
indukowanie apoptozy poprzez dodatnig regulacje gendéw supresorowych (np. p53), a ujemng
protoonkogendw, atakze przez dziatanie antyoksydacyjne iprzeciwzapalne [356]. Warto
podkresli¢, iz nizszy poziom MEL u oséb pracujgcych w nocy zwieksza ryzyko zachorowania na
raka [539]. Przeciwnowotworowe dziatanie MEL zwraca uwage na jej potencjalne
zastosowanie jako srodka zapobiegawczego lub terapeutycznego w leczeniu nowotwordow
[356]. Pozostate parametry o wysokiej czutosci to TNF-B (93%), LIF (92%), IL-1a (92%), I1L-16
(92%), GIP (90%), TNF-a (90%), B-NGF (90%) oraz G-CSF (90%), jednak swoistos¢ tych
parametrow réwniez byfa niewielka (<5%). Wyniki te wskazujg, ze na podstawie czutosci

mozna prawidiowo rozpozna¢ chorobe, gdy ona wystepuje, jednak niska swoistos¢ nie
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pozwala nam na weryfikacje wynikow prawdziwie ujemnych, czyli wykluczenie oséb
zdrowych. W przypadku GRO-a, czuto$¢ wynosita 83%, a swoistos¢ 11%, natomiast dla TNF-pB,
wartosci te byty odpowiednio rowne 93% i 5%. Nalezy wskazac, ze zmienne te, wykorzystane
do modelu regresji, wykazywaty najbardziej pozgdane wartosci pod wzgledem czutosci

i swoistosci, co Swiadczy o spdjnosci wynikow analizy.

7.  Wzo6r predykcji nowotworéw neuroendokrynnych

W niniejszej pracy, na podstawie uzyskanych wynikow przeprowadzono analize
regresji logistycznej, ktéra pozwolita na wyznaczenie wzoru predykcji NENs. Wzor ten
wyznaczono na podstawie stezenia GRO-a i TNF-B, dwodch parametrow skrajnie
rozrozniajgcych te grupe nowotwordw. Jak wspomniano wyzej, GRO-a jest czynnikiem
proangiogennym, wpfywa na uszkodzenie tkanki iodgrywa role w rozwoju nowotworu.
Stanowi zaréwno czynnik wzrostu, jak i silny czynnik chemotaktyczny, biorgcy udziat w gojeniu
ran poprzez wptyw na migracje komoérek i angiogeneze [679]. Jego ekspresja jest indukowana
przez PDGF, wraz z ktorym moze zwieksza¢ namnazanie sie komdrek nowotworowych np.
w przypadku glejaka [679,680]. Jego role zwigzang ze wzrostem guza pierwotnego,
angiogenezg, proliferacjg i rozwojem przerzutdw opisano w wielu ludzkich nowotworach,
m.in. w raku jelita grubego, piersi, pecherza moczowego, zotgdka czy w czerniaku [681]. TNF-
B jest natomiast czynnikiem cytotoksycznym i wywiera kilka efektéw na komérki, w tym na
proces apoptozy, stymulacje wzrostu, indukcje ekspresji ICAM-1, czy indukcje réznicowania
komodrek [682,683]. Fizjologiczna rola tego czynnika opiera sie na kontroli rozwoju tkanki
limfatycznej, wspomaganie kontaktu miedzy limfocytami a ich Srodowiskiem oraz tworzenie
tkanki limfatycznej [683]. Zaobserwowano, iz TNF-B bierze udziat w odpornosci nowotworéw
i moze hamowaé nowotworzenie, jednak niektore badania wskazujg réwniez na jego role
sprzyjajacg procesowi nowotworowemu, np. w przypadku raka jelita grubego [664,683].
Interesujgcym sie wydaje, ze oznaczenie stezenia tych dwdch parametréw mozna wykorzystac
do obliczenia prawdopodobienstwa wystgpienia NENs u pacjenta.

Z przeprowadzonej analizy wynika, iz GRO-a jest markerem pozytywnym, czyli wartosci
powyzej punktu odciecia (>974,5 pg/ml) stanowig o chorobie pacjenta, natomiast TNF-B jest

markerem negatywnym, czyli o chorobie mogg swiadczy¢ wartosci tego parametru ponizej
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1092,13 pg/ml. Opracowany wzér okresla prawdopodobienstwo wystgpienia NENs
z doktadnoscig 94,5%. Istotnym jest, ze w niniejszym badaniu model diagnostyczny NENs
zostat skonstruowany na podstawie nieinwazyjnych krazacych w krwiobiegu parametréow, co
moze znacznie utatwia¢ weryfikacje wiekszej liczby pacjentow z tym typem nowotwordw.
Jednakze, aby zweryfikowac stabilno$¢ idokfadnos¢ tego modelu, nalezatoby wykonac
badania na wiekszej grupie osdb. Inni badacze réwniez zajmowali sie opracowaniem modeli
ufatawiajgcych diagnostyke NENs. Wang i wsp. [684] na podstawie wielowymiarowej analizy
regresji logistycznej ustalili model predykcji insulinoma, ktéry uwzgledniat BMI, hemoglobine
glikowang (HbA1lc, ang. hemoglobin Alc), glukoze oraz C-peptyd. Wzdr ma postac: p =7,399 +
(0,310 x BMI) - (1,851 x HbA1c) - (1,467 x 0-h glukoza w osoczu) + (1,963 x 0-h C-peptyd),
gdzie 0-h to warto$¢ pomiaru parametrow na czczo, przed wykonaniem testu obcigzenia
glukozg 75g. Optymalna wartos¢ odciecia wynosita -0,17, o czutosci - 89,2% i swoistosci -
86,4%, co pokazato, ze wartos¢ p = - 0,17 moze by¢ stosowana jako marker diagnostyczny do
przewidywania insulinoma u pacjentow z hipoglikemig [684]. Torimoto i wsp. [685] wyznaczyli
natomiast inny wskaznik dla insulinoma, opierajgcy sie na wartosciach glukozy na czczo (FGP,
ang. fasting plasma glucose) oraz HbAlc. Wskaznik ten byt nizszy u pacjentéw z insulinoma
w poréwnaniu z grupg kontrolng, apunkt odciecia dla wskaznika w celu rozpoznania
insulinoma wynosit 447,1 z czutoscig 95%. Z kolei Geisler i wsp. [686] wyznaczyli wskaznik
diagnostyczny w NENs na podstawie modelu regresji logistycznej taczac parametry IL-8, IL-10
oraz TNF w celu rozrdznienia pacjentéw od grupy osdb zdrowych. IL-8 oraz TNF byty istotnie
statystycznie podwyzszone w grupie pacjentéw, natomiast IL-10 wykazywata nizsze stezenie
W surowicy pacjentow w poréwnaniu z grupg kontrolng, a wzér ustalony przez badaczy
wygladat nastepujaco: (0,098831 x TNF) + (0,22409 x IL-8) — (0,067070 x IL-10) — 9565043).
Niewatpliwie kierunek badan dotyczgcy skonstruowania modelu pozwalajgcego skutecznie
identyfikowa¢ pacjentdw z NENs na podstawie badania stezenia kilku parametréw wydaje sie

