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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

4PYDP — 4-pyridone-3-carboxamide- 1-$-D-ribonucleoside diphosphate / dwu-
fosforan 4-pirydono-3-karboksyamido-1-B-D-rybonukleozydu

4PYMP — 4-pyridone-3-carboxamide-1-f-D-ribonucleoside monophosphate /
monofosforan 4-pirydono-3-karboksyamido-1-B-D-rybonukleozydu

4PYR — 4-pyridone-3-carboxamide-1-p-D-ribonucleoside / 1-p-D-rybo-
nukleozydo-4-pirydono-3-karboksyamid

4PYRAD — NAD analogy 4-pyridone-3-carboxamide-adenine dinucleotide /
analog NAD dinukleotyd 4-pirydono-3-karboksymido-adeninowy

4PYTP — 4-pyridone-3-carboxamide- 1-$-D — triphosphate / trojfosforan 4-
pirydono-3-karboksyamido-1-B-D-rybonukleozydu

ACTH - adrenocorticotropic hormone / hormon adrenokortykotropowy

ADH — antydiuretic hormone / hormon antydiuretyczny

AFP — alfa fetoprotein / alfa fetoproteina

Ala — alanine / alanina

ALP — alkaline phosphatase / fosfataza alkaliczna

Apc — adenomatous polyposis coli gene / gen gruczolakowatego polipa okreznicy

Arg — arginine / arginina

Asn — asparagines / asparagina

Asp — asparaginic acid / kwas asparaginowy

Brca 1iBrca 2 — breast cancer gene 1 and 2 / geny raka piersi 112

CEA — carcinoembryonic antygen/ antygen rakowo-plodowy

Cys — cysteine / cysteina

EBYV — Epstein-Barr Virus / wirus Epstein-Barr

EGFR — epidermal growth factor receptor / receptor nabtonkowego czynnika
wzrostu /

Glu — glutamic acid / kwas glutaminowy
Hcy — homocysteine / homocysteina

Her-2 — human epidermal growth factor receptor / ludzki nabtonkowy receptor
wzrostu

His — histidine / histydyna

HNSCC - head and neck squamous cell carcinoma / rak ptaskonabtonkowy
glowy i szyi

HPYV — human papilloma virus / wirus brodawczaka ludzkiego

HSV — herpes simplex virus / wirus opryszczki pospolitej



Ile — isoleucine / izoleucyna
Leu — /eucine / leucyna
Met — methionine / metionina

Met2PY — N-methyl-2-pyridone-5-carboxamide | N-metylo-2-pirydono-5-
karboksyamid

MetdPY — N-methyl-4-pyridone-3-carboxamide / N-metylo-4-pirydono-3-
karboksyamid

MNA — N-methyl nicotinamide / N-metylonikotynamidu
NA — nicotinamide / nikotynamid

NAD — nicotinamide adenine dinucleotide / dinukleotyd nikotynamido-
adeninowy

NMN - nicotinamide mononucleotide / mononukleotydu nikotynamidu

NNMT — nicotinamide N-methylotransferase / N-metylotransferaza nikotyna-
midu

NR - riboside nicotinamide / rybozydu nikotynamidu

NSE — neuron specific enolase / swoista enolaza neuronowa

PAP — prostate alkaline phosphatase / kwasna fosfataza sterczowa

Phe — phenyloalanine / fenyloalanina

PRL - prolactin / prolaktyna

Pro — proline / prolina

PSA — prostate specific antygen / swoisty antygen sterczowy

Rb — retinoblastoma gene / gen retinoblastomy

SCCAg — squamous cell carcinoma antigen / antygen raka ptaskonabtonkowego

Ser — serine / seryna

Thr — threonine / treonina

TPA — tissue polypeptide antigen / tkankowy antygen polipeptydowy

TPS — tissue polypeptide-specific antigen / swoisty antygen polipeptydowy

Trp — tryptophan / tryptofan

Ty — thyrosine / tyrozyna

Val — valine / walina

VIP — vasoactive intestinal peptide | wazoaktywny peptyd jelitowy
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1. WSTEP

Nowotwory zlokalizowane w obrebie glowy iszyi (HNC, head and neck
cancer) stanowig zroznicowang grup¢ nowotwordow zaréwno pod wzgledem
miejsca ich wystgpowania, obrazu oraz przebiegu klinicznego. W tej grupie
zdecydowanie dominuje rak ptaskonabtonkowy. Wywodzi si¢ on znablonka
btony $luzowej jamy ustnej, gardfa, krtani, zatok przynosowych i nosa. Nowo-
twor ten charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem oraz wczesnym tworzeniem prze-
rzutow gtownie do weztow chtonnych szyi. Wczesne rozpoznanie tego nowo-
tworu i szybkie rozpoczgcie jego leczenia w 80-90% pozwala uzyska¢ 5-letnie
przezycie chorych. W przypadku pacjentow zglaszajacych si¢ w zaawanso-
wanym stadium choroby (dotyczy to okoto 65% chorych) rokowanie jest nieko-
rzystne ze wzglgdu na ograniczone mozliwosci terapeutyczne wynikajace z roz-
legtosci procesu chorobowego oraz ryzyko wystapienia powaznych dysfunkcji
podstawowych czynnosci zyciowych. Czgsto rowniez obserwuje si¢ u tych pa-
cjentow problemy psychiczne, bedace nastepstwem znacznych zaburzen estetycz-
nych i funkcjonalnych [7, 36].

1.1. Epidemiologia i etiologia raka plaskonablonkowego glowy i szyi

Rak ptaskonabtonkowy glowy i szyi (HNSCC, head and neck squamous cell
carcinoma) stanowi okoto 90% wszystkich nowotwordéw w tej lokalizacji i jest
jednym znajczedciej rozpoznawanych nowotworéw na $wiecie [7]. Kazdego
roku zostaje odnotowanych okoto 500 tysigcy nowych zachorowan na ten typ
nowotworu oraz 270 tysiecy zgonow zjego powodu [25]. 40% wszystkich
HNSCC jest rozpoznawanych na Potwyspie Indyjskim, 35% w Poludniowe;j
i Srodkowej Europie [7, 128, 130]. W Europie Pdétocnej, Stanach Zjednoczo-
nych i Australii stanowig one 4,6%—5% ogétu nowotwordéw zto§liwych, nato-
miast w Skandynawii tylko 0,7-1 % [128, 130]. Z danych przedstawionych
w piSmiennictwie wynika, ze w ostatnich dwoch dekadach zaznacza si¢ na §wie-
cie tendencja spadkowa wystepowania nowotworow gltowy i szyi. Wyjatkiem sg
nowotwory jezyka i migdatka podniebiennego, gdzie obserwuje si¢ nieznaczny,
ale staly wzrost zachorowan. Nie zmienia si¢ natomiast dtugos$¢ zycia chorych.
Pomimo statego rozwoju profilaktyki i diagnostyki, a takze wprowadzania no-
wych metod i technologii leczenia nie ulega poprawie odsetek 5-letnich przezyc¢,
ktory od wielu lat ksztattuje si¢ na poziomie okoto 53% [183, 189]. W Polsce
nadal obserwuje si¢ staty wzrost zachorowan na raka gltowy i szyi. HNSCC sta-
nowi okoto 5% wszystkich rozpoznawanych nowotworéw w naszym kraju
[152]. Zachorowalnos¢ na ten typ nowotworu ponad trzykrotnie czgsciej dotyczy
mezezyzn w 5, 6 dekadzie zycia. Najczestszg lokalizacjg raka ptaskonabtonko-
wego glowy i szyi jest krtan (okoto 40% ogdotu HNSCC), jama ustna okoto 38%,
stosunkowo rzadko szczeka (3%). W obrebie krtani najczesciej zajeta jest glo-
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$nia (okoto 50%), w dalszej kolejnosci okolica nadgto$niowa (ponad 40%),
rzadko okolica podgtosniowa (okoto 5%). Raki jamy ustnej zrakiem wargi
wlacznie stanowig 38% wszystkich HNSCC. Najczgsciej lokalizujg si¢ one
w obrebie jezyka (40%) oraz dna jamy ustnej (33%), nastepnie wargi, a znacznie
rzadziej w obregbie btony Sluzowej policzkow i1 wyrostka zgbodotowego [7, 17].

Proces kancerogenezy, trwajacy od kilku do kilkunastu lat, zapoczatkowany
jest dziataniem niekorzystnych czynnikow chemicznych, biologicznych i fizy-
cznych, ktore doprowadzaja do powstawania 1 nawarstwiania si¢ licznych defek-
tow genetycznych, takich jak mutacje gendw supresorowych czy amplifikacje
onkogenow. Skutkuje to rozregulowaniem cyklu komoérkowego, zahamowaniem
apoptozy, zaburzeniem procesOw naprawy DNA, nasileniem proliferacji i mi-
gracji komorek, co w konsekwencji prowadzi do nabycia przez komorke cech
typowych dla komorki nowotworowej [165, 207].

Najwazniejszym czynnikiem etiologicznym w HNSCC jest palenie papiero-
sOw 1spozywanie wysokoprocentowych alkoholi. Palenie tytoniu zwigksza
siedmiokrotnie, a spozywanie wysokoprocentowych alkoholi sze$ciokrotnie za-
grozenie rozwoju nowotworu jamy ustnej w poréwnaniu do osoéb niepalacych
i niepijacych. U okoto 75% pacjentow oba czynniki wystepuja rdéwnoczesnie
i wowczas ryzyko wzrasta 15-krotnie [7, 19, 131]. Czynnikiem zwigkszajacym
prawdopodobienstwo zachorowania na ten nowotwor jest takze nieodpowiedni
sposob odzywiania. Dieta uboga w witaminy A, C, E i karotenoidy, oraz niedo-
bory zelaza doprowadzaja do powstania zmian atroficznych w blonie $luzowej
jamy ustnej, w wyniku ktorych zniszczeniu ulega naturalna bariera chronigca
przed uszkadzajacym dziataniem kancerogenow [50, 92, 148]. W ostatnich la-
tach zwrocono uwage na rolg wirusow w procesie kancerogenezy. Dotyczy to
gldwnie wirusa brodawczaka ludzkiego (HPV, human papilloma virus), wirusa
Epsteina-Barra (EBV, Epstein-Barr virus) oraz wirusa opryszczki pospolitej
(HSV, herpes simplex virus). Zakazenie HPV (szczegélnie jego podtypem
HPV16) najczesciej zwigzane jest z wystepowaniem nowotworu zlokalizowane-
go gldownie w obrebie gardla srodkowego, a zwlaszcza migdatka podniebiennego
u 0sob miodych czesto niepalacych i nienaduzywajacych alkoholu [7, 54, 63, 163,
185].

Odsetek chorych z HNSCC, u ktorych stwierdza si¢ obecnos¢ HPV, wzrdst
7 25% (dane z roku 1970) do 93% (dane z roku 2007) [28, 44, 101, 120]. Cecha
charakterystyczng tego wirusa jest jego tropizm do btony §luzowej, rowniez
jamy ustnej, oraz nabtonka skory. U chorych dochodzi do zaktocenia mechani-
zmow komorkowych przez blokowanie prawidlowych (niezmutowanych) genow
supresorowych 7p53 i Rb przez onkoproteiny wirusa. Histologicznie raki te
przypominaja carcinoma basaloides o niskim stopniu zréznicowania. Pomimo
tego rokowanie utych pacjentow jest zdecydowanie lepsze niz u chorych,
u ktorych nie stwierdzono obecno$ci wirusa HPV [177].

Wplyw na rozwoj] nowotwordOw majg réwniez osobnicze predyspozycje,
zwigzane z wrodzonymi, dziedzicznymi zespotami chorobowymi, takimi jak:
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anemia Fanconiego, zespot Li-Fraumeni, zespol ataksja-teleangiektazja czy
wrodzona postac¢ niepolipowatego raka jelita grubego [163]. Nalezy wspomnie¢,
ze czynnikami, sprzyjajacymi rozwojowi HNSCC sg: zucie betelu, brak higieny
jamy ustnej, przewlekte mikrourazy spowodowane Zzle dopasowanymi uzupet-
nieniami protetycznymi czy ekspozycja na czynniki srodowiskowe, takie jak:
pyt drzewny, weglowy, garbniki oraz nadmierna ekspozycja na stonce [14, 163].

1.2. Klasyfikacje kliniczne oceny zaawansowania raka plaskonablonkowego
glowy i szyi

W ocenie zaawansowania klinicznego nowotworu, planowania leczenia oraz
rokowania stosuje si¢ rekomendowane przez UICC/AJCC, (Union Internationa-
le Contre le Cancer/American Joint Commitee on Cancer TNM 7 2009 rok)
klasyfikacje:

1. System oceny zaawansowania anatomicznego nowotworu, na ktory

sktadaja sig:

- klasyfikacja kliniczna TNM rakéw glowy i szyi (tab. 1)

e c¢TNM — klasyfikacja kliniczna
e pTNM - klasyfikacja patologiczna — klasyfikacja histopatologiczna
po leczeniu chirurgicznym

- klasyfikacja stopni zaawansowania klinicznego rakow glowy i szyi (tab. 2)

2. Ocena stopni ztosliwosci histologicznej Brodersa (tab. 3) “[39]

* nomenklatura klasyfikacji w oparciu o opracowanie ,, TNM klasyfikacja nowotwordw ztosliwych” pod
redakcja L.H. Sobin, M.K. Gospodarowicz, Ch. Wittekind z 2010 roku.
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Tabela 1. Klasyfikacja kliniczna TNM raka glowy i szyi
Table 1. The clinical classification (TNM) of the head and neck cancer

Klasyfikacja kliniczna TNM raka wargi i jamy ustnej*
Clinical classification TNM of lip and floor of mouth cancer*

Wielko$¢é guza pierwotnego — T
Size of the primary tumor — T

Tx Guz nie moze by¢ oceniony

TO Brak cech klinicznych guza pierwotnego

Tis Rak in situ

T1 Najwigkszy wymiar guza <2 cm

T2 Najwigkszy wymiar guza >2cm, ale <4 cm

T3 Najwigkszy wymiar guza > 4cm

Rak wargi: guz nacieka ko$¢, nerw zebodotowy dolny, dno jamy ustnej lub
skore twarzy