by¢ bardzo obiecujgcy ze wzgledu na trudnosci diagnostyczne tego typu nowotworéw.
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8. Podsumowanie

Podsumowujgc, nalezy wskazac, ze zarowno stres oksydacyijny, jak i stan zapalny oraz
zaburzenia endokrynnej funkcji tkanki ttuszczowej odgrywaja kluczowa role w nowotworzeniu
w przypadku nowotworéw neuroendokrynnych. Ze wzgledu na heterogennos¢ badanej grupy
nowotwordw znalezienie wiarygodnego, uniwersalnego markera dla wszystkich badanych
lokalizacji jest szczegdlnie trudne. Niewatpliwie na uwage zastuguje mikrosrodowisko guza,
ktore skupia w sobie wiele typow komoérek, zarowno prawidtowych, jak i patologicznych oraz
czynnikow, ktére reguluja odpowiedZz immunologiczng za posrednictwem licznych szlakéw
sygnalizacyjnych. Stan zapalny w mikrosrodowisku guza jest charakterystyczny dla wszystkich
guzéw. Kierunek aktywacji ukfadu odpornosciowego, w strone eliminacji komoérek
nowotworowych lub w strone ich powstawania zalezy od rodzaju i fenotypu komérek oraz
profilu uwalnianych cytokin. Wiele badan naukowych potwierdzito udziat cytokin jako
czynnikdw modyfikujgcych rozwdj, progresje irokowanie nowotworéw. Elementem
sprzyjajacym utrzymywaniu sie stanu zapalnego jest réwniez otytosc i zwiekszone uwalnianie
ROS, czyli zaburzona réwnowaga oksydacyjno-antyoksydacyjna. Niniejsze badanie pokazuje,
ze w przebiegu NENs wiele parametrow prozapalnych wydzielanych jest w nadmiernej ilosci,
a aktywnos¢ enzymodw antyoksydacyjnych ulega rozregulowaniu. Zauwazono znaczny spadek
stezenia MEL w NENs, co moze stanowi¢ o duzych niedoborach tego hormonu w tym typie
nowotwordw, by¢ moze niedoborach wtdrnych. Potwierdzono, iz poszczegélne parametry
skorelowane z CgA itgcznie z nig oznaczane, mogtyby usprawni¢ diagnostyke NENs. Wiele
parametrow wykazato sie duzo wyzszg czutoscig niz dotychczas stosowana CgA, co moze
stanowi¢ oich przydatnosci. Niniejsze badanie umozliwito wskazanie wielu nowych
parametrow, ktére moga uczestniczy¢ w procesie diagnostycznym, a by¢é moze réwniez
rokowniczym lub terapeutycznym w przypadku NENs. Potrzeba jest jednak kolejnych badan
potwierdzajgcych ich udziat nie tylko w rozpoznaniu, ale roéwniez w progresji choroby

i odpowiedzi na terapie.
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VI.

Whnioski

Otrzymane wyniki staty sie podstawg do sformutowania nastepujgcych wnioskéw:

1. W przebiegu nowotworéw neuroendokrynnych wystepuje szereg zaburzen

zwigzanych ze zmiang rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej, aktywacjg stanu
zapalnego oraz wydzielaniem adipokin przez tkanke ttuszczowa.

Wzrost stezenia MDA w erytrocytach oraz w osoczu krwi pacjentdw wskazuje na udziat
nasilonej peroksydacji lipidow w rozwoju i progresji nowotworow neuroendokrynnych
wszystkich lokalizacji.

Zaburzenie enzymatycznej obrony antyoksydacyjnej byto nasilone w przypadku
nowotwordw neuroendokrynnych zofagdkowo-jelitowych oraz trzustki w poréwnaniu
z pozostatymi lokalizacjami, co wskazuje na odmienny wzorzec zmian w zakresie
rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej dla réznych NENs.

Wykazano znaczne niedobory melatoniny u pacjentow z nowotworami
neuroendokrynnymi, co moze wskazywaé¢ na role tego hormonu w patogenezie
nowotwordw lub moze by¢ zjawiskiem wtérnym do procesu nowotworzenia.