T4a Rak dna jamy ustnej: guz nacieka kos¢, glebokie migsnie jezyka, zatoke szcze-
kowa i skore twarzy
Rak wargi i dna jamy ustnej: guz nacieka przestrzen zwaczy, wyrostki skrzy-
T4b et . .
dlowate lub podstawe czaszki i/lub tetni¢ szyjna wewnetrzng
Regionalne chlonne — N
Regional lymph nodes — N
Nx Nie moga by¢ ocenione
NO Brak przerzutow do regionalnych weztow chlonnych
N1 Przerzut w pojedynczym wezle chtonnym po stronie guza <3 cm

N2a Przerzut w pojedynczym wezle chtonnym po stronie guza >3 c¢m, ale < 6 cm

N2b Przerzuty w weztach chtonnych po stronie guza, zaden nie jest > niz 6 cm

N2¢ Przerzuty obustronne lub liczne po stronie guza, zaden nie jest > niz 6 cm

N3 Przerzut w wezle chtonnym, najwigkszy wymiar > 6 cm

Przerzuty odlegle -M
Distant metastasis — M

MO0 Przerzut odlegly nieobecny

M1 Przerzut odleglty obecny

*Dla rakow gardta i szczeki zastosowano klasyfikacje TNM wiasciwa dla danej lokalizacji
*For throat and maxilla cancer used classifications appropriate to the location



WSTEP

Tabela 2.Klasyfikacja stopni zaawansowania klinicznego rakow glowy i szyi*

Table 2. Stage grouping of head and neck cancer*

Stopnie zaawansowania rakow
Stage groui};::?;}zzeild and neck T N M
cancer
0 in situ 0 0
I 1 0 0
I 2 0 0
3 0 0
1 1 0
10 2 1 0
3 1 0
4a 0 0
4a 1 0
1 2 0
IVA 2 2 0
3 2 0
4a 2 0
4b Kazde T 0
ve E?iﬁf T Kazde N |

* oprocz nosowej czesci gardla i tarczycy
* without the nasopharynx and thyroid

Tabela 3. Stopien ztosliwosci histologicznej Brodersa
Table 3. Broders’ stage of histological malignancy

Stopien zlosliwosci

Stopien zréznicowania

histologicznej Brodersa histologicznego
Broders’ stage of histological malignancy Histological grade
Gl wysoko
G2 umiarkowanie
G3 nisko
G4 niezréoznicowany
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Klasyfikacje te sg uniwersalne iproste w zastosowaniu, jednak niewystar-
czajace zarowno dla pelnej oceny stanu zaawansowania choroby jak i jej prze-
biegu. Praktyka kliniczna pokazuje, ze u niektorych chorych z wczesng faza
choroby nowotworowej pomimo radykalnego leczenia, szybko pojawiaja si¢
wznowy 1 przerzuty do regionalnych wezlow chlonnych. Natomiast zdarza sig,
ze pacjenci z klinicznie zaawansowanym procesem nowotworowym majg po-
mys$lny przebieg choroby. Potwierdzaja to dane z piSmiennictwa: wedtug Doshi
35% guzow o wielkosci T1-T2 charakteryzowalo si¢ ztym rokowaniem, a Bund-
gaard, wskazuje na 25% odsetek zlych rokowan we wczesnym stadium choroby
[118]. Powyzsze obserwacje spowodowaty, ze rutynowo stosowane klasyfikacje
coraz cze$ciej sg uzupehiane o dane dotyczace: czynnika etiologicznego, stanu
ogblnego pacjenta czy stanu uktadu immunologicznego [55]. Wskazana jest
roOwniez ocena grubosci ogniska pierwotnego, charakterystyka granicy nacieku
1 wypustek palczastych penetrujacych podscielisko (tzw. front naciekania nowo-
tworu — INT, invasive tumor front). Ocenia si¢ rOwniez obecno$¢ naciekania
naczyn krwiono$nych, chtonnych i widkien nerwowych. Coraz czgéciej do dia-
gnostyki wiaczane sa badania molekularne oceniajace: ekspresje genéw supreso-
rowych (np. genu 7p353, tumor protein 53 gene), markerow proliferacji komor-
kowej (antygen Ki—67, antigen Ki—67), czynnika wzrostu $roédbtonka naczynio-
wego (VEGF, vascular endothelial growth factor), receptora naskorkowego
czynnika wzrostu (EGFR, epidermal growth factor receptor) i wielu innych [5,
23, 68, 134, 205]. Nie wystarcza to jednak i wcigz trwajg intensywne poszuki-
wania zwigzku lub grupy zwigzkow, ktorych oznaczanie pozwolitloby na kom-
pleksowa oceng¢ stopnia zaawansowania klinicznego, ustalenie indywidualnego
planu leczenia oraz przewidywania rokowania.
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1.3. Markery nowotworowe

Markery nowotworowe sg substancjami o zroznicowanym charakterze
ir6znej budowie chemicznej. Sg identyfikowane na réznych etapach choroby
nowotworowej we krwi (tzw. krazace markery nowotworowe), moczu, $linie
i wysigkach, lub jako substancje zwigzane z powierzchnig komoérek nowotwo-
rowych (tzw. komorkowe markery nowotworowe). Sa produkowane albo wy-
facznie w komodrkach nowotworowych, albo jednocze$nie w komodrkach nowo-
tworowych i prawidlowych, przy czym ich st¢zenie w komorkach objetych pro-
cesem chorobowym jest zawsze znaczgco wyzsze. Markery nowotworowe sg
wyktadnikiem toczacych si¢ w komorkach procesow patologicznych: a) prolife-
racji komorkowej guza np. swoisty antygen tkankowy TPS (fissue polypeptide-
specific antygen), antygen proliferacji jadrowej PCNA (proliferating cell nuclear
antigen), antygen Ki-67 1 CD44, b) roznicowania np. biatka CA 15-3, CA 125, Ca
19-9 i c) obumierania komorek np. tkankowy antygen polipeptydowy TPA (tissue
polypeptide antygen), CYFRA 21-1 [7, 148].

Markerami sg niektore: hormony, enzymy, antygeny ptodowo-zarodkowe,
biatka szkieletu komoérkowego, receptory btonowe, markery genetyczne, anty-
geny grup krwi, glikoproteiny (tab. 4).
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Tabela 4. Kliniczne zastosowanie wybranych markeréw nowotworowych

Table 4.Clinical use of tumor markers

Kliniczne zastosowanie wybranych
markeréw nowotworowych
Clinical use of tumor markers

- Katecholaminy — guz chromochtonny nadnerczy [34, 70]
- ADH - rak trzustki, rak kory nadnerczy [70]

Hg(ilr:q/la(}:g‘Y - PRL - rak zoladka, przysadki [100, 109]
- ACTH - rak ptuc [192]
- VIP — rak trzustki, ptuc, nerwiak ptodowy [74, 116, 191]
- PAP, PSA — rak prostaty [97, 112]
ENZYMY - ALP - rak watroby, jajnika, ptuc,monitorowanie przerzutoéw do kosci
Enzymes [12, 60, 77]
- NSE - rak drobnokomorkowy phuc [143, 208]
ANTYGENY
PLODOWO- - AFP — rak watroby i pecherzyka zotciowego [129]
ZARODKOWE - CEA —rak jelit, piersi, pluc, stercza [144]
Fetal embryonic — antigen
BIALKA SZKIELETU | - TPA —rak watroby, rak ptuc [105]
KOMORKOWEGO - TPS — rak phuc [204]
CYTOKERATYNY - CYFRA 21-1 - rak ptuc, jajnika, jamy ustnej [141]
Cytoskeleton proteins - SCCA - rak pthuc, szyjki macicy, gtowy i szyi [105]
RECEPTORY - EGFR - rak piersi, jelita grubego, przetyku, glowy i szyi, jajnika,
BLONOWE macicy, [105]

Membrane receptors

- Receptory blonowe i estrogenowe — rak piersi [99]

- Bel-2 — biataczka, chtoniak [104]

Ogllfc(o);fg‘{ - N-ras, K-ras — rak trzustki, pecherza moczowego [35, 51]
- Her-2 — rak piersi, jajnika [97]
GENY - Rb — siatkowcezak [13]
SUPRESOROWE - Apc — rak jelita grubego [31]
Supresor genes - Breca 1, Brea 2 — rak jajnika, piersi [105]
GLIKOPROTEINY - CA 125 — rak jajnika, macicy [97]
Glicoproteins - CA 15-3 — rak jajnika, piersi [97]
AN TY(];(]]‘:&‘,{I GRUP | A 199, CA 50, CA 195 - rak przewodu pokarmowego, jajnika,

Blood group antigens

piersi [97]

BIALKA
Proteins

- 8100 — czerniak, rak sutka, przewodu pokarmowego [106, 110]
- Peptyd C — wyspiak [167]
- tyreoglobulina — rak tarczycy [80]

ADH — hormon antydiuretyczny, PRL — prolaktyna, ACTH — hormon adrenokortykotropowy, VIP — wazoak-
tywny peptyd jelitowy, PAP — kwasna fosfataza sterczowej, PSA — swoisty antygen sterczowy, ALP — fosfa-
taza alkaliczna, NSE — swoista enolaza neuronowa, AFP — alfa fetoproteina, CEA — antygen rakowo-ptodowy,
SCCA - antygen raka ptaskonablonkowego, EGF — nablonkowy czynnik wzrostu, Her-2 — ludzki nablonkowy
receptor wzrostu -2, Apc — gen gruczlakowatego polipa okreznicy, Brea 1 i Brea 2 — geny raka piersi 112, B2
— mikroglobulina, S100 — biatko 100

ADH — antydiuretic hormone, PRL — prolactin, ACTH — adrenocorticotropic hormone, VIP — vasoactive
intestinal peptide, PAP — prostate alkaline phosphatase, PSA — prostate specific antigen, ALP — alkaline
phosphatase, NSE — neuron specific enolase, AFP — alfa-fetoprotein, CEA — carcinoembryonic antigen,
SCCAg — squamous cell carcinoma antigen, EGRF — epidermal growth factor receptor, Her-2 — human
epidermal growth factor receptor, Apc — adenomatous polyposis coli gene, Brca 1 and Brca 2 — breast cancer
gene 1 and 2, B2 — microglobulin, S100 — peptide S100
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Oznaczanie markerow nowotworowych ma zastosowanie na wszystkich eta-
pach procesu chorobowego: w profilaktyce (badania przesiewowe), rozpoznaniu,
okresleniu stopnia zaawansowania klinicznego, monitorowaniu odpowiedzi na
zastosowane leczenie, rokowaniu czy tez identyfikacji wznowy [97].

O przydatnosci klinicznej markera decyduje jego czuto$é i swoistos¢ diagno-
styczna oraz warto$¢ predykcyjna. Idealny marker powinien mie¢ 100% czutos¢
i swoisto$¢. Wzrost jego stezenia powinien jednoznacznie okresla¢ obecno$¢
i lokalizacje choroby. Markerami, ktore charakteryzuja sie stosunkowo wysoka
specyficzno$cig narzadowa, sa miedzy innymi: PSA i PAP dla raka prostaty,
kalcytonina i tyreoglobulina dla raka tarczycy. Oznaczanie pozostalych marke-
row w chwili obecnej ma charakter wytacznie badania uzupetniajacego w sto-
sunku do badania klinicznego i histopatologicznego. Wigkszo$¢ proponowanych
w piSmiennictwie zwigzkow, peligcych role potencjalnych markerow nowo-
tworowych, charakteryzuje si¢ czgsto niskg swoistoscia i czulo$cig. Poza tym
wyniki dotyczace markeréw prezentowane w publikacjach roznig si¢ oceng
przydatnosci analizowanego zwiazku, co wynika ze znacznej réznorodnosci
i liczebno$ci badanych grup, odmiennej wartosci linii odcigcia a takze roznych
metod oznaczania badanych zwiazkow [16].

1.3.1. Markery nowotworowe u pacjentow z rakiem plaskonablonkowym
glowy i szyi

W diagnostyce, leczeniu, monitorowaniu i prognozowaniu przebiegu choro-
by u pacjentéw z nowotworami glowy i szyi zastosowanie specyficznego i swo-
istego markera ma duze znaczenie. Jest to istotne chociazby z tego powodu, ze
w HNSCC o tej samej lokalizacji i tym samym stopniu zaawansowania klinicz-
nego przebieg choroby jak i odpowiedz na leczenie sa czgsto rd6zne. Rowniez
zdiagnozowanie miejscowej wznowy i/lub rozsiewu procesu nowotworowego
w tej lokalizacji nastrecza wiele trudnosci wynikajacych z obecnosci rozlegtych
blizn i odezyndéw popromiennych. O ztozonosci procesow kancerogenezy w no-
wotworach glowy i szyi §wiadczy liczba badan i publikacji po§wieconych mole-
kularnym podstawom transformacji komérek nowotworowych oraz czynnikom
kontrolujagcym cykl komérkowy, apoptoze i angiogeneze. Lepsze poznanie tych
procesdw wyjasni odmienno$¢ przebiegu klinicznego choroby, pozwoli zapla-
nowac indywidualne leczenie oraz przewidzie¢ rokowanie. W pisSmiennictwie
kilka zwigzkoéw typowano na markera nowotworow glowy i szyi, zaden jednak
jak dotad nie spehial oczekiwan klinicystow. Najczgséciej opisywane markery
nowotworow glowy i szyi przedstawiono ponizej wraz z krotkg ich charaktery-
styka:

e CEA - glikoproteina, wytwarzana w nieznacznych ilo$ciach przez ko-
morki przewodu pokarmowego. Oznaczana w surowicy krwi zylnej ma
zastosowanie w diagnostyce nowotworéw przewodu pokarmowego.
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W rakach narzadow glowy i szyi charakteryzuje si¢ niska czuloscig dia-
gnostyczng (15-42%). Jej stgzenie wzrasta w zaawansowanych proce-
sach nowotworowych, ale nie stwierdzono zalezno$ci od wielkos$ci guza
(T) 1 obecnosci przerzutow do regionalnych weztow chtonnych (N). Ro-
sati 1 wsp. wskazujg na wyzsze stezenie tego zwigzku w nowotworach
dobrze zroznicowanych G1 (54%) w stosunku do nisko zréznicowanych
nowotworow G3 (13%) [150]. Na stgzenie CEA maja tez wptyw takie
czynniki jak palenie papierosow, cigza, zapalenie jelit czy watroby [38,
125].