W przebiegu nowotwordw neuroendokrynnych dochodzi do istotnego zaburzenia
gospodarki weglowodanowej, o czym $wiadczy zmiana w profilu uwalnianych adipokin
oraz parametréw diabetologicznych, co zostato potwierdzone dla pacjentow z NENs
w przypadku wszystkich badanych lokalizacji.

Stwierdzono zaburzenie wydzielania licznych cytokin, chemokin iczynnikéw
troficznych, zaréwno prozapalnych iproangiogennych, jak iprzeciwzapalnych
i przeciwangiogennych, co potwierdza zasadniczy udziat stanu zapalnego w NENSs, przy
czym wzorzec inasilenie tych zmian byly odmienne dla nowotworéw o réznej
lokalizaciji.

Niniejsze badanie pozwolito na wskazanie nowych parametrow, ktére mogtyby znalez¢
potencjalne zastosowanie jako matoinwazyjne markery w procesie diagnostycznym,
rokowniczym, czy tez terapeutycznym nowotworéw neuroendokrynnych.

Wykazano, ze chromogranina A, ze wzgledu na czutos¢ 72% i swoistos¢ 26%, nie jest
dostatecznie miarodajnym markerem, by stosowac jg jako niezalezny marker

w diagnostyce nowotworéow neuroendokrynnych kazdej lokalizacji. Jednakze
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10.

rownoczesne oznaczanie innych parametrow skorelowanych ze stezeniem
chromograniny A, takich jak GPx, GLP-1, M-CSF, GM-CSF, SCGF-B, HGF, GRO-q, IFN-y,
IL-1a, IL-2Ra, IL-5, IL-9, IP-10, MIP-1B, TNF-B, glukagon, leptyna, wisfatyna lub
omentyna-1 mogtoby usprawni¢ diagnostyke NENs, w poréwnaniu z oznaczaniem
kazdego z tych parametréw osobno.

Parametry, takie jak melatonina, G-CSF, B-NGF, IL-16, TNF-a, IL-1-a, GIP, LIF i TNF-B,
wykazujg wysoka czutos¢ (>90%) w diagnostyce nowotworéw neuroendokrynnych,
jednakze ich swoistosc jest bardzo niska (<5%).

Wyznaczony wzér predykcji dla nowotworéw neuroendokrynnych z zastosowaniem
oznaczania stezenia GRO-a i TNF-B pozwala na okreslenie prawdopodobieristwa
potwierdzenia lub wykluczenia nowotworéw neuroendokrynnych z doktadnoscig

94,5%.
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VIl. Streszczenie

Nowotwory neuroendokrynne (NENs, ang. neuroendocrine neoplasms) stanowig
niejednorodng grupe nowotwordw, wywodzacych sie z rozsianego uktadu komodrek
neuroendokrynnych. Oprécz etiologii genetycznej przyczyna NENs nie jest do konca znana.
Najczesciej  wystepuja  NENs  Zotgdkowo-jelitowo-trzustkowe  (GEP-NETs,  ang.
gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors) i ptuca. Nowotwory te stanowig duzy
problem diagnostyczny, ze wzgledu na brak charakterystycznych objawéw oraz swoistych
markeréw pomocnych w rozpoznaniu. Ich ostateczna diagnoza czesto ma miejsce na etapie
zaawansowanej choroby lub w momencie procesu metastazy, co znacznie opdznia skuteczng
terapie i wiaze sie z ryzykiem wystgpienia przerzutéw. Wsréd markeréw niespecyficznych
przydatnych w diagnostyce NENs wyrdznia sie chromogranine A (CgA, ang. chromogranin A),
enolaze swoistg dla neuronéw (NSE, ang. neuron-specific enolase) oraz gonadotropiny,
natomiast markery swoiste, to m.in. insulina, glukagon, gastryna, czy somatostatyna, ktére
manifestujg rowniez obraz kliniczny w danym rodzaju NENs.

Celem niniejszej pracy byto oznaczenie we krwi pacjentéw z NENs o réznej lokalizacji
oraz u 0séb zdrowych szeregu parametréow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym, aktywnoscig
endokrynna tkanki ttuszczowej i stanem zapalnym oraz identyfikacja potencjalnych, nowych
markerow diagnostycznych dla NENSs.

Badaniem objeto 86 pacjentdw z rozpoznaniem NENSs, ktérzy byli pacjentami Centrum
Onkologii im. Prof. Franciszka tukaszczyka w Bydgoszczy. Pacjentéw podzielono ze wzgledu na
lokalizacje guza: trzustka — pNENs (n=22), przewdd pokarmowy — GI-NENs (n=34), ptuco — L-
NENs (n=12), inna lokalizacja — o-NENs (n=18). Grupe kontrolng stanowito 35 osdb zdrowych.
Kryteria wykluczenia pacjentéw z NENs obejmowaty inne nowotwory i choroby ostre
i przewlekte, natomiast osoby z grupy kontrolnej wykluczata z badania obecnos¢ choréb
ostrych i przewlektych (nowotwdr, cukrzyca, otytosc¢), zaburzenia autoimmunologiczne
i kardiometaboliczne. Materiat do badan stanowita krew zylna pobrana jednorazowo, rano,
na czczo przez wykwalifikowany personel. Do planowanych badan pobierano 9 ml krwi do
probowki z antykoagulantem w celu izolacji osocza i erytrocytow oraz 9 ml krwi do probowki
zawierajgcej aktywator wykrzepiania oraz zel separujacy, z ktérej pozyskiwano surowice.