SCCAg — inhibitor proteazy serynowej, nalezacy do grupy wewnatrzko-
morkowych serpin. Prawdopodobnie bierze on udziat w hamowaniu pro-
cesOw apoptozy poprzez hamowanie aktywnosci kaspaz [187, 199]. Zo-
stat wyizolowany ztkanki raka ptaskonabtonkowego szyjki macicy
przez Kato i wsp. w 1977 [76, 108]. PodwyzZszone stezenie tego markera
zostalo stwierdzone rowniez u pacjentéw z ptaskonabtonkowym rakiem
glowy 1 szyi oraz w raku ptuc. Wysokie stezenie SCCAg we krwi wigza-
to si¢ z krotszym przezyciem chorych [14]. Wzrost stezenia SCCAg ko-
reluje z wielko$cig guza, gtebokoscig naciekania, stanem weztow chton-
nych oraz obecnos$cig odleglych przerzutow [78, 86, 93, 111, 214]. Za-
stosowanie SCCAg w rakach ptaskonabtonkowych glowy i szyi jest jed-
nak ograniczone ze wzgledu na niska czuto$¢ diagnostyczng (21-50%),
pomimo 95% swoistosci [6, 141].

Maspina — serpina, bioraca udziat w hamowaniu neoangiogenezy i ogra-
niczaniu proliferacji imigracji komorek nowotworowych. Jej wzrost
ekspresji w tkance nowotworowej koreluje pozytywnie z dtugoscig prze-
zycia i brakiem przerzutow do wezlow chlonnych, natomiast ztemu ro-
kowaniu towarzyszy spadek jej ekspresji [211].

CYFRA 21-1 - fragment cytokeratyny 19, $cisle zwigzany z obecnoscia
dysplazji komorkowej (stad nazywany markerem roéznicowania nabton-
kowego). Jej podwyzszone stgzenie obserwuje si¢ u20-72% chorych
z rakami glowy 1 szyi i koreluje ono ze stadium zaawansowania klinicz-
nego i stopniem zto§liwosci histologicznej guza. Nie obserwuje si¢ na-
tomiast zalezno$ci migdzy wielko$cig guza, stanem weztow chtonnych i
obecnoscia odleglych przerzutow [24, 102]. Czutos¢ diagnostyczna tego
markera w porownaniu z SCCAg jest znaczaco wyzsza [8]. Natomiast
czulos¢ diagnostyczna kompleksu SCCAg i CYFRA 21-1 wynosi 65%
przy swoistosci 91%, co uzasadnia przydatno$¢ oznaczania obu tych mar-
kerow [6].

Gen Tp53 — gen supresorowy, nalezacy do grupy cyklinozaleznych inhi-
bitorow kinaz. Jego mutacj¢ stwierdza si¢ u okolo 60% pacjentow
z HNSCC [3]. Wzrost ekspresji zmutowanego 7p53 koreluje z promie-
niowrazliwoscig. Nie ma natomiast zgody wsrod badaczy co do jego war-
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tosci prognostycznej iewentualnego zastosowania klinicznego [56, 135,
140].

Rb1 — gen supresorowy, jego obnizona ekspresj¢ stwierdza si¢ u 6—74%
pacjentow z HNSCC [56, 216]. Mutacje w tym genie korelujg z wyz-
szym prawdopodobienstwem powstawania przerzutow izlym rokowa-
niem, wyniki te sg jednak niejednoznaczne [166].

Biatka p16, p21, p27 — produkty genow supresorowych. Spadek ekspre-
sji p16 w tkankach guza nowotworowego stwierdzony u 89% pacjentow,
korelowal ze wzrostem ilosci przerzutow i krotszym czasem przezycia
chorych [40, 165, 166]. Obecnos¢ biatka p21 w tkankach guza nowotwo-
rowego stwierdzono u29-92% chorych, ajego ekspresja korelowala
odwrotnie proporcjonalnie do wielkosci guza. Nie stwierdzono natomiast
zalezno$ci pomiedzy przerzutami do weztdw chtonnych (N) i stopniem
ztosliwosci histologicznej guza (G) [107, 212]. Wzrost ekspresji biatka
p27 w tkankach guza obserwowano u 18-62% chorych i wigzalo si¢ to
z lepszym rokowaniem [88].

Cyklina D — biatko pelnigce istotng role w regulacji cyklu komorkowego
[103, 126, 147, 171]. Jej nadekspresja wystepowata u 68% pacjentow
z HNSCC, u ktorych stwierdzono obecno$¢ przerzutéw do regional-
nych weztéw chtonnych [49, 73, 166]. Czgs¢ badaczy uwaza, ze moze
ona by¢ dobrym markerem prognostycznym w HNSCC [49, 49, 164-
166].

Biatko Bcl-2 — biatko antyapoptotyczne. Wzrost ekspresji Bcl-2 korelo-
wat z umiarkowanym i niskim stopniem zto$liwosci histologicznej no-
wotworu. Brak natomiast zalezno$ci pomiedzy ekspresja Bcl-2 a wielko-
$cig guza i1obecnoscig przerzutow do okolicznych wezidw chtonnych
[90]. Biatko to ma matg warto$¢ prognostyczng w nowotworach glowy
1szyi [135, 140].

PCNA 1 Ki-67 — markery proliferacji komorkowej, wzrost ich ekspresji
koreluje ze wzrostem stopnia zto§liwosci histologicznej guza i ztym ro-
kowaniem [59, 79, 84, 181].

CD44 — glikoproteina powierzchniowa, odpowiedzialna za adhezj¢ ko-
morek. Wzrost jej ekspresji powoduje zwickszone przyleganie komorek
nowotworowych iich migracj¢ przez §cian¢ naczyn, w ktorych tworzy
mikrozatory, co sprzyja tworzeniu przerzutow. Najsilniejszg ekspresje
tego biatka obserwuje si¢ w HNSCC. Wigkszo$¢ badaczy uwaza ja za
bardzo dobry wyktadnik stopnia dysplazji nablonkowej i marker progno-
styczny [9, 10, 45, 117, 133, 164], inni jednak twierdza Zze nie ma wigk-
szego znaczenia klinicznego [15, 206].

EGFR — onkogen, nalezacy do rodziny receptorow o aktywnosci kinaz
tyrozynowych. Jest zwigzany z namnazaniem komorek guza i transfor-
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macja nowotworowa. Wystepuje w wielu typach nowotworow (np. pier-
si, prostaty, ptuc, pecherza moczowego, trzustki). Jego obecnos¢ wigze
si¢ ze ztym rokowaniem [16, 58, 146, 166]. W HNSCC wzrost ekspresji
EGFR stwierdza si¢ u 50-100% pacjentéw z zaawansowanym procesem
chorobowym [162, 184], co cze¢sto koreluje z wysokim stopniem zaa-
wansowania klinicznego [91, 200].

Gen c-myc — protoonkogen kontrolujacy wzrost i réznicowanie komorek,
angiogenezg 1 apoptoze. Jego ekspresja wzrasta w nisko zréznicowanych
HNSCC [69].

VEGF - biatko sygnalizacyjne zwigzane z angiogeneza ilimfangio-
geneza w guzie nowotworowym. Wystepuje w 4 podtypach (A, B, C, D).
Zwickszong ekspresje podtypu A 1B obserwuje si¢ w angio-
i limfangiogenezie guza, za$ ekspresja podtypu C i D wzrasta wraz ze
wzrostem ryzyka przerzutow weztowych [169]. Ekspresja VEGF koreluje
z gorszym rokowaniem u pacjentow z HNSCC [198] [45].

CRP — biatko ostrej fazy. Wykazano silng korelacj¢ pomigdzy st¢zeniem
CRP a wielkoscig guza. Wzrost jego stezenia wskazuje na niekorzystne
rokowanie [89].

COX-2 — enzym cyclooksygenaza 2. Wzrost ekspresji tego biatka silnie
koreluje z przerzutami do wezldw chlonnych, progresja nowotworu
i krotszym przezyciem chorych [16]. Jednoczesnie wzrost ekspresji
COX-2 uwrazliwia komorki nowotworowe na radioterapi¢ [194].

Duze zréznicowanie w interpretacji przydatnosci wyzej opisanych zwigzkow

wskazuje na konieczno$¢ dalszego poszukiwania substancji, ktore w odniesieniu
do nowotworow gltowy i szyi moga by¢ lepszymi wyktadnikami przebiegu pro-
cesu nowotworowego w tej lokalizacji. Z tego powodu zdecydowano si¢ na po-
szukiwanie powigzania procesu nowotworowego w obrebie glowy 1 szyi z meta-
bolizmem zwigzkow azotowych.
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1.4. Nikotynamid i jego metabolity

1.4.1. Metabolizm nikotynamidu

Wsréd zwigzkow azotowych duzg grupe stanowig metabolity 1 pochodne di-
nukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD). Jest on zaangazowany w procesy
oksydoredukcyjne, jest takze substratem dla ADP-rybozylacji (polimerazy poli
ADP-rybozy), czy acetylacji bialek (sirtuiny). Produktem degradacji NAD jest
nikotynamid (NA). Jest to gtdéwna droga jego powstawania, ale nikotynamid
moze rowniez powsta¢ z mononukleotydu nikotynamidu (NMN) lub rybozydu
nikotynamidu (NR) [41, 151] (ryc. 1). Do organizmu jest on dostarczany takze
z pokarmem, przewaznie w produktach pochodzenia zwierzgcego (watroba,
ryby, nerki). Metabolizm nikotynamidu moze przebiega¢ trzema szlakami:

e przemianie do NMN, stanowiac pul¢ do syntezy NAD

e pod wptywem kinazy rybozydu nikotynamidu przeksztatca¢ si¢ do rybo-
zydu nikotynamidu (NR)

e ulegac¢ degradacji.

Pod wptywem N-metylotransferazy nikotynamidu (NNMT) nikotynamid
w nieodwracalnej reakcji ulega przemianie do N-metylonikotynamidu (MNA).
Nalezy nadmieni¢, ze z nikotynamidu obok MNA mogg powstawaé takze N-
oksyd nikotynamidu i 6-hydroksynikotynamid, ale s3 to przemiany o malym
znaczeniu biologicznym [33, 41, 113, 138].

Szlak powstawania rybozydu nikotynamidu i jego przemiana do NMN, sta-
nowigce znaczgce zrodlo do syntezy NAD, to wyniki badan pochodzace
z ostatnich lat prac zespotu Sauve [26] i Brennera [21]. Z kolei przemiana rybo-
zydu nikotynamidu do 1-B-D-rybonukleozydo-4-pirydono-3-karboksyamidu
(4PYR), a nastgpnie metabolizm 4PYR do jego nukleotydowych pochodnych to
wyniki prac ostatnich lat zespotu z Katedry i Zaktadu Biochemii GUMed. Wy-
nika z nich, ze pod wptywem oksydazy aldehydowej z rybozydu nikotynamidu
powstaje 4PYR, ktory przy udziale kinazy adenozyny przeksztatca si¢ do mono-
fosforanowej pochodnej — 4PYMP (monofosforanu 4-pirydono-3-karboksy-
amido-1-B-D-rybonukleozydu). 4PYMP moze: a) w wyniku dzialania 5’-
nukleotydazy by¢ degradowany do 4PYR, b) przeksztatcany do trdjfosforanu 4-
pirydono-3-karboksyamido-1-B-D-rybonukleozydu (4PYTP) lub c) przeksztat-
cany do pochodnej NAD, w ktorej rybozyd nikotynamidu zastgpiony jest 4PYR
(4PYRAD - dinukleotyd 4-pirydono-3-karboksymidoadeninowy) [172, 174].
Schemat metabolizmu nikotynamidu przedstawiono na rycinie 1.
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Rycina 1. Metabolizm nikotynamidu w komorkach ssakow

Figure 1. Nicotinamide metabolism in mammalian cells

1.4.2. Rola i znaczenie nikotynamidu i jego metabolitéw

Do niedawna uwazano, ze nikotynamid i jego metabolity nie maja istotnego
znaczenia w procesach fizjologicznych i patologicznych cztowieka. Znano role
nikotynamidu w leczeniu pelagry, jako inhibitora wielu reakcji enzymatycznych
odpowiadajacych za utrzymanie stabilnosci genomu oraz przekazywanie sygna-
tow w obrebie komorki cztowieka. W chwili obecnej, dzigki licznym badaniom
prowadzonym w ostatnich latach, zdecydowanie zwickszyta si¢ wiedza na temat
wlasciwosci biologicznych i potencjalnego zastosowania nikotynamidu. Wybra-
ne zastosowanie nikotynamidu i jego pochodnych zamieszczono w tabeli 5.
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Tabela 5. Wtasciwosci 1 zastosowanie nikotynamidu i jego pochodnych

Table 5. Properties and use of nicotinamide and its derivatives

Zastosowanie nikotynamidu
i jego pochodnych Sposéb dzialania

Use of nicotinamide and its The way of actions
derivatives

- inhibitor syntezy prozapalnych cytokin, TNF [197]

Reumatologia - inhibitor indukowalnej syntazy tienku azotu (iNOS) [85, 124,
Rheumatology 201]
- ochrania komorki B trzustki przed nekroza [137]
Diabetologia - wptywa na zwigkszona syntez¢ insuliny [4]
Diabetology - wptywa na uwalnianie insuliny przez blokowanie dziatania IL-
1B [4]
- dziata neuroprotekcyjnie, przeciwdrgawkowo [87]
Neurologia - ochrania komorki nerwowe przed nekroza i apoptoza [57]
Neurology - wptywa na $rodblonek naczyn mézgowych (przy anoks;ji) [57]
- wptywa na zwigkszenie stgzenia choliny w mozgu [43]
- stymuluje synteze kolagenu, gilagryny, inwolukryny [53]
Dermatologia - wptywa na réznicowanie keratynocytow
Dermatology - redukuje zaburzenia pigmentacji poprzez hamowanie transferu

melanosomow z melanocytow [18]

Onkologia/Radioterapia - uwrazliwia tkanki nowotworowe na radioterapi¢ [66]

Oncology/Radiotherapy
. - obniza ekspresje CD11b
Hematologia - zapobiega uszkodzeniu $rodbtonka naczyn przez endotoks
Hematology pobieg Zynp yny

[221]

Doniesienia naukowe dotyczace roli metabolitoéw nikotynamidu w fizjologii
i patologii sg nadal nieliczne. Znane sg warto$ci stgzen tych zwigzkoéw w moczu
i osoczu ludzi zdrowych, jednak publikowane wartosci stezen tych zwigzkoéw
réznig si¢ migdzy sobg. Wynikaé to moze z: stosowania roéznej diety [2, 32],
pory dnia, w ktorej pobierano probki do badan [127], stosowanej terapii hormo-
nalnej [157, 168], czy zastosowanej do ich oznaczania metody analityczne;j.
Stezenie nikotynamidu i produktow jego degradacji wzrasta takze z wiekiem
[21, 175].