Badania wykonano za zgoda Komisji Bioetycznej przy Collegium Medicum im. L. Rydygiera
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w Bydgoszczy UMK w Toruniu: KB 423/2020. Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD,
ang. superoxide dismutase), peroksydazy glutationowej (GPx, ang. glutathione peroxidase)
oraz katalazy (CAT, ang. catalase) mierzono w erytrocytach, natomiast stezenie
malonylodialdehydu (MDA, ang. malondialdehyde) oceniono zaréwno w erytrocytach, jak
i osoczu krwi. Do pomiaru w/w parametrow zastosowano metody spektrofotometryczne,
pomiar kinetyczny. Stezenie CgA, melatoniny i omentyny-1 oznaczono za pomocg gotowych
zestawdw ELISA. Stezenie wybranych adipokin oraz szeregu parametrow stanu zapalnego
oznaczono za pomocg gotowych, multipleksowych zestawdw ELISA.

W ramach analizy statystycznej dla kazdej grupy wyznaczona zostata Srednia i btad
standardowy oraz mediana z pierwszym i trzecim kwartylem. Przeprowadzono rdéwniez
jednoczynnikowgq analize wariancji testem ANOVA lub jej odpowiednikiem — testem Kruskala-
Wallisa wsrdd czterech grup pacjentéw z NENs. Wyznaczono wspoéfczynniki korelacji miedzy
wartosciami CgA, a pozostatymi badanymi parametrami. Dla wybranych parametréw
wykonano analize umozliwiajagcg wykreslenie krzywych ROC (ang. receiver operating
characteristic) wraz z punktami odciecia, oraz czutoscig i swoistoscig zmiennych, a takze
wyznaczono wzor modelu regresji logistycznej pozwalajgcy na  wyznaczenie
prawdopodobieristwa wystepowania choroby u pacjenta.

Zaobserwowano wzrost stezenia MDA w osoczu krwi pacjentow z NENs bez wzgledu
na lokalizacje, a w przypadku stezenia MDA w erytrocytach istotna zmiana dotyczyta NENs, L-
NENs oraz o-NENs w poréwnaniu z grupg kontrolng, co wskazuje, ze w przebiegu NENs moze
dochodzi¢ do nasilonego procesu peroksydacji lipidow. Aktywnos$¢ SOD zmniejszyta sie
istotnie we wszystkich grupach badanych w poréwnaniu z grupg kontrolng, natomiast nie
odnotowano takich zmian w przypadku CAT. Aktywnos¢ GPx zwiekszyta sie znaczgco w pNENSs,
natomiast w GI-NENs jej aktywnos¢ ulegta obnizeniu w poréwnaniu z grupg kontrolng.
Stezenie melatoniny byfo istotnie nizsze we wszystkich grupach NENs.

W przypadku parametrow diabetologicznych rdznice istotne statystycznie w grupie
pacjentéw z NENs dotyczyty stezenia glukozozaleznego peptydu insulinotropowego (GIP, ang.
glucose-dependent insulinotropic peptide), insuliny, glukagonu oraz inhibitora aktywatora
plazminogenu 1 (PAI-1, ang. plasminogen activator inhibitor) w pordwnaniu z grupg kontrolng.
Odnotowano réwniez obnizone stezenie greliny w grupie pacjentéw z L-NENs. Natomiast
wsrod badanych adipokin zaobserwowano wzrost stezenia wisfatyny oraz spadek stezenia

rezystyny we wszystkich lokalizacjach NENs w pordéwnaniu z grupa kontrolng. Stezenie
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omentyny-1 wzrosto we wszystkich grupach poza o-NENs, natomiast poziom leptyny wykazat
roznice wytgcznie w przypadku grupy pacjentéw z o-NENs. Stezenie CgA byto istotnie
statystycznie wyzsze w przypadku NENs, pNENs oraz L-NENSs.

Wsréd parametrow stanu zapalnego o istotnym statystycznie wzroscie stezenia we
wszystkich grupach badanych w odniesieniu do grupy kontrolnej wyrdznia sie CTACK (skdérna
chemokina przyciggajaca limfocyty T, ang. cutaneous T-cell-attracting chemokine), eotaksyne,
G-CSF (czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw, ang. granulocyte colony-
stimulating factor), GM-CSF (czynnik stymulujgcy tworzenie granulocytéw i makrofagéw, ang.
granulocyte-macrofage colony-stimulating factor), GRO-a (onkogen regulowany wzrostem,
ang. growth regulated oncogene), HGF (czynnik wzrostu hepatocytdw, ang. hepatocyte
growth factor), IFN-a2, IFN-y (ang. interferone y), IL-1a (IL, ang. interleukin), IL-1B, IL-1ra, IL-2,
IL-2Ra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IL-16, IL-17A, LIF (czynnik hamujgcy biataczke, ang.
leukemia inhibitory factor), MCP-1 (biatko chemotaktyczne monocytow 1, ang. monocyte
chemotactic protein 1), MCP-3, M-CSF (czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw,,
ang. macrophage colony stimulating factor), MIF (czynnik hamujgcy migracje makrofagow,
ang. macrophage migration inhibitory factor), MIG (monokina indukowana przez interferon y,
ang. monokine induced by interferon-y), B-NGF (czynnik wzrostu nerwéw B, ang. nerve growth
factor B), RANTES (czynnik regulowany przez aktywacje, ekspresja i wydzielanie przez
prawidtowe limfocyty T, ang. regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted),
SCF (czynnik komadrek macierzystych, ang. stem cell factor), SCGF-B (czynnik wzrostu komérek
macierzystych), ang. stem cell growth factor), TNF-a (czynnik martwicy nowotworu, ang.
tumor necrosis factor), VEGF (czynnik wzrostu srodbtonka naczyn, ang. vascular endothelial
growth factor), natomiast spadek stezenia dotyczyt TNF-B oraz PDGF-BB (ptytkopochodny
czynnik wzrostu, ang. platelet-derived growth factor) w poréwnaniu z grupg kontrolng. Brak
zmian istotnych statystycznie we wszystkich grupach badanych pacjentéw dotyczyt IL-13 oraz
IP-10 (indukowane interferonem y biatko 10kDa, ang. interferon y-induced protein 10 kDa).