Z pismiennictwa wynika, ze w pewnych stanach fizjologicznych i choro-
bowych dochodzi do zmian stezenia produktow degradacji nikotynamidu. Pod-
wyzszone stezenie metabolitow nikotynamidu (MNA i Met2PY) w wydalanym
moczu stwierdzono migdzy innymi w marsko$ci watroby [142], cukrzycy typu 2
[156], w trzecim trymestrze cigzy [67], po oparzeniach [11]. Zmniejszenie wy-
dalania metabolitow nikotynamidu obserwuje si¢: w schizofrenii [22], depresji
[30], niedorozwoju umystowym [98], autyzmie, w alkoholowej pelagrze [202].
Stezenie Met2PY i Met4PY w osoczu jest dobrym wyktadnikiem funkcji nerek
i moze by¢ uwazane za czynnik monitorujacy leczenie w przewleklej chorobie
nerek [176].
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W pismiennictwie pojawiajg si¢ takze doniesienia o powigzaniu metabolitow
nikotynamidu z chorobg nowotworowg. Zaobserwowano zwigkszone wydalanie
z moczem MNA u kobiet z nowotworem piersi [136]. W komorkach nowotwo-
rowych raka zotadka [96], raka nerki [158] iraka brodawkowatego tarczycy
[213] zaobserwowano nadekspresjc NNMT. Wzrost aktywnosci NNMT w oso-
czu uznano za wczesny marker raka jelita grubego [149]. Ponadto zwigkszone
wydalanie z moczem 4PYR zaobserwowano u pacjentow z nowotworem pluc,
piersi [114, 182], biataczka szpikowa [62, 197], ztosliwym miedzybtoniakiem
[20, 48], oraz rakiem jajnika [123]. Co wigcej niektorzy badacze sugerujg nawet,
ze 4PYR (nazywany w pi$miennictwie tez PCNR) moze by¢ markerem procesu
nowotworowego i czynnikiem monitorujagcym proces leczenia [179, 179].

Informacje na temat metabolizmu nikotynamidu ijego metabolitbw w no-
wotworach glowy 1 szyi sg nieliczne. W pi$miennictwie istniejg jedynie poje-
dyncze doniesienia na ten temat. Zauwazono, ze wyzszy poziom NNMT korelu-
je ze stopniem zréznicowania w HNSCC [42], a ekspresja mRNA genu Nnmt
moze spetnia¢ role markera prognostycznego [160]. Wzrost stezenia 4PYR w
moczu zaobserwowano jedynie u pacjentow z rakiem nosowej czesci gardta [196].

1.5. Aminokwasy

Kancerogeneza jest wielostopniowym procesem nawarstwiania si¢ zmian
genetycznych doprowadzajacych do powstania linii komorkowych o nieprawi-
dlowej strukturze i biologii. Dochodzi réwniez do zmian w przebiegu podsta-
wowych proceso6w metabolicznych na poziomie komorki. Jednym z nich jest
metabolizm zwigzkow azotowych, w tym metabolizm aminokwasow.

Zmiany stezenia aminokwasow stwierdzono u pacjentow z rakiem prostaty
[81], pecherza moczowego [27], przelyku izotadka [1, 220], jelita grubego
[122], watroby [72], w ostrej biataczce limfatycznej u dzieci [154] 1 w zespole
policyklicznych jajnikow [83, 188, 215]. Zmiany stezen poszczegdlnych amino-
kwasow przedstawiono w tabeli 6.

U pacjentow z rakiem plaskonabtonkowym narzadoéw glowy i szyi stwier-
dzono zmiany w stezeniach aminokwasow. Somashekar i wsp. w swojej pracy
wskazuja na zaburzenia metabolizmu homocysteiny wystepujace u pacjentow
z HNSCC. Stwierdzono podwyzszone stgzenie homocysteiny (Hcy) w tkankach
guza w poréwnaniu do tkanki pobranej od 0s6b zdrowych. Podwyzszone steze-
nie tego aminokwasu wystepowato rowniez w wezlach chlonnych, w ktorych
stwierdzono obecno$¢ przerzutow. Natomiast stezenia Hcy w tkankach guza
zlokalizowanego w obrebie jezyka, warg, dna jamy ustnej i krtani nie wykazaty
statystycznie znamiennych réznic [180]. Nacci i wsp. analizowali st¢zenie Hcy
we krwi u pacjentow zrakiem krtani. Wykazali oni statystycznie znamienny
wzrost jej stezenia we krwi chorych w porownaniu z osobami zdrowymi, nie
obserwujac korelacji pomigdzy stezeniem homocysteiny a stopniem zaawanso-
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wania klinicznego nowotworu. Ponadto u pacjentow z leukoplakia obserwowano
rowniez podwyzszony poziom Hcey (taki sam jak w grupie SCC) dlatego tez nie
moze by¢ ona brana pod uwage jako marker diagnostyczny. Przeanalizowano
rowniez grupg osob zdrowych dzielge ich na palacych papierosy, naduzywaja-
cych alkoholu i 0s6b niestosujgcych tych uzywek. Stwierdzono, ze u palacych
papierosy i pijacych alkohol stezenie homocysteiny jest podwyzszone, a kwasu
foliowego obnizone w poréwnaniu z osobami niepijacymi i niepalacymi [119].
Wykorzystujac spektrometri¢ ramanowska wykazano w nowotworach jamy
ustnej podwyzszong intensywnos¢ pasm: fenyloalaniny, treoniny i tyrozyny we
krwi [155]. Analiza stezenia aminokwasow w $linie u pacjentéw z rakiem pta-
skonablonkowym jamy ustnej wykazata podwyzszone stezenie histydyny, treo-
niny, waliny, izoleucyny, metioniny, leucyny, lizyny, tyrozyny, argininy, alani-
ny, glicyny, seryny, asparaginy. Wzrost ten dotyczyt pacjentow z wysoko zroz-
nicowanym rakiem ptaskonabtonkowym (G1) w poréwnaniu z pacjentami
z umiarkowanie zréznicowanym rakiem (G2) i z osobami zdrowymi. Podwyz-
szony poziom aminokwaséw w §linie pacjentow z rakiem ptaskonabtonkowym
jamy ustnej zaobserwowali rowniez inni badacze [145, 186] (tab. 6).
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Tabela 6. Zmiany stgzen aminokwaséw w stanach chorobowych

Table 6. The changes of concentrations of amino acids in various disease states.

Aminokwasy
Amino acids

Badany mate- Wzrost stezenia Spadek stezenia
CD?:;;:;EE rial Increase Decrease
Test material the concentration the concentration
Pl::;czzocs;:gr osocze Sarkozyna [82, 83]
Rak pecherza
moczowego 0socze Leu, Ile, Tyr, Gly [27]
Urinary bladder cancer
Rak przelyku i zoladka 0S0CZE Glu, Asp, Leu, Phe,
Oesophageal gastrin Lys, Val [1, 220]
cancer tkanka Met, Trp, [220]
Phe, Thr, Val, Glu,
Rak ielita erubego osocze Glu, Cys [122] Tauryna, Gln [94,
J g g 203]
Colorectal cancer PRV
yr’ a” e 9
tkanka [203]
Rak watroby
Hepatocellular 0socze Val, Leu, Ile[72]
carcinoma
Ostra bialaczka
limfoblastyczna osoeze Hey [154]
Zespol policyklicznych
jajnikow Leu, Ile, Met, Glu,
Polycystic ovary osocze Hey [213] Arg [188]

syndrome
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2. CEL PRACY

Cele pracy:

1.

Analiza st¢zen metabolitow NAD we krwi chorych z rakiem ptaskona-
btonkowym glowy i szyi w poréwnaniu do chorych ze zmianami tagod-
nymi w tej lokalizacji i osobami zdrowymi.

Analiza stgzen aminokwasow w osoczu chorych z rakiem ptaskonabton-
kowym glowy i szyi w poréwnaniu do chorych ze zmianami tagodnymi
w tej lokalizacji i osobami zdrowymi.

Ustalenie panelu metabolitow zwigzkéw azotowych pozwalajacych na
réznicowanie raka ptaskonabtonkowego glowy i szyi i zmian tagodnych.
Analiza zmian stezen zwigzkow azotowych we krwi chorych z rakiem
ptaskonablonkowym glowy i szyi w odniesieniu do obrazu klinicznego i
histopatologicznego.
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3. MATERIAL I METODY
3.1. Material
3.1.1. Charakterystyka badanej grupy

Badaniem objeto pacjentow leczonych w Klinice Chirurgii Szczekowo-Twa-
rzowej (kierownik prof. dr hab. Adam Wtodarkiewicz) oraz Klinice Otolaryngo-
logii (kierownik prof. dr hab. Czestaw Stankiewicz) Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego w latach 2008-2013. Z udzialu w badaniach wykluczono pacjen-
tow, u ktorych stwierdzono wspotistniejagcg niewydolnos¢ nerek, w przesztosci
chorowali ibyli leczeni z powodu choroby nowotworowej, oraz tych, ktorzy
przyjmowali witamin¢ B (niacyna) co najmniej 30 dni przed badaniem. Osta-
tecznie do badan zakwalifikowano 110 pacjentéw, ktorych podzielono na dwie
grupy.

Do grupy pierwszej zakwalifikowano 69 pacjentéw z rakiem ptaskonabton-
kowym glowy i szyi. Srednia wieku w tej grupie wynosita 61,8, przy czym dla
kobiet 1 m¢zczyzn byta niemal identyczna. Najmlodszy pacjent byt w wieku 40
lat, a najstarszy 85. W badanej grupie me¢zczyzn byto dwukrotnie wiecej (46) niz
kobiet (23).

Do grupy drugiej zakwalifikowano 41 pacjentow (w tym 18 kobiet i 23 mez-
czyzn) z chorobami o charakterze tagodnym. Srednia wieku w tej grupie wyno-
sita 41,3. U 17 pacjentdw rozpoznano torbiel korzeniowsa, u 9 stwierdzono tor-
biel zawigzkowsg, a 15 0sob byto leczonych z powodu przewleklego zapalenia
zatoki szczekowej. U wszystkich pacjentow zastosowano leczenie chirurgiczne
z badaniem histopatologicznym usunigtych tkanek, ktore potwierdzito tagodny
charakter schorzenia oraz obecno$¢ przewlektego stanu zapalnego. Dla potrzeb
niniejszej pracy grupe t¢ nazwano zmiany tagodne.

Trzecig grupe, kontrolng stanowito 30 zdrowych ochotnikow (12 kobiet, 18
mezczyzn). Srednia wieku w tej grupie wynosita 56 lat.

3.1.2. Lokalizacja nowotworu

Wsrdd pacjentdow z rakiem ptaskonabtonkowym najczestsza lokalizacja byto
dno jamy ustnej — 13 pacjentow (18,8%), w tym u 3 pacjentow nowotwor obej-
mowat tylko dno jamy ustnej, u4 jezyk, a u 6 wyrostek zgbodotowy zuchwy.
Jezyk byt pierwotng lokalizacjg guza u 10 oséb (14,5%) w tym na bocznej po-
wierzchni jezyka wystepowal u 5 0sob, na powierzchni grzbietowej u 2, nasada
jezyka zajeta byla u 1 chorego, a u dwoch nowotwor naciekat rowniez dno jamy
ustnej. Raka ptaskonablonkowego wargi dolnej stwierdzono u 10 oséb (15,2%),
btony sluzowej policzka u 3 (4,3%), a u4 pacjentow (5,8%) dzigsta dolnego.
W obrebie gardia raka plaskonabtonkowego rozpoznano u 4 pacjentow (5,8%),
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a w obrebie krtani u 17 osob (24,6%), w tym u 5 (7,2%) zlokalizowany byt w
obrgbie glosni (fatdy glosowe), a u 12 (17,4%) nadgtosni. U 8 pacjentow rozpo-
znano raka zatoki szczekowej. Liczbe pacjentdw w zalezno$ci od lokalizacji nowo-
tworu przedstawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Liczba pacjentdéw w zaleznosci od lokalizacji nowotworu
Table 7. The number of patients in different tumor site

Lokalizacja nowotworu Liczba pacjentow (%)
Tumor site The number of patients
Wargs doe 10529
Lower gingive) 46.8%)
Jamauten | lon s plcr s
gj;g:; 10 (14,5%)

Dno jamy ustnej 13 (18,8%)

Floor of mouth
o, | Mkt tomo
, Supraglots e
Krtan
Larynx (g;):;tliisa 5(7,2%)
Zatoka szcz¢kowa 8 (11,0%)

Maxillary sinus

W niektorych przypadkach guz pierwotny obejmowal rowniez sgsiednie ob-
szary anatomiczne, dlatego dla celow przeprowadzanej analizy lokalizacje no-
WOtworow pogrupowano w nastgpujacy sposob:

1. jama ustna — 40 pacjentow (58%) i obejmowat nowotwory zlokalizowa-

ne w obrebie wargi dolnej, dzigsta dolnego, policzka, jezyka oraz dna
jamy ustnej

2. gardto — 4 chorych (5,8%)
3. krtan — 17 0sob (24,6%)
4. zatoka szczekowa — 8 chorych (11,6%)
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3.1.3. Klasyfikacja pTNM raka glowy i szyi

Anatomiczna rozlegtos¢ nowotworow wystepujacych u wszystkich pacjen-
tow z HNSCC zostala oceniona na podstawie klasyfikacji pTNM [39].

Najczesciej stwierdzono ceche pT1 (37,7%) 1 pT2 (36,2%) odpowiednio 26
125 0sob. Cecha pT3 wystepowala u 14 pacjentow (20,3%), natomiast pT4 tylko
u 4 0s06b (5,8%).