Ponadto wykazano, iz istnieje dodatnia korelacja pomiedzy stezeniem CgA a takimi
parametrami stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego, jak GPx, GLP-1 (glukagonopodobny
peptyd 1, ang. glucagon-like peptide-1), M-CSF, GM-CSF, SCGF-B, HGF, GRO-q, IFN-y, IL-1q, IL-
2Ra, IL-5, IL-9, IP-10, MIP-1B (makrofagowe biatko zapalne 1B, ang. macrophage inflammatory
protein 1 beta), TNF-B, glukagon, leptyna, wisfatyna, natomiast w sposdéb ujemny z tg zmienng

korelowata omentyna-1.
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Analiza krzywych ROC (ang. receiver operating characteristic) pozwolita na wskazanie
najbardziej czutych i swoistych parametréw, ktdre zostaty uzyte rowniez do analizy regresji
logistycznej w celu wyznaczenia wzoru prawdopodobierstwa wystgpienia choroby. Wzor
stworzono na podstawie stezenia GRO-a oraz TNF-B, ktére skrajnie rdinicujg grupe
nowotwordw neuroendokrynnych i dla ktérych czutosé i swoistos¢ wynosita odpowiednio 83%
i 11% oraz 93% i 5%. Po weryfikacji krzywej ROC dla CgA, odnotowano, iz czutos¢ dla tego
parametru wynosi 72%, swoistos¢ 26%.

Niniejsze badanie dowodzg, iz stres oksydacyjny, stan zapalny oraz zaburzona funkcja
tkanki ttuszczowej biorg udziat w przebiegu NENs. Zidentyfikowano parametry o wiekszej
czutosci niz poziom CgA, ktdre mogtyby uczestniczy¢ w procesie diagnostycznym, a by¢ moze
rowniez rokowniczym lub terapeutycznym w przypadku NENs. Zaobserwowane istotnie nizsze
stezenie melatoniny moze sugerowac jej wptyw na patogeneze nowotwordw lub niedobory
wtdrne tego hormonu, zwigzane z procesem nowotworzenia. Wyznaczony wzér predykcji dla
NENs z zastosowaniem oznaczania stezenia GRO-a i TNF-B pozwala na potwierdzenie lub
wykluczenie nowotworow z doktadnoscig 94,5%.

Niewatpliwie niezbedne sg kolejne badania dotyczace udziatu wskazanych nowych
potencjalnych markeréw NENs nie tylko w rozpoznaniu, ale rowniez w progresji choroby

i odpowiedzi na terapie.

Stowa kluczowe: adipokiny; nowotwory neuroendokrynne; melatonina; stres oksydacyjny,

stan zapalny
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VIII. Summary

Neuroendocrine neoplasms (NENs) are a heterogeneous group of neoplasms
originating from a disseminated system of neuroendocrine cells. Apart from the genetic
etiology, the cause of NENs is not fully known.

The most common NENs include gastroenteropancreatic (GEP-NETs) and lungs (L-
NENs) tumors. They are still a big diagnostic problem due to the lack of characteristic
symptoms and specific markers helpful in their diagnosis. Their final diagnosis often takes
place at the stage of advanced disease or at the time of metastasis, which significantly delays
effective therapy and is associated with the risk of metastases. Among non-specific markers
useful in the diagnosis of NENs, chromogranin A (CgA), neuron-specific enolase (NSE) and
gonadotropins should be mentioned, while specific markers include insulin, glucagon, gastrin
or somatostatin, which also manifest the clinical feature in a given type of NENs.

The aim of this study was to determine a number of parameters related to oxidative
stress, endocrine function of adipose tissue and inflammation in the blood of patients with
NENSs of various locations and in healthy people, as well as to identify potential new diagnostic
markers for NENs.

The study included 86 patients of the Oncology Center Prof. Franciszek tukaszczyk in
Bydgoszcz, Poland diagnosed with NENs of various locations (pancreas, gastrointestinal tract,
lung, other locations). The patients were divided according to the tumor location: pancreas —
pPNENSs (n=22), gastrointestinal tract — GI-NENs (n=34), lungs — L-NENs (n=12), other location —
0-NENs (n=18 ). The control group consisted of 35 healthy people. The exclusion criteria for
the NEN patients included other cancers and acute and chronic diseases, while the control
group excluded the presence of acute and chronic diseases (cancer, diabetes, obesity),
autoimmune and cardiometabolic disorders. The material for the study was venous blood
samples collected once, in the morning, on an empty stomach by qualified personnel. For the
planned tests, 9 ml of blood sample was collected into a tube with anticoagulant for the
plasma and erythrocyte isolation, while 9 ml of blood sample was collected into a tube without
anticoagulant, containing clotting activator and separating gel, for the serum isolation. The
research was carried out with the consent of the Bioethics Committee at Collegium Medicum

in Bydgoszcz of the Nicolaus Copernicus University in Torun: KB 423/2020. Superoxide
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dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and catalase (CAT) activities were measured in
erythrocytes, while malonyldialdehyde (MDA) level was assessed in both the erythrocytes and
blood plasma. Spectrophotometric methods and kinetic measurement were used to measure
the above-mentioned parameters. CgA, melatonin and omentin-1 concentrations were
determined using ready-made ELISA kits. The concentration of selected adipokines and a
number of inflammatory parameters were determined using ready-made multiplex ELISA kits.