Obecnos¢ przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych w badaniu histo-
patologicznym stwierdzono u 26 chorych (37,7%), przy czym 18 z nich sklasy-
fikowano jako pN1 (69,2%), a 8 jako pN2 (30,8%). U zadnego z pacjentow nie
stwierdzono cechy pN3 ani obecnosci przerzutow odlegtych. Biorac pod uwage
lokalizacj¢ nowotworu stwierdzono, ze w obrebie jamy ustnej cecha pT1 wyste-
powata u 17 0sob (42,5%) a pT2 u 18 0sob (45%). U chorych z rakiem zlokali-
zowanym w obrebie gardta u 4 pacjentéw (po jednej osobie w grupie pT1, pT2,
pT3, pT4). W obrebie krtani raka nadgtosni pTlstwierdzono u 3 osob (25%),
pT2u 2 0s6b (16,6%), pT3 u 5 (42%) 1 pT4 u 2 pacjentdow (16,6%). Natomiast w
obrgbie glosni u jednego chorego guz pierwotny obejmowat jeden fatd glosowy
— pT1 (20%), a u 4 pacjentow (80%) wielko$¢ guza odpowiadata cesze pT2.
U chorych z rakiem zatoki szczekowej u 4 pacjentow (50%) wystepowata cecha
T1,u3 T3 (37,5%) i u 1 pacjenta T4 (12,5%). Przerzuty do weztow chtonnych
w rakach jamy ustnej stwierdzono u 14 pacjentéw (35%), wtym pN1 ull
(27,5%) 1 pN2 u 3 (7,5%). W rakach zlokalizowanych w obrebie gardta przerzu-
ty do weztow chlonnych obserwowano u wszystkich badanych, w tym pN1 u 3
0s0b (75%) i pN2 u 1 osoby (25%). W grupie chorych z rakiem nadgtosni u
trzech o0sob (25%) wystepowala cecha pN3, a w nowotworze zlokalizowanym w
obrgbie fatldow glosowych u jednej osoby (20%) pN1. W przypadku chorych
z rakiem zatoki szczgkowej cecha pN1 wystapita u3 (37,5%) osob, pN2 u 1
(12,5%) osoby (tab. 8).
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Tabela 8. Liczba pacjentow z rakiem ptaskonablonkowym glowy i szyi w zaleznos$ci
od klasyfikacji pTNM i lokalizacji nowotworu

Table 8. The number of patients, depending on the clinical classification in different
tumor site

pTNM
Lokalizacja
guza n pT1 pT2 pT3 pT4 pNO pN1 pN2 pMO | pM1
Tumor site
Jama ustna 40 17 18 5 0 26 11 3 40 0
Mouth 42,5% | 45% 12,5% 0% 65% | 27.,5% | 7,5% | 100% | 0%
Gardlo 4 1 1 1 1 0 3 1 4 0
Pharynx 25% 25% 25% 25% 0% 75% 25% 100% | 0%
Nadglo$nia 12 3 2 5 2 9 0 3 12 0
Supraglottis 25% 16,6% | 42% 16,6% | 75% 0% 25% 100% | 0%
Glosnia 5 1 4 0 0 4 1 0 5 0
Glottis 20% 80% 0% 0% 80% 20% 0% 100% | 0%
Zatoka
szczekowa 3 4 0 3 1 4 3 1 8 0
Maxillary 50% 0% 37,5% | 12,5% | 50% | 37,5% | 12,5% | 100% | 0%
sinus
Razem 69 26 25 14 4 43 18 8 69 0
Total 37,7% | 36,2% | 20,3% | 5,8% | 72,5% | 26% 11,5% | 100% | 0%

3.1.4. Ocena stopnia zlosliwosci nowotworu wedlug Brodersa.

U wszystkich pacjentow zakwalifikowanych do badan standardowo wyko-
nywano badanie histopatologiczne wycinka zmiany nowotworowej oraz mikro-
skopowe badanie pooperacyjne w celu okreslenia ostatecznego rozpoznania,
oceny marginesu chirurgicznego oraz obecnosci przerzutow do weztdw chion-
nych. Wszystkie badania zostaly wykonane w Zakladzie Patomorfologii Gdan-
skiego Uniwersytetu Medycznego (kierownik prof. dr hab. Wojciech Biernat).

W badaniach histopatologicznych preparatow pooperacyjnych u wszystkich
69 chorych rozpoznano raka ptaskonabtonkowego. Posta¢ raka umiarkowanie
zréznicowanego (G2) wystepowata u 41 pacjentdw (59%), raka wysoko zrozni-
cowanego (G1) rozpoznano u 20 pacjentéw (29%), nowotwor nisko zroéznico-
wany stwierdzono u 7 pacjentéow (10%), natomiast u jednego pacjenta (2%) roz-
poznano raka niezréznicowanego.

Nowotwory umiarkowanie inisko zréznicowane najczesciej wystepowaty
w obrebie gardta i krtani, z czego ceche G2 rozpoznano u 13 pacjentow (62%),
a G3 u 4 pacjentow (19%).
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W jamie ustnej przewazaly raki wysoko i umiarkowanie zroznicowane, ce-
cha G1 u 13 pacjentdw (35%) a G2 u 23 pacjentdw (58%). Tylko u jednego
pacjenta rozpoznano raka niezréznicowanego i byt on zlokalizowany w obrebie
szczeki. Dane przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Stopien ztosliwosci histologicznej guza u pacjentoéw z HNSCC w zaleznosci
od lokalizacji

Table 9. Histological classification of tumor differentiation in different tumor site

Stopien zloSliwosci histologicznej guza
Histological grading of tumors
Lok;lhzaq a guza n G1 G2 G3 G4
umor site
Jama ustna 40 14 23 3 0
Mouth 35% 58% 7% 0%
Gardlo 4 1 2 1 0
Pharynx 25% 50% 25% 0%
Nadglo$nia 12 2 9 1 0
Supraglottis 16,6% 75% 8,4% 0%
Glo$nia 5 1 2 2 0
Glottis 20% 40% 40% 0%
Zatoka szczekowa 8 2 5 0 1
Maxillary sinus 25% 63% 0% 12%
Razem 69 20 41 7 1
Total 29% 59% 10% 2%

3.1.5. Stopnie zaawansowania klinicznego nowotworu

W badanej populacji | stopien zaawansowania klinicznego nowotworu wy-
stepowat u 23 pacjentow (33,3%), 11 u 12 (17,4%), I u 25 (36,2%), alV u9
(13,1%). W obrebie jamy ustnej u chorych najczesciej stwierdzano I i 111 stopien
zaawansowania klinicznego, odpowiednio 17 (42,5%) 1 13 (32,5%) przypadkow.
U 4 pacjentow z nowotworem zlokalizowanym w obrgbie gardta III stopien za-
awansowania nowotworu stwierdzono u 75% pacjentow, a IV u 25% pacjentow.

W obrebie nadgtosni u 3 0séb (25%) rozpoznano nowotwor w I lub IV stop-
niu zaawansowania klinicznego, II u 2 o0so6b (16,7%) a Il u 4 pacjentow
(33,3%)W raku glosni w 60% przypadkéw (3 osoby) nowotwodr miat 11 stopien
zaawansowania, a I 1 I1I stopien wystepowat u 20% chorych (po 1 osobie w kaz-
dym ze stopni). W obrebie zatoki szczekowej najczesciej identyfikowano nowo-
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twory w I 1 Il stopniu zaawansowania — u 6 pacjentow, po 3 chorych w kazdej
grupie (37,5%) (tab. 10).

Tabela 10. Stopnie zaawansowania klinicznego raka gltowy i szyi w zaleznosci od lo-
kalizacji
Table 10. Stage grouping of head and neck cancer in different tumor site

Grupy stopni zaawansowania klinicznego raka glowy
i szyi
Stage grouping of head and neck cancer
Lokallzacjg guza n I I I v
Tumor side
Jama ustna 40 17 7 13 3
Mouth 42,5% 17,5% 32,5% 7,5%
Gardlo 4 0 0 3 1
Pharynx 0% 0% 75% 25%
Nadglo$nia 12 3 2 4 3
Supraglottis 25% 16,7% 33,3% 25%
Glo$nia 5 1 3 1 0
Glottis 20% 60% 20% 0%
Zatoka szczekowa 3 3 0 3 2
Maxillary sinus 37,5% 0% 37,5% 25%
Razem 69 23 12 25 9
Total 33,3% 17,4% 36,2% 13,1%

3.1.6. Przebieg leczenia pacjentéw z rakiem plaskonablonkowym glowy
i szyi

Kwalifikacja chorych z HNSCC do leczenia chirurgicznego odbywata si¢ na
podstawie badania klinicznego oraz badan dodatkowych, w tym badan obrazo-
wych. Sposrod 69 chorych u 38 (55%) wykonano zabieg ograniczony do usunig-
cia guza pierwotnego. U 31 pacjentdow (45%) leczenie polegato na wycigciu
guza pierwotnego i usuni¢ciu uktadu chlonnego szyi. W zaleznosci od rozlegto-
$ci procesu chorobowego, u tych chorych wykonano jedno- lub obustronng ope-
racj¢ weztowa, odpowiednio u 17 0sob (54,8%) i 14 osdb (45,2%). W 30 przy-
padkach byta to operacja selektywna, natomiast u 1 pacjenta zostala przeprowa-
dzona operacja radykalna zmodyfikowana. U 5 pacjentow poddanych selektyw-
nej operacji weztowej badanie histopatologiczne nie wykazato obecnosci prze-
rzutow do weztow chlonnych. 28 pacjentéw (40,6%) wymagato leczenia uzu-
petniajacego radioterapig, chemioterapig lub radio- i chemioterapia. 16 pacjen-
tow otrzymalo w leczeniu uzupetniajacym tylko radioterapig, 10 — radio- i che-
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mioterapi¢, 2 chorych poddanych zostato leczeniu operacyjnemu i chemio-
terapii.

Badaniem kontrolnym objeto 56 pacjentow (81,2%). O 13 chorych (18,8%)
brak danych z powodu niezgloszenia si¢ na badania kontrolne. Z grupy 56 pacjen-
tow 19 (34%) umarto w okresie od 1miesigca do 56 miesigcy od rozpoczecia le-
czenia. W okresie 14-48 miesigcy po leczeniu u5 chorych (7,2%) nastapita
wznowa, w tym u 2 tylko wezlowa, u 2 weztowa oraz miejscowa, natomiast u 1
pacjenta tylko miejscowa. Pacjenci, u ktorych wystapita wznowa, poddani zostali
terapii adiuwantowe]j lub reoperacji — radioterapi¢ zastosowano u 2 pacjentow,
u kolejnych 2 zastosowano chemioterapie, a u jednego pacjenta wykonano reope-
racje.

3.1.7. Dane etiologiczne

Do najczestszych czynnikdéw etiologicznych raka ptaskonabtonkowego gto-
wy 1 szyi zalicza si¢: palenie papierosow, przewlekle naduzywanie alkoholu, ztg
higien¢ jamy ustnej oraz nieodpowiednig diet¢ (uboga w owoce i warzywa).
Wisréd pacjentow objetych ponizszym badaniem papierosy dtuzej niz 10 lat pali-
o 48 0s6b (69,5%), do naduzywania alkoholu (kilka razy w tygodniu) przyznato
si¢ 12 0sob (17,4%), ktore wskazywaty takze na uzaleznienie od nikotyny. U 40
pacjentow (58%) stan uzebienia, higieny jamy ustnej i uzupelnien protetycznych
byt niezadowalajacy, u 10 (14,5%) — zty. Jedynie 10 osdb (14,5%) z badanej
grupy regularnie spozywalo owoce i warzywa, 13 (18,8%) raz w tygodniu, po-
zostate 46 0sob (66,7%) kilka razy w miesigcu.

3.2. Metody
3.2.1. Material do badan

Do probdéwek zawierajacych heparyne pobrano okoto 5 ml krwi od wszyst-
kich pacjentow zakwalifikowanych do badania oraz ochotnikow (grupa kontrol-
na). Pobrang krew niezwtocznie przekazano do Katedry i Zaktadu Biochemii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (kierownik prof. dr hab Julian Swier-
czynski).

Na badania uzyskano zgode¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan
Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym nr NKEBN/469/2007
i NKEBN/469-12/2010.
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3.2.2. Przygotowanie materialu do badan

Dostarczong krew, w nieprzekraczalnym czasie 30 minut od pobrania, wiro-
wano w probowkach w wirdwce laboratoryjnej typu Janetzki T32c¢ przez 5 minut
przy 3000 obr./min. Nastepnie pobierano osocze i zamrazano w temperaturze
- 80 °C do czasu analizy. Erytrocyty ptukano zmodyfikowanym buforem Kreb-
sa-Ringera, ktory zawierat: 10 mM HEPES, 1,2 mM KH,PO4 125 mM NaCl, 5
mM glukozg, 2,6 mM KCl, 3 mM MgSO,. Celem usunigcia pozostatego osocza
erytrocyty ponownie dwukrotnie ptukano i wirowano, stosujgc te same parame-
try jak za pierwszym razem. Opisane procedury wykonywano w temperaturze
pokojowej. Nastepnie przeprowadzano ekstrakcje erytrocytow.

3.2.3. Ekstrakcja erytrocytow

Do ptukanych erytrocytow w celu zahamowania reakcji enzymatycznych za-
chodzacych w tych komorkach dodawano w stosunku 1:1 schtodzony w lodzie
2,4 M HClOs. Nastepnie probki mieszano i umieszczano w pojemniku z lodem
na okoto 15 minut. W dalszej kolejnosci probki wirowano w mikrowiréwce
Centrifuge 5417R przez 3 minuty przy szybkosci 13000 obr./min. Supernatant
przenoszono do proboéwek typu Eppendorf i doprowadzano pH probki do warto-
$ci 6-7 stosujac 3M K3PO4 Nastepnie probowki pozostawiano w lodzie na okoto
15 minut celem wytrgcenia KClOs, po czym probki ponownie wirowano przez 5
minut przy szybkosci 13000 obr./min. izbierano supernatant. Przygotowany
w ten sposob ekstrakt z erytrocytow byt poddawany analizie z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja w UV.

3.2.4. Ekstrakcja osocza

Do osocza celem stracenia biatek dodawano acetonitryl, w takiej ilosci, aby
jego koncowe stezenie wynosito 70%. Nastepnie mieszaning umieszczano w lo-
dzie ipo okoto 15 minutach wirowano przez 5 minut przy szybkosci 13000
obr./min. Zebrany supernatant nastepnie liofilizowano, a pozostato$¢ rozpusz-
czano w 100 pl buforu B fazy ruchomej metody pozwalajacej na analize meta-
bolitdéw nikotynamidu z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej z detekcja masowa (LC/MS).
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3.2.5. Analiza stezen nukleotydow w ekstraktach erytrocytow, stezen niko-
tynamidu i jego metabolitéw oraz aminokwaséw w osoczu
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej

3.2.5.1. Opis systemu chromatograficznego i zasady oznaczania nukleoty-
dow przy uzyciu HPLC z detekcjg w UV

Oznaczenia stezen nukleotydow adeninowych, guaninowych oraz NAD
i NADP a takze nukleotydowych pochodnych 4PYR (4PYTP, 4PYDP, 4PYMP
14PYRAD) w ekstraktach erytrocytow wykonano stosujac system wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej — HPLC, Agillent 1100. Dane chromatogra-
ficzne zbierano i przetwarzano z zastosowaniem programu komputerowego
ChemStation firmy Agilent. System ten umozliwial uzyskanie iporownanie
widm rozdzielanych zwiazkoéw, co ulatwiato ich identyfikacje. Do rozdziatow
chromatograficznych uzyto prekolumny firmy Phenomenex typu SecurityGuard,
wypelnioniej ztozem typu C18, ktorej rola polega na zatrzymywaniu ewentual-
nych zanieczyszczen, oraz kolumny wtasciwej firmy Phenomenex, HyperClone
3u BDS C18 o wymiarach 150 x 4,6 mm. Stosowano metod¢ gradientowa opi-
sang wczesniej [178]. W trakcie analizy probki byly utrzymywane w tempera-
turze 4 °C. Analiza jako$ciowa badanych zwigzkow opierata si¢ na porownaniu
czasow retencji i spektrum UV do tych uzyskanych dla mieszaniny standardow.
Analiza iloSciowa oznaczanych zwigzkow odbywata si¢ w oparciu o kalibracje
uzyskang na podstawie mieszaniny standardow.

3.2.5.2. Opis systemu chromatograficznego i zasady oznaczania nikotynami-
du i jego metabolitow oraz aminokwasow przy uzyciu HPLC
z detekcja masowa

Analize stezen nikotynamidu i produktow jego katabolizmu (MetNA,
Met2PY oraz Met4PY), 4PYR i panelu aminokwaséw w osoczu przeprowadzo-
no przy uzyciu detektora masowego typu potrojnego kwadrupola: TSQ Vantage
EMR sprzgzonego z chromatografem cieczowym Surveyor (Thermo Scientific).
Jako zrodto jonow uzyto gtowice typu HESI2 w trybie jonizacji dodatniej. Praca
detektora w trybie MS2 umozliwiata detekcje NA, MetNA, Met2PY, Met4PY
oraz 4PYR w oparciu o analize specyficznych dla tych zwigzkow jonow po-
chodnych. Rozdziat chromatograficzny uzyskano przy uzyciu kolumny Synergii
Hydro-RP (4 pm, 150 x 2,0 mm). Jako faz¢ ruchomg A stosowano wodny roz-
twor 5 mM kwasu nonafluoropentanowego (NFPA), za$ jako faze ruchomg B
100% acetonitryl z 0,1% kwasem mrowkowym. Analize prowadzono przy prze-
ptywie 0,2 ml/min i gradiencie od 0% do 60% buforu B w ciggu 7 minut. Do
oznaczania stezen aminokwasow zastosowano ten sam system chromatograficz-
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ny oraz detektor, zwigkszajac spektrum monitorowanych jonow iich pochod-
nych o te, ktoére odpowiadajg poszczegdlnym aminokwasom.

3.3. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako wartosci §rednie + SEM. Porownanie statystycz-
ne dwoch grup przeprowadzono z zastosowaniem testu t-Studenta. Porownanie
statystyczne trzech i wigcej grup przeprowadzono z zastosowaniem analizy wa-
riancji jednoczynnikowej lub testu Kruskal-Wallisa. Warto$¢ p<0,05 przyjeto
jako statystycznie znamiennag.
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4. WYNIKI

4.1. Stezenia nukleotydow adeninowych i guaninowych oraz NAD i NADP
w ekstraktach erytrocytow u chorych z rakiem plaskonablonkowym
glowy i szyi, zmianami lagodnymi oraz u os6b zdrowych

Stezenie ATP w erytrocytach pacjentow z HNSCC nie réznily si¢ od warto-
$ci obserwowanych w grupie kontrolnej i wynosity odpowiednio: 1554 + 35,16
11594 + 71,6 pmol/l RBC. W grupie pacjentdw ze zmianami tagodnymi st¢zenie
ATP wynosito 1648 £49,26 umol/l RBC 1inie réznilo si¢ statystycznie od
dwodch pozostatych grup. Stezenia katabolitow ATP (ADP, AMP oraz IMP)
w badanych grupach chorych nie wykazywaty réznic znamiennych statystycznie
w poroOwnaniu z warto§ciami obserwowanymi w grupie kontrolnej (tab. 11).
Stosunek stezen ATP/ADP we wszystkich badanych grupach wynosit okoto 10
(doktadniejsze dane znajduja si¢ w tabeli 11), co jest warto$cig prawidlowa,
$wiadczgcg o braku degradacji ATP. Ponadto tadunek energetyczny adenylanow
wykazywatl wartos¢ 0,95, uznawang za fizjologiczng, zarbwno w grupie kontrol-
nej, jak i grupie chorych ze zmianami tagodnymi oraz z HNSCC.

Przeanalizowano takze st¢zenia nukleotydow guaninowych (GTP i GDP)
w grupie kontrolnej, ze zmianami tagodnymi i nowotworowymi (HNSCC) i nie
zaobserwowano statystycznie znamiennych roznic (tab.11). Ze wzgledu na ana-
lizy stezefn nikotynamidu ijego metabolitow konieczne bylo zbadanie st¢zenia
NAD i NADP we krwi, gdyz jak wiadomo gldéwnym Zrédlem nikotynamidu
w osoczu jest degradacja NAD oraz NADP. Stezenie NAD w erytrocytach
w grupie 0sob zdrowych wynosito 67,08 + 2,64 umol/l RBC, w grupie ze zmia-
nami tagodnymi 67,36 2,45 umol/l RBC, a w grupie pacjentow z HNSCC
64,45 £ 1,55 umol/l RBC 1inie byly to warto$ci znamienne statystycznie. Po-
dobnie stezenie NADP nie wykazywato réznic znamiennych statystycznie po-
migdzy grupa kontrolng (46,11 = 1,68 pmol/l RBC), a grupami chorych: ze
zmianami tagodnymi i HNSCC (odpowiednio: 45,34 +1,19 143,15+0,89
umol/l RBC). Wszystkie wartosci sa przedstawiane jako warto$¢ $rednia = SEM
(tab. 11).
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Tabela 11. St¢zenia nukleotydow adeninowych i guaninowych, NADP i NAD oraz
wielkos$¢ tadunku energetycznego adenylandw w erytrocytach osoéb zdrowych, ze
zmianami tagodnymi i chorymi z HNSCC

Table 11. Concentration of adenine and guanine nucleotides. NADP and NAD as well
as adenylate energy charge in erythrocytes of healthy subject, with benign changes
and patients with head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC)
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Ladunek energetyczny adenylanéw 0,95 0,95 0,95
Adenylate energy charge +0,002 +0,003 + 0,002
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4.2. Stezenia metabolitéw nikotynamidu we krwi u chorych z rakiem
plaskonablonkowym, zmianami lagodnymi oraz u oséb zdrowych

4.2.1. Stezenia nikotynamidu i produktow jego degradacji w osoczu
u chorych z rakiem plaskonablonkowym, zmianami lagodnymi oraz
u 0s6b zdrowych

Stezenie nikotynamidu w osoczu w grupie kontrolnej wynosito 0,06 £ 0,01
umol/l i nie réznito si¢ w pordwnaniu do wartosci uzyskanych w grupie chorych
z HNSCC 0,06 + 0,002 pmol/l, ani w grupie pacjentdw ze zmianami tagodnymi,
gdzie wynosito 0,007 £ 0,01 umol/l. Jednak proces przemiany nikotynamidu do
N-metylonikotynamidu przy udziale N-metylotransferazy nikotynamidu jest
bardzo szybki. Dlatego tez konieczne jest oznaczenie stezenia N-metylo-
nikotynamidu (MNA) w osoczu. Stezenie MNA w osoczu w zadnej z badanych
grup nie réznito si¢ statystycznie i wynosito odpowiednio: w grupie kontrolnej
0,11+£0,01 pmol/l, w grupie chorych ze zmianami tagodnymi 0,12 + 0,01
umol/l i w grupie chorych z HNSCC 0,1 + 0,008 pmol/l.

W wyniku dziatania oksydazy aldehydowej MNA ulega przemianie do
dwoch utlenionych izoform: Met2PY i Met4PY. Stezenie Met2PYw grupie pa-
cjentow z HNSCC bylo o okolo 50% wyzsze niz w grupie kontrolnej i wynosito
odpowiednio 1,47 +0,12 umol/l oraz 1,13+0,11 pmol/l. Z kolei stgzenie
Met2PY w grupie pacjentdéw ze zmianami tagodnymi wynosito 1,14 +0,15
umol/l 1 nie roznito si¢ od stezenia obserwowanego u 0sob zdrowych. Wyniki
przedstawiono na ryc. 2A.

Stezenie Met4PY w osoczu pacjentow z HNSCC bylo 2-krotnie wyzsze niz
w grupie kontrolnej i wynosito odpowiednio: 0,7 0,034 umol/l 10,37 £0,03
pmol/l. Niestety ten wzrost st¢zenia Met4PY nie pozwala na odroznienie pacjen-
tow z HNSCC od chorych ze zmianami tagodnymi, gdyz w tej ostatniej grupie
stezenie Met4PY bylo takie samo jak w grupie pacjentow z HNSCC i wynosito
0,74 = 0,06 wmol/l. Wyniki przedstawiono na ryc. 2B.

Suma stezen Met2PY i Met4PY nie pozwala na zréznicowanie grupy pacjentow
zHNSCC od pacjentow ze zmianami tagodnymi. U pacjentéw z HNSCC suma
stezen koncowych metabolitow nikotynamidu byla najwyzsza i wynosila
2,17£0,14 pmol/l, upacjentow ze zmianami tagodnymi 1,88 +0,19 pmol/l.
U o0s6b zdrowych (kontrola) suma st¢zen byta najnizsza i wynosita 1,32 0,03
pmol/l. Wyniki przedstawiono na ryc. 2C.

Ze wzgledu na podwyzszone stezenie Met2PY i Met4PY w grupie pacjen-
tow z HNSCC suma stezen wszystkich gtéwnych produktéw katabolizmu NAD
byta najwyzsza i wynosita 2,33 £0,15 pumol/l ibyla statystycznie znamienna
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (1,48 £0,03 pmol/l). Stezenie wszystkich
metabolitow NAD w grupie pacjentow ze zmianami tagodnymi byto nieznacznie
wyzsze w poréwnaniu do kontroli i nieznacznie nizsze w porownaniu do grupy
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z HNSCC i wynosito 2,06 = 0,03 pmol/l. Wszystkie wartosci sa przedstawiane
jako warto$¢ srednia + SEM.
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Rycina 2. Stezenia koncowych produktéw nikotynamidu w osoczu 0séb zdrowych
(kontrola), ze zmianami tagodnymi i HNSCC: A) stezenie Met2PY, B) stezenie
Met4PY, C) suma stgzen Met2PY i Met4PY

Figure 2. The final concentration of nicotinamide in healthy (control group) plasma,

benign and HNSCC: A) concentration Met2PY, B) concentration Met4PY, C) sum of
the concentrations Met2PY i Met4PY
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4.2.2. Stezenie 1-B-D-rybonukleozydo-4-pirydono-3-karboksyamidu
(4PYR) w osoczu u chorych z rakiem plaskonablonkowym, zmia-
nami lagodnymi oraz u oséb zdrowych

Stezenie 4PYR w osoczu pacjentow z HNSCC bylo 2-krotnie wyzsze
w poréwnaniu z grupa kontrolng i wynosito odpowiednio: 0,087 £+ 0,007 wmol/l
10,037 £0,004 pmol/l. Byt to wzrost statystycznie znamienny (p<0.05).
U chorych ze zmianami tagodnymi st¢zenie 4PYR w osoczu wynosito
0,74 = 0,06 umol/I i byto statystycznie wyzsze w poréwnaniu do grupy kontrol-
nej. Uzyskane wyniki nie pozwalaja na zrdéznicowanie grupy pacjentow
z HNSCC od grupy chorych ze zmianami tagodnymi (ryc. 3). Wszystkie warto-
$ci sg przedstawiane jako warto$¢ Srednia £ SEM.
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kontrola zmiany fagodne HNSCC
control group benign changes

*p<0,05 kontrola vs. HNSCC (*p<0.05 control group vs. HNSCC)
*p<0,05 kontrola vs. zmiany tagodne (*p<0.05 control group vs. benign changes)

Rycina 3. Stezenia 4PYR w osoczu 0s6b zdrowych (kontrola), ze zmianami fagodnymi
1 HNSCC

Figure 3. 4PYR concentrations in plasma in patients with HNSCC,benign changes and
control group
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4.2.3. Stezenia pochodnych nukleotydowych 1-B-D-rybonukleozydo-4-
pirydono-3-karboksyamidu (4PYR) w erytrocytach u chorych
z rakiem plaskonablonkowym, zmianami lagodnymi oraz u oséb
zdrowych

4PYR z osocza wychwytywany jest przez erytrocyty, ktore majg zdolnos¢
metabolizowania tego zwigzku do nukleotydowych pochodnych. Pod wplywem
kinazy adenozynowej 4PYR przeksztatcany jest do 4PYMP. Stezenie 4PYMP
w ekstraktach erytrocytoéw osob zdrowych wynosito 0,48 + 0,06 umol/l RBC.
W grupie pacjentow z HNSCC byto wyzsze, istotnie znamienne statystycznie
i wynosito 0,7 = 0,039 pmol/l RBC. Stezenie 4PYMP u pacjentow ze zmianami
tagodnymi wynosito 0,57 £ 0,05 pmol/l RBC inie wykazywato roznic staty-
stycznie znamiennych w stosunku do oséb zdrowych. Byto natomiast znamienne
statystycznie nizsze w stosunku do warto$ci obserwowanych u 0s6b z chorobg
nowotworows (ryc. 4).
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*p<0,05 kontrola vs. HNSCC (*p<0.05 control group vs. HNSCC)
#p<0,05 zmiany tagodne vs. HNSCC (#p<0.05 benign vs. HNSCC)

Rycina 4. Stezenia 4PYMP w ekstraktach erytrocytow u osob z HNSCC, ze zmianami
tagodnymi i 0s6b zdrowych

Figure 4. 4PYMP concentrations in erythrocytes in patients with HNSCC, benign
changes and control group

Z kolei 4PYMP moze z jednej strony ulegaé¢ przemianie do 4PYDP, a na-
stepnie do 4PYTP, z drugiej do analogu NAD —4PYRAD. W przeprowadzonych
analizach nie zaobserwowano réznic w st¢zeniu zadnego ztych zwigzkow
w trzech badanych grupach (tab. 12).