As a part of the statistical analysis, the mean and standard error, as well as the median
with the first and third quartiles were determined for each group. A one-way ANOVA or its
equivalent, the Kruskal-Wallis test, was also performed among four groups of NEN patients
with NENs. Correlation coefficients between the CgA values and the other parameters were
determined. For the selected parameters, an analysis was performed to plot the ROC (receiver
operating characteristic) curves with cut-off points, as well as the sensitivity and specificity of
the variables, and a logistic regression model was determined to determine the probability of
the disease.

Increased plasma MDA concentration in the NEN patients was observed, regardless of
the location. In the case of the erythrocytic MDA concentration, a significant change
concerned NENs, L-NENs and o-NENs compared to the control group, which indicates that an
increased lipid peroxidation process accompanies the course of NENs. The SOD activity
decreased significantly in all study groups compared to the control group, while no changes
were noted in the case of CAT. The GPx activity increased significantly in pNENs, while, in GI-
NENSs, its activity decreased compared to the control group. Melatonin concentration was
significantly lower in all groups of NENs.

In the case of diabetic parameters, statistically significant differences in the group of
patients with NENs concerned the concentration of glucose-dependent insulinotropic peptide
(GIP), insulin, glucagon and plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) compared to with the
control group. A decreased concentration of ghrelin was noted in the group of patients with
L-NENs. However, among the tested adipokines, an increase in the concentration of visfatin
and a decrease in the concentration of resistin were observed in all locations of NENs
compared to the control group. The concentration of omentin-1 increased in all groups except
for o-NENSs, while the level of leptin showed a difference only in the group of patients with o-

NENs. The CgA concentration was statistically significantly higher in NENs, pNENs and L-NENs.

165



Among the parameters of inflammation, a statistically significant increase in the
concentration of the following parameters was observed in all tested groups in relation to the
control group: CTACK (cutaneous T-cell-attracting chemokine), eotaxin, G-CSF (granulocyte
colony-stimulating factor ), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor),
GRO-a (growth regulated oncogene), HGF (hepatocyte growth factor ), IFN-a2, IFN-y
(Interferoney), IL-1a (IL), IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-2Ra, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IL-16,
IL-17A, LIF (leukemia inhibitory factor), MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1 ), MCP-3, M-
CSF (macrophage colony stimulating factor), MIF (macrophage migration inhibitory factor),
MIG (monokine induced by interferon-y), B-NGF (nerve growth factor ), RANTES (regulated
on activation, normal T-cell expressed and secreted), SCF (factor stem cell factor), SCGF-B
(stem cell growth factor), TNF-a (tumor necrosis factor), VEGF (vascular endothelial growth
factor). In turn, the decrease in the concentration of TNF-B and PDGF-BB (platelet-derived
growth factor) was observed in all tested groups compared to the control group. There were
no statistically significant changes in IL-13 and IP-10 (interferon y-induced protein 10 kDa
levels in all groups of patients.

In addition, a positive correlation between the concentration of CgA and such
parameters of oxidative stress and inflammation as GPx, GLP-1 (glucagon-like peptide-1), M-
CSF, GM-CSF, CGF- B, HGF, GRO-a, IFN-y, IL-1a, IL-2Ra, IL-5, IL-9, IP-10, MIP-1B (macrophage
inflammatory protein 1 beta), TNF-B, glucagon, leptin, visfatin, was shown, while the omentin-
1 level was negatively correlated with the concentration of CgA.

The analysis of the ROC curves allowed to indicate the most sensitive and specific
parameters, which were also used for the logistic regression analysis in order to determine
the disease probability pattern. The formula was created based on the concentration of GRO-
o and TNF-B, which allowed for the extreme differentiation the groups of NENs. The sensitivity
and specificity for GRO-a and TNF-B were 83% and 11% and 93% and 5%, respectively.
Verifying the ROC curve for CgA, it was noted that the sensitivity for this parameter was 72%,
and the specificity was 26%.

The results of the study indicate that oxidative stress, inflammation and impaired
adipose tissue function are involved in the course of NENs. Parameters with greater sensitivity
than the CgA level, which could be used as markers in the diagnostics and maybe also in the
prognosis or therapeutic process of NENs, were identified. The observed significantly lower

concentration of melatonin may suggest its influence on the cancer pathogenesis or its
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secondary deficiencies associated with the process of carcinogenesis. The predictive formula
for NENs determined with the use of GRO-a and TNF-B concentrations allows for the
confirmation or exclusion of those neoplasms with an accuracy of 94.5%.

Undoubtedly, further research is needed on the role of the indicated new potential
NEN markers not only in the diagnosis, but also in the progression of the disease and response

to therapy.

Keywords: adipokine; inflammation; melatonin; neuroendocrine tumors; oxidative stress
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IX.  Spis Tabel

Tab. 1. Klasyfikacja guzow zotgdkowo-jelitowo-trzustkowych (GEP-NETs) na podstawie stopnia
ztosliwosci wedtug IARC WHO z 2019 roku.

Tab. 2. Rola wybranych czynnikdw stanu zapalnego w procesie nowotworzenia.

Tab. 3. Antropometryczne ikliniczne dane pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi
(NENSs) oraz zdrowych ochotnikéw (grupa kontrolna).

Tab. 4. Antropometryczne i kliniczne dane pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi
trzustki (pNENs), przewodu pokarmowego (GI-NENs), ptuca (L-NENs) oraz innych lokalizacji (o-
NENS).

Tab. 5. Parametry diabetologiczne izapalne zawarte w zestawach Bio-Plex Pro Human
Diabetes - 10-plex Panel oraz w Bio-Plex Pro Human Cytokine Screening Panel 48-plex firmy
BIO-RAD.