Wszystkie wartos$ci sg przedstawiane jako warto$¢ srednia £+ SEM.
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Tabela 12. St¢zenia pochodnych 4PYR w ekstraktach erytrocytow u oso6b z HNSCC,
ze zmianami tagodnymi i 0s6b zdrowych

Table 12. Concentration of 4PYR derivatives in erythrocyte extracts of patients with
HNSCC, benign changes and in healthy subject (control group)

Pochodne nukleotydowe
4 PYR w erytrocytach Grupa kontrolna Zmiany lagodne HNSCC
4PYR derivatives Control group Benign changes
in erythrocytes
0,41 0,56 0,51
4PYDP o 0,06 £0,04 +0,031
g
- 15,33 15,58 17,21
4PYTP —E +0,76 +0,77 +0,65
3
0,35 0,45 0,44
4PYRAD 0,05 +0,05 0,040

4.3. Stezenia aminokwaséw w osoczu u chorych z rakiem
plaskonablonkowym, zmianami lagodnymi oraz u oséb zdrowych

Stezenia aminokwasoéw w procesie nowotworzenia ulegaja zmianom, jednak
niewiele wiadomo na temat ich zmian w przypadku HNSCC. Z tego powodu
oznaczono panel 16 stezen aminokwasow w osoczu. W wyniku przeprowadzo-
nych analiz okazatlo si¢, Ze stezenie proliny (Pro) u pacjentow z HNSCC istotnie
statystycznie obniza si¢ w poréwnaniu do wartosci obserwowanych w grupie
kontrolnej, odpowiednio 185,95+ 28 umol/l i 139,35 + 6,14 pmol/l (ryc. 5A).
Wazrost st¢zenia pomigdzy tymi dwoma grupami zaobserwowano w przypadku
innego aminokwasu, izoleucyny (Ile). W grupie kontrolnej stezenie Ile wynosito
61,16 £4,12 pmol/l, a w grupie pacjentow z HNSCC 74,89 2,28 pmol/l
(ryc. 5B). U pacjentéw ze zmianami tagodnymi, st¢zenie proliny byto obnizone
w stosunku do grupy kontrolnej, ale nie statystycznie rozne, za$ stezenie izoleu-
cyny podobne jak u 0s6b zdrowych (ryc. S5A, 5B).

A)
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Rycina 5. Stezenia proliny (A) i izoleucyny (B) w osoczu 0s6b z HNSCC
W poréwnaniu z grupa pacjentow ze zmianami tagodnymi i grupa kontrolna
Figure 5. Proline and isoleucine concentration in plasma in patients with HNSCC in
comparison with a group of patients with benign changes and control group

Aminokwasem, ktorego stezenie jest nizsze w grupie pacjentow z HNSCC
jest histydyna (His). Stezenie His u pacjentow w grupie z HNSCC wynosito
76,63 £ 1,94 umol/l i bylo statystycznie znamiennie nizsze zardwno w stosunku
do grupy kontrolnej (91,88 + 5,58 pmol/l), jak iu pacjentdw ze zmianami ta-
godnymi (86,61 &+ 2,97 pumol/l) (ryc. 6).
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120
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60 -
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kontrola zmiany tagodne HNSCC
control group  benign changes

*p<0,05 kontrola vs. HNSCC (*p<0.05 control vs. HNSCC)

#p<0,05 zmiany tagodne vs. HNSCC (#p<0.05 benign vs. HNSCC)
Rycina 6. Stezenia histydyny w osoczu oséb z HNSCC w poroéwnaniu z grupg pacjen-
tow ze zmianami tagodnymi i grupa kontrolng
Figure 6. Histidine concentration in plasma in patients with HNSCC in comparison
with a group of patients with benign changes and control group

Aminokwasem, ktorego st¢zenie wzrastato u pacjentow z HNSCC w po-
rownaniu do kontroli byla walina (Val). W grupie kontrolnej to stezenie wynosi-
o 181,51 8,94 pumol/l, natomiast w grupie pacjentow z HNSCC wynosito
225,98 + 6,14 umol/l. Stezenie to wzrastalo takze u pacjentdOw ze zmianami ta-
godnymi i wynosito 223,29 + 13,84 umol/l (ryc. 7)

250 - * *

§ 200 -+

§. 150 -

= 100 -

S 50 -

0

kontrola zmiany fagodne HNSCC
control group benign changes

*p<0,05 kontrola vs. HNSCC (*p<0.05 control vs. HNSCC)

*p<0,05 kontrola vs. zmiany tagodne (*p<0.05 benign vs. HNSCC)
Rycina 7. Stezenia waliny w osoczu 0s6b z HNSCC z grupa pacjentdw ze zmianami
tagodnymi i grupg kontrolng
Figure 7. Valine concentration in plasma in patients with HNSCC in comparison with
a group of patients with benign changes and control group

Interesujaco przedstawiaja si¢ stezenia pigciu aminokwasow: seryny (Ser),
asparaginianu (Asp), asparaginy (Asn), glutaminianu (Glu) iargininy (Arg).
W przypadku tych aminokwaséw nie zaobserwowano roznic pomiedzy grupa
kontrolng a grupg pacjentow z HNSCC. Natomiast w grupie pacjentdow ze zmia-
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nami tagodnymi zaobserwowano znaczacy statystycznie wzrost stezen tych ami-
nokwasow, zaréwno w stosunku do grupy kontrolnej, ale tez i grupy pacjentow
nowotworowych. W przypadku Asp i Glu ten wzrost byt ponad 2-krotny (ryc. 8).
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210 - *
180 -
150 -
120 -

Glu [umol/I1]
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kontrola zmiany tagodne HNSCC
control group  benign changes
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* p<0,05 kontrola vs. zmiany tagodne (* p<0.05 control vs. benign)

# p<0,05 zmiany tagodne vs. HNSCC (# p<0.05 benign vs. HNSCC)
Rycina 8. Stezenia glutaminianu (A), argininy (B), seryny (C), asparaginy (D), kwasu
asparaginowego (E) w osoczu 0sob z HNSCC w poréwnaniu z grupg pacjentow ze
zmianami tagodnymi i grupa kontrolng
Figure 8. Concentration of glutamate (A), arginine (B), serine (C), asparagine (D),
aspartic acid (E) in plasma in patients with HNSCC in comparison with a group of pa-
tients with benign changes and control group

W przypadku st¢zenia leucyny (Leu) i tryptofanu (Trp) mozna zaobserwo-
wac tendencje spadku stgzenia tych aminokwasOw w grupie pacjentow
z HNSCC w poréwnaniu do grupy kontrolnej i pacjentdéw ze zmianami tagod-
nymi, ale nie sg to roznice statystycznie znamienne (wyniki w tabeli 13).

Stezenia alaniny (Ala), metioniny (Met), tyrozyny (Tyr), treoniny (Thr), fe-
nyloalaniny (Phe), cysteiny (Cys) nie wykazywaly rdznic pomiedzy badanymi
grupami. Wyniki przedstawiono w tabeli 13.

Wszystkie wartos$ci sg przedstawiane jako warto$¢ srednia + SEM.
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Tabela 13. Stgzenia aminokwaséw w osoczu 0s6b z HNSCC w poréwnaniu z grupa
pacjentow ze zmianami fagodnymi i grupa kontrolna

Table 13. Amino acids concentration in plasma of subject with HNSCC in comparison
with subject with benign changes and control group

Aminokwasy Kontrola Zmiany lagodne HNSCC
Amino acids Control group Benign changes

274,79 242,01 228,01

Ala
+23,30 +11,69 +12,08
Cvs 32,05 30,82 36,52
y +4,56 2,25 +1,63
25,00 32,18 22,92
Met £1.62 +6.41 +0,69
T - 68,51 78,55 67,37
b E +4,54 +5,53 +1,94

=X

124,60 122,29 101,47

Leu
+7,86 +7,03 +3,86
50,85 57,23 55,44
Thr £2.58 £2.83 £1.45
68,85 70,70 68,82
Phe +3.07 +405 +1,65
T 66,12 58,37 56,37
rp +4,97 +3,75 +1,94
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4.4. Stezenie nikotynamidu i jego pochodnych we krwi a zaawansowanie
anatomiczne i stopien zlo§liwosci histologicznej raka
plaskonablonkowego glowy i szyi

4.4.1. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem metabolitéw nikotynamidu w osoczu
oraz nukleotydowych pochodnych 4PYR w erytrocytach
u pacjentow z rakiem plaskonablonkowym glowy i szyi a stopniem
zlosliwosci histologicznej nowotworu

U pacjentow z HNSCC obserwuje si¢ wzrost metabolitoéw i pochodnych ni-
kotynamidu we krwi (omowiony w pkt. 4.2—4.3). To spostrzezenie nasuwa pyta-
nie, czy istnieje zaleznos¢ pomigdzy stezeniami badanych zwigzkdéw a stopniem
ztosliwosci histologicznej nowotworu.

Ze wzgledu na nieliczng grupg pacjentdw z nowotworami nisko zrdéznicowa-
nymi (G3) i niezroznicowanymi (G4) na potrzeby prowadzonych badan chorych
z cechg G4 wiaczono do grupy G3.

Analiza wynikow pokazata, ze stezenie 4PYR w osoczu obnizalo si¢ wraz ze
wzrostem stopnia zto§liwosci histologicznej nowotworu. W stopniu G1 wynosi-
to 94,7 £ 17 nmol/l, natomiast w G3 74 £ 9 nmol/l. Jednak nie bylta to wartos$¢
istotna statystycznie (ryc. 9A). Podobne zmiany obserwowano w przypadku
monofosforanu 4PYR. Najwyzsze stezenie 4PYMP w erytrocytach stwierdzono
W grupie pacjentdOw z nowotworem wysoko zroznicowanym G1 i wynosito ono
0,81 £0,06 umol/l RBC. W grupie pacjentOw z nowotworem umiarkowanie
zroznicowanym G2 stezenie 4PYMP w erytrocytach wynosito 0,65 + 0,05
pmol/l RBC, najnizsze natomiast stwierdzono w grupie chorych z rakiem nisko
zréznicowanym G3 i wynosito 0,35+ 0,07 umol/l RBC. Wyniki te byly zna-
mienne statystycznie i pozwalaty na zréznicowanie pacjentéw w zaleznosci od
stopnia ztosliwosci histologicznej zard6wno migdzy G1 vs. G3 jak i G2 vs. G3.
Pomimo tendencji spadkowej nie pozwolity na zréznicowanie G1 vs.G2 (ryc. 9B).

Analizujac stezenie 4PYRAD w erytrocytach, stwierdzono odwrotng zalez-
no$¢: stezenie tego zwigzku wzrastalo wraz ze wzrostem stopnia ztosliwosci
histologicznej nowotworu. Najwyzsze stezenie 4PYRAD odnotowano
u pacjentow z rakiem nisko zroéznicowanym G3 (0,56 +0,10 umol/l RBC).
W przypadku G2 stgzenie to wynosito 0,46 £ 0,05 pmol/l RBC. Najnizsza war-
tos¢ stezenia byla w grupie chorych, w ktorej rozpoznano wysoko zréznicowang
posta¢ raka ptaskonabtonkowego G1 i wynosita ona 0,39 + 0,06. Stwierdzono
statystycznie znamienng roznice pomi¢dzy G1 vs. G3. Nie stwierdzono nato-
miast statystycznie znamiennych réznic miedzy grupami pacjentéw ze zrdzni-
cowaniem: G2 vs. G3 1 G1 vs. G2 (ryc. 9C).

Dla pozostatych pochodnych nikotynamidu nie stwierdzono zadnych zalez-
nosci ze stopniem ztosliwosci histologicznej nowotworu (wyniki zamieszczono
w tabeli 14). St¢zenia zadnego z analizowanych aminokwasow nie korelowaty
ze stopniem zto§liwos$ci histologiczne;j.
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®)
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Rycina 9. Stezenie 4PYR w osoczu (A) oraz 4PYMP (B) i 4PYRAD (C) w ekstraktach
erytrocytow pacjentow z HNSCC w réznych stopniach ztosliwosci histologicznej
Figure 9. 4PYR plasma concentration A) 4PYMP B) 4PYRAD C) in red blood cell in
patients in various histological degree
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Tabela 14. Stezenie nikotynamidu i jego pochodnych w zaleznos$ci od stopnia ztosli-
wosci histologicznej nowotworu

Table 14. Nicotinamide and its derivatives concentration depending on the degree
of histological differentiation

A)
| Mkotymamid Degree o hisologial difereniaon
Nicotinamide and its derivatives Gl G2 G3
NA o0s 002 006
VIetNA = i(())’,(l)z i(()),(l)(l)9 f(;]ozz
=]
Mei2Py S s P
Met4PY e e byt
B)
Pochodne muldeotydowe 4 PYR Degree of istological diffrentation
w erytrocytach
4PYR derivatives in erythrocytes Gl G2 G3
4PYDP 2| oo oyt e
woe () ome ] oup |
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4.4.2. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem pochodnych nikotynamidu u pacjen-
téw z rakiem plaskonablonkowym glowy i szyi a stopniem zaawan-
sowania klinicznego nowotworu

Do celow tej analizy chorych z HNSCC w zaleznosci od stopnia zaawanso-
wania klinicznego nowotworu podzielono na dwie grupy:

1. do grupy I zaliczono 35 chorych, u ktorych stwierdzono 1 i Il stopien za-
awansowania klinicznego nowotworu, gdzie zasieg guza pierwotnego
ograniczony jest do narzadu, z ktérego si¢ wywodzi

2. do grupy II zaliczono 34 chorych z rozleglym procesem nowotoworo-
wym, w III i IV stopniu zaawansowania klinicznego, gdzie nowotwor
obejmowat rowniez regionalne wezty chtonne i narzady odlegte.

Analiza stezenia wszystkich badanych metabolitow nikotynamidu w osoczu
(tab. 15A) oraz stezen nukleotydowych pochodnych 4PYR w ekstraktach erytro-
cytow (tab. 15B) pacjentow z HNSCC nie wykazata statystycznie znamiennych
roéznic pomiedzy grupami. Wszystkie wartosci sg przedstawiane jako wartos¢
$rednia = SEM.
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Tabela 15. Stezenia metabolitow nikotynamidu w osoczu (A) oraz st¢zenia nukleoty-
dowych pochodnych 4PYR w ekstraktach erytrocytow (B) u pacjentéw z rakiem pta-
skonablonkowym gltowy i szyi w zalezno$ci od stopnia zaawansowania klinicznego
nowotworu

Table 15. Nicotinamide metabolites concentration in serum A) derivates 4PYR concen-
tration in erythrocytes B) in HNSCC patients depending on the clinical severity of cancer

A)

Grupy zaawansowania klinicznego
Metabolity nikotynamidu w osoczu Groups of cllilr(t)ivcvslt?;?;l:it of cancer
Nicotinamide metabolites Ps @ Y
| 11
0,06 0,06
NA +0,03 +0,03
0,11 0,10
MetNA _ 0,01 0,01
E 1,45 1,43
9 9
Met2PY 2 0,16 0,17
0,73 0,67
Met4dPY £0.05 £0,04
0,086 0,088
4PYR +0,007 +0,01

B)
Pochodne nukleotydowe Grupy zaawansowania klinicznego
nowotworu
4PYR Groups of clinical severity of cancer
w erytrocytach
4PYR derivatives in erythrocytes I II
0,6 0,73
4PYMP &) +0,05 +0,05
-]
&~ 0,49 0,47
4PYDP = +0,04 +0,04
S
£ 17,2 18,46
4PYTP = +0,91 +1,11
0,42 0,41
4PYRAD +0,04 +0,06
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4.4.3. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem pochodnych nikotynamidu u pacjen-
téw z rakiem plaskonablonkowym glowy i szyi a klasyfikacja Kli-
niczng TNM

W grupie pacjentow z HNSCC nie znaleziono zadnej zalezno$ci pomiedzy
wielko$cig guza pierwotnego a stgzeniami badanych zwigzkow. Stezenia po-
chodnych nikotynamidu w zaleznosci od cechy T przedstawiono w tabeli 16.

Tabela 16. Stgzenia metabolitow nikotynamidu w osoczu (A) oraz st¢zenia nukleoty-
dowych pochodnych 4PYR w ekstraktach erytrocytow (B) u pacjentéw z rakiem pta-
skonabtonkowym glowy i szyi w zaleznosci od cechy T klasyfikacji klinicznej TNM

Table 16. Nicotinamide metabolites concentration in serum A) derivates 4PYR concen-

tration in erythrocytes B) in HNSCC patients depending on the TNM classification
(feature T)

A)

Metabolity nikotynamidu Stopien zaawansowagjli;ﬂi;icznego nowotworu

Nicotinavr‘;?;::nZ:ta bolites Clinical severity of cancer (feature T)

T1 T2 T3

NA 0008 00 o0

MetNA _ | shons “oos S0r

Metzpy HIEE % e

MetdPy by o ey

4PYR 6006 et 20006

B)

Stopien zaawansowania klinicznego nowotworu
Cecha T
Clinical severity of cancer (feature T)

Pochodne nukleotydowe 4PYR
w erytrocytach
4PYR derivatives in erythrocytes

T1 T2 T3
4PYMP 1?61)% igj& féi}ss
4PYDP é f(;f‘oﬁ 351)64 361)97
APYTP E ::(')7 A i’fji? ﬂg;

4PYRAD 35?025 35,3096 féﬁg
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Dla potrzeb dalszych analiz wszystkich pacjentéw, u ktorych stwierdzono
obecnos¢ HNSCC, podzielono pod wzgledem cechy N na dwie grupy:

e grupa NO — pacjenci, u ktorych w badaniu histopatologicznym nie
stwierdzono obecnosci przerzutow do weztow chlonnych (43 osoby)

e oraz grupa N+ — pacjenci, u ktorych obecne byly przerzuty do weztow
chlonnych (26 oséb).

Statystycznie znamiennych zalezno$ci nie przyniosto rowniez poréwnanie
wartos$ci stezen metabolitow nikotynamidu u pacjentow z HNSCC w zaleznosci
od cechy N. Wyniki przedstawiono w tabeli 17.

Wszystkie wartos$ci sg przedstawiane jako warto$¢ srednia £+ SEM.
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Tabela 17. Stezenia metabolitow nikotynamidu w osoczu (A) oraz st¢zenia nukleoty-
dowych pochodnych 4PYR w ekstraktach erytrocytow (B) u pacjentéw z rakiem pta-
skonabtonkowym glowy i szyi w zaleznosci od cechy N klasyfikacji klinicznej TNM

Table 17. Nicotinamide concentration of metabolites in patients with head and neck
carcinoma depending of grade staging on the lymph nodes

A)
. X Stopien zaawansowania klinicznego nowotworu
Metabolity nikotynamidu Cecha N
W osoczu Clinical severity of cancer (feature N)
Nicotinamide metabolites
NO N1
0,06 0,06
NA +0,003 0,004
0,11 0,10
MetNA = £0,009 +0,016
=]
g 1,54 1,35
Met2PY =4 £0.15 £0.18
0,73 0,65
Met4PY 40,05 0,04
0,084 0,092
4PYR +0,006 +0,016
B)
Pochodne nukleotydowe
4PYR w erytrocytach NO N1
4PYR derivatives in erythrocytes
0,76 0,72
4PYMP 1) +0,046 +0,05
2 0,49 0,46
4PYDP = 0,036 +0,04
(=]
g 16,99 19,19
4PYTP 3 £0.83 £129
0,42 0,41
4PYRAD +0,04 +0,07

Nie stwierdzono Zadnej zalezno$ci pomiedzy st¢zeniami metabolitow niko-
tynamidu, st¢zeniami aminokwasow a lokalizacjg guza.
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5. DYSKUSJA

Trwajace od wielu lat poszukiwania zwigzku lub grupy zwigzkéw mogacych
by¢ markerem raka ptaskonablonkowego w obrebie glowy iszyi, a takze nie-
liczne doniesienia o zaleznosci pomigdzy zwigzkami azotowymi, ich metaboli-
zmem, a tym typem nowotworu sktonity mnie do szerszego zainteresowania si¢
tym zagadnieniem. W swoich badaniach skoncentrowatam si¢ nad stezeniami
produktéow degradacji NAD i ich pochodnych w ekstraktach erytrocytow i oso-
czu oraz stezeniami aminokwasow w osoczu chorych z HNSCC.

Metabolity nikotynamidu i produkty jego katabolizmu

Przeprowadzone badania wykazaty, Zze stezenia koncowych produktow de-
gradacji nikotynamidu w grupie chorych z HNSCC s3 wyzsze niz u osob zdro-
wych. Stezenie Met4PY w osoczu w grupie chorych bylo 2-krotnie wyzsze
w stosunku do stezenia obserwowanego u 0sob zdrowych. Wzrost ten byt obec-
ny u 90% badanych chorych (62/69 osdb). Stezenie Met2PY w osoczu chorych
z HNSCC bylo wyzsze o 50% w poréwnaniu do oséb zdrowych iten wzrost
obserwowano u 54% pacjentow (37/69 osob). Na poczatku nalezy wykluczy¢, ze
zmiany w stezeniach produktow degradacji nikotynamidu sa spowodowane de-
gradacja NAD, wynikajacg z procedury przygotowywania probek do analizy.
Stezenie NAD w erytrocytach we wszystkich badanych grupach byly niemal
identyczne (wyniki umieszczone w tab.11). Nalezy wigc dopatrywac si¢ innych
przyczyn wzrostu stezen tych zwigzkow.

W pi$miennictwie istnieja doniesienia, ze wzrost stezenia Met2PY i Met4PY
obserwuje si¢ w stanach patologicznych. Wiadomo bowiem, ze u pacjentow
z przewlekta chorobg nerek dochodzi do akumulacji tych zwigzkow
w organizmie [176], a wzrost stezenia tych zwigzkow silnie koreluje ze stop-
niem niewydolnos$ci tego narzadu [173]. W przypadku jednak przedstawianych
tutaj badan u wszystkich badanych pacjentow stezenie kreatyniny w osoczu byto
w granicach normy fizjologicznej, nie byl to wigc powod wzrostu stezenia
Met2PY i Met4PY u chorych z HNSCC.

Badania pokazuja, ze metabolizm nikotynamidu ma tez silny zwigzek
z wiekiem. Z jednej strony wiadomo, ze wraz z wiekiem zwicksza si¢ ilos¢
uszkodzen DNA, co z kolei wptywa na zwigkszong aktywno$¢ polimerazy po-
li(ADP-rybozy), jednego z enzymoéw odpowiedzialnych za naprawe uszkodzo-
nego DNA. Taka zwickszong aktywno$¢ zaobserwowano w limfocytach u stu-
latkow [115]. Z drugiej strony od dawna istniejg powigzania pomigdzy dlugoscia
zycia a sirtuinami, enzymami odpowiedzialnymi za deacetylacj¢ biatek [71,
195]. Substratem dla obu tych enzyméw jest NAD i w wyniku aktywacji tych
enzymoOw powstaje nikotynamid. Nasilenie wspomnianych wyzej proceséw
z wiekiem moze wigza¢ si¢ ze zwigkszong degradacja nikotynamidu. Badajac
wplyw wieku na przemian¢ nikotynamidu, zaobserwowano, ze w osoczu ludzi
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starszych stezenie koncowych metabolitow nikotynamidu jest ok. 2-krotnie wyz-
sze niz u 0sob mtodych [175]. Ponadto wiadomo, Zze ryzyko zachorowania na
chorobe nowotworowa wzrasta z wiekiem pacjenta. Zachorowanie na HNSCC
czesciej wystepuje u ludzi w wieku powyzej 50 roku zycia, niz u ludzi mtodych
co zaobserwowano we wilasnej praktyce, jak ipublikowanych danych staty-
stycznych. Jednak w uzyskanych wynikach, wiek nie byt czynnikiem odpowie-
dzialnym za wzrost st¢zenia Met2PY i Met4PY, gdyz dla wyeliminowania tego
czynnika grupa kontrolna byta pod wzgledem wieku taka sama jak grupa cho-
rych z HNSCC (w obu grupach srednia wieku byta podobna i wynosita okoto 60
lat).

Wydaje si¢, ze obserwowany w osoczu wzrost stezenia Met2PY i Met4PY
nie jest jednoznacznie znamienny tylko dla procesu nowotworowego, a raczej
czgsciowo zwigzany z przebiegiem procesu zapalnego. Wskazujg na to wyniki
uzyskane u pacjentow ze zmianami tagodnymi. Stezenie Met4PY w osoczu
w grupie chorych ze zmianami tagodnymi, podobnie jak w grupie z HNSCC,
byto 2-krotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej. Az u 83% chorych stezenie
Met4PY w osoczu byto podwyzszone w stosunku do wartosci $redniej w grupie
kontrolnej (34/41 osoby). Stezenie Met2PY w osoczu nie roznito si¢ znaczaco
od stezenia obserwowanego w grupie kontrolnej. U mniej niz 30% pacjentow ze
zmianami tagodnymi obserwowano podwyzszone stezenie tego zwiazku
w stosunku do wartos$ci $redniej w grupie kontrolnej. Niemniej jednak nie zaob-
serwowano statystycznie znamiennej roznicy st¢zenia Met2PY w grupie chorych
ze zmianami tagodnymi w poréwnaniu z chorymi z HNSCC.

W pismiennictwie istnieja doniesienia o powigzaniu stanow zapalnych
z nowotworami jamy ustnej [47]. Kilka prac wskazuje na powigzanie metaboli-
zmu NAD z czynnikami prozapalnymi. Z jednej strony istnieje zalezno$¢ po-
miedzy aktywno$cig sirtuin, a procesem zapalnym [52, 139], z drugiej powigza-
nia pomiedzy visfatyng (adipoking posiadajaca wlasciwosci enzymatyczne fos-
forybozylotransferazy nikotynamidu) a czynnikami prozapalnymi (IL-6, CRP)
[95]. Dodatkowo jeszcze najnowsze doniesienia wskazuja, ze poziom visfatyny
w osoczu pacjentow z OSCC (oral squamous cell carcinoma) jest wyzszy niz u
0s6b zdrowych i1 wzrasta z postepem choroby. Autorzy tych badan sugeruja, ze
visfatyna, bedgca prozapalng cytoking, odgrywa wazng role w patogenezie
OSCC [218]. Nie ma jednak zadnych doniesien taczacych stezenia koncowych
produktow degradacji nikotynamidu z czynnikami prozapalnymi, co wydaje si¢
ciekawym wynikiem, jednak konieczna jest glebsza analiza tych zaleznosci.

W wyniku przeprowadzonych analiz nie zaobserwowano zmian w ste¢ze-
niach nikotynamidu i N-metylonikotynamidu pomig¢dzy grupg chorych
z HNSCC a kontrolg. Nie pozostaje to jednak w sprzeczno$ci z danymi pismien-
nictwa. Co prawda pojawily si¢ informacje o wzroscie aktywnosci NNMT
w grupie chorych z OSCC w pordéwnaniu do aktywnosci w tkance zdrowej
[159]. Pojawily si¢ tez informacje o wyzszym poziomie biatka NNMT w §linie
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pacjentéw z OSCC [159]. W zadnym z powyzszych przypadkéw nie oznaczano
jednak stezenia NA i MNA w badanym materiale biologicznym. Wydaje sig, ze
prawdopodobny szlak zdarzen u chorych z HNSCC przedstawia si¢ nastepujaco:
wzrost aktywnos$ci enzymow odpowiedzialnych za powstawanie nikotynamidu,
aktywowany czynnikami zapalnymi, zwigkszona aktywnos¢ NNMT oraz oksy-
dazy aldehydowej i to w konsekwencji prowadzi do zwigkszonego stgzenie kon-
cowych metabolitow nikotynamidu u pacjentéw z HNSCC.

Metabolizm 4PYR

Stezenie 4PYR wosoczu chorych zHNSCC bylo 2-krotnie wyzsze
w stosunku do stezenia oznaczonego u 0séb zdrowych. Ten wzrost obserwowa-
no u 93% badanych chorych (64/69 badanych osob). Wzrost st¢zenia tego
zwigzku, tylko kilkunastokrotny, zaobserwowano u pacjentow z przewlekla
chorobg nerek [172]. I o ile wzrost stezenia 4PYR w osoczu pacjentow
z przewlekta chorobg nerek mozna wyjasni¢ niewydolnos$cig nerek, o tyle u pa-
cjentow z HNSCC nie jest to przyczyna. Mozna jedynie przypuszczal, ze
z jednej strony w procesie nowotworowym obserwujemy zwigkszong degradacje
nikotynamidu, z drugiej zwickszone przeksztatcanie do rybozydu nikotynamidu,
a nastgpnie przy udziale oksydazy aldehydowej powstawanie 4PYR. Tym bar-
dziej, ze