Tab. 6. Parametry antropometryczne o statystycznym rozktadzie normalnym oraz testy
nieparametryczne  analizowane w grupie  wszystkich  pacjentéw  z nowotworami
neuroendokrynnymi (grupa badana, NENs), atakze u pacjentow z nowotworami
neuroendokrynnymi trzustki (pNENs), uktadu pokarmowego (GI-NENs), ptuca (L-NENs) oraz
innych lokalizacji (o-NENs) w odniesieniu do oséb zdrowych (grupa kontrolna, Ctrl).

Tab. 7. Parametry stresu oksydacyjnego o statystycznym rozktadzie normalnym oraz testy
nieparametryczne  analizowane w grupie  wszystkich  pacjentéw  z nowotworami
neuroendokrynnymi (grupa badana, NENs), atakze w grupie pacjentow z nowotworami
neuroendokrynnymi trzustki (oNENs), uktadu pokarmowego (GI-NENs), ptuca (L-NENs) oraz
innych lokalizacji (o-NENs) w odniesieniu do osdb zdrowych (grupa kontrolna, Ctrl).

Tab. 8. Parametry diabetologiczne o statystycznym rozktadzie normalnym oraz testy
nieparametryczne analizowane w grupie wszystkich pacjentéw z nowotworami
neuroendokrynnymi (grupa badana, NENs), atakze u pacjentow z nowotworami
neuroendokrynnymi trzustki (oNENs), uktadu pokarmowego (GI-NENs), ptuca (L-NENs) oraz
innych lokalizacji (o-NENs) w odniesieniu do osdb zdrowych (grupa kontrolna, Ctrl).

Tab. 9. Stezenia adipokin oraz chromograniny A o statystycznym rozktadzie normalnym oraz
testy nieparametryczne analizowane w grupie wszystkich pacjentéw z nowotworami

neuroendokrynnymi (grupa badana, NENs), atakie u pacjentéw znowotworami
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neuroendokrynnymi trzustki (oNENs), uktadu pokarmowego (GI-NENs), ptuca (L-NENs) oraz
innych lokalizacji (o-NENs) w odniesieniu do osdb zdrowych (grupa kontrolna, Ctrl).

Tab. 10. Parametry stanu zapalnego o statystycznym rozktadzie normalnym oraz testy
nieparametryczne analizowane w grupie  wszystkich  pacjentdow  z nowotworami
neuroendokrynnymi (grupa badana, NENs), a takze u pacjentéw z nowotworami
neuroendokrynnymi trzustki (pNENs), uktadu pokarmowego (GI-NENSs), ptuca (L-NENs) oraz
innych lokalizacji (o-NENs) w odniesieniu do oséb zdrowych (grupa kontrolna, Ctrl).

Tab. 11. Korelacje badanych zmiennych z chromograning A.
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X.  Spis Rycin

Ryc. 1. Schemat podziatu nowotwordow neuroendokrynnych (NENs) za wzgledu na czynnos¢
hormonalng, pochodzenie embrionalne oraz lokalizacje guza.

Ryc. 2. Wzér do wyznaczenia wskaznika masy ciata BMI.

Ryc. 3. Test immunologiczny typu kanapkowego wykorzystywany w systemie Bio-Plex.

Ryc. 4. Przebieg oznaczen z zastosowaniem multipleksowych zestawéw ELISA (test
immunoenzymatyczny.

Ryc. 5. Wykres skrzynkowy dla BMI u pacjentdw z nowotworami neuroendokrynnymi (NENSs)
o roznych lokalizacjach oraz wyniki testu post-hoc U Manna-Whitneya.

Ryc. 6. Wykres skrzynkowy dla GPx u pacjentow z nowotworami neuroendokrynnymi (NENSs)
o roznych lokalizacjach oraz test post-hoc U Manna-Whitneya.

Ryc. 7. Wykres skrzynkowy dla greliny u pacjentéw z nowotworami neuroendokrynnymi
(NENSs) o réznych lokalizacjach oraz test post-hoc U Manna-Whitneya.

Ryc. 8. Krzywa ROC dla melatoniny.

Ryc. 9. Krzywa ROC dla SCF (czynnik komdrek macierzystych).

Ryc. 10. Krzywa ROC dla G-CSF (czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytow).

Ryc. 11. Krzywa ROC dla B-NGF (czynnik wzrostu nerwéw ().

Ryc. 12. Krzywa ROC dla IL-16 (interleukina 16).

Ryc. 13. Krzywa ROC dla MCP-1 (biatko chemotaktyczne monocytow).

Ryc. 14. Krzywa ROC dla IL-2Ra (podjednostka a receptora dla interleukiny 2).

Ryc. 15. Krzywa ROC dla TNF-a (czynnik martwicy nowotworu a).

Ryc. 16. Krzywa ROC dla MIF (czynnik hamujgcy migracje makrofagéw).

Ryc. 17. Krzywa ROC dla IL-1a (interleukina 1a).

Ryc. 18. Krzywa ROC dla GIP (glukozozalezny peptyd insulinotropowy).

Ryc. 19. Krzywa ROC dla IL-4 (interleukina 4).

Ryc. 20. Krzywa ROC dla LIF (czynnik hamujacy biataczke).

Ryc. 21. Krzywa ROC dla TNF-B (czynnik martwicy nowotworu ).

Ryc. 22. Krzywa ROC dla IL-1ra (antagonista receptora interleukiny 1).

Ryc. 23. Krzywa ROC dla IL-1B (interleukina 1pB).

Ryc. 24. Krzywa ROC dla IL-15 (interleukina 15).
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Ryc.
Ryc.
Ryc.
Ryc.
Ryc.
Ryc.
Ryc.
Ryc.
Ryc.

B) i GRO-a (onkogen regulowany wzrostem).

25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

Krzywa ROC dla IL-7.
Krzywa ROC dla IL-8.
Krzywa ROC dla IL-6.
Krzywa ROC dla GRO-a.
Krzywa ROC dla M-CSF.
Krzywa ROC dla CTACK.

Krzywa ROC dla SCGF-p.
Krzywa ROC dla IFN-a2.

Tréjwymiarowy wykres zaleznosci zmiennych TNF-B (czynnik martwicy nowotworu
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Zgoda Komisji Bioetycznej

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy
KOMISJA BIOETYCZNA
Ul. M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 423/2020 Bydgoszcz, 29.09.2020 r.

Dzialajac na podstawie art.29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997 r.
Nr 28 poz. 152 (wraz z pdZniejszymi zmianami), rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia
11 maja 1999 r. w sprawie szczegotowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji
bioetycznych (Dz.U. Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzenia Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z pdzn, zm. w
sprawie powolania oraz zasad dziatania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(skltad podano w zalaczeniu). na posiedzeniu w dniu 29.09.2020 r. przeanalizowala wniosek,
ktory zlozyla kierownik badania:

dr hab. Karolina Szewczyk-Golec, prof. UMK
Katedra Biologii i Biochemii Medycznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy

z zespolem w skladzie

- prof. dr hab. n. med. Alina Wozniak, dr hab. Karolina Szewczyk-Golec, prof.
UMK, mgr Marlena Markiewicz, mgr Jaroslaw Nuszkiewicz, mgr Marta Pawlowska, dr
hab. Bogdan Malkowski, lek. Marta Maruszak, dr Jolanta Czuczejko,

w sprawie badania:

»Ocena zaleznosSci miedzy melatoning, sekrecja wybranych adipokin,
a wykladnikami stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego w przebiegu nowotworéw
neuroendokrynnych. Nowe, potencjalne markery diagnostyczne.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
tajnego Komisja podjeta
Uchwalg¢ o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku

w sprawie przeprowadzenia badan, w zakresie okreslonym we wniosku pod warunkiem:

¢ poinformowania na pi$mie uczestnikdw badania o celu oraz zakresie badan i uzyskania od kazdego z nich
osobnej, pisemnej, Swiadomej zgody na udziat w badaniu, zgodnie z obowigzujacymi przepisami, datowanej
najpozniej na moment rozpoczecia badania a nie wczesniej niz data uzyskania z Komisji Bioetycznej
pozytywnej opinii o badaniu ;

* zachowania tajemnicy wszystkich danych, w tym danych osobowych uczestnikow badania,
umozliwiajacych ich identyfikacje w ewentualnych publikacjach

* zapewnienia, ze osoby uczestniczace w eksperymencie badawczym nie sa ubezwlasnowolnione, nie sa
zolnierzami stuzby zasadniczej, nie sa osobami pozbawionymi wolnosci, nie pozostaja w zaleznosci
stuzbowej, dydaktycznej lub innej z prowadzacym badanie;

* sugerujemy uzyskanie podpisu uczestnika badania pod informacja o badaniu, lub sporzadzenie formularza
informacji i $wiadomej zgody na udzial w badaniu w ramach jednego dokumentu.

Jednoczeénie informujemy, iz ,Zgoda na udzial w badaniu” winna zawiera¢ m.in.: imi¢ i nazwisko badanej

osoby; adres zamieszkania lub PESEL lub nr historii choroby pacjenta (L.ks.gl. Oddziatu/Poradni) oraz date i
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2
podpis badanej osoby, a takze klauzule, ze uczestnik badania wyraza zgode na przetwarzanie danych osobowych

dotyczacych realizacji tematu badawczego, zgodnie z obowiazujacym prawem (RODO).

Kierownik badania zobowigzany jest do przechowywania wszystkich dokumentéw dotyczacych badania przez

okres dwudziestu lat.
Zgoda obowiqzuje od daty podjecia uchwaty (29.09.2020 r.) do kovica 2022 r.

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku z uwzglednieniem przedstawionego projektu;
kazda zmiana i modyfikacia wymaga uzyskania odrebnej opinii. Wnioskodawca zobowigzany jest do
informowania o wszelkich poprawkach, ktére moglyby mie¢ wplyw na epinie Komisji oraz poinformowania o
zakoriczeniu badania.

Od niniejszej uchwaly podmiot zamierzajqcy przeprowadzi¢ eksperyment medyczny, kierownik zakladu
opieki zdrowotnej, w kiorej eksperyment medyczny ma by¢ przeprowadzony, mogq wniesé¢ odwolanie do
Odwolawczej Komisji Bioetycznej przy Ministrze Zdrowia, za posrednictwem Komisji Bioetycznej przy
Collegium Medicum im. L. Rydygiera w Bydgoszczy, w terminie 14 dni od daty otrzymania niniejszej Uchwaly.

Prof. dr hab. med. Karol Sliwka

Przewodniczacy Komisji Bioetycznej

Otrzymuje:

dr hab. Karolina Szewczyk-Golec, prof. UMK
Katedra Biologii i Biochemii Medycznej
Collegium Medicum w Bydgoszczy
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Lista obecnosci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 29.09.2020 r.

Lp. Imie i nazwisko Funkcja/ Specjalizacja Podpis
|
1. Prof. dr hab. med. Karol Sliwka e
medycyna sgdowa
: Z — ca przewodniczacego N
) Mgr prawa Joanna Poletek-Zygas
' prawniczka
pediatra, alergologia i
3. | Prof. dr hab. med. Mieczystawa Czerwionka-Szaflarska
- gastroenterologia dziecigca 4 ,L
4. Prof. dr hab. med. Anna Balcar-Boron pediatria, nefrologia
=
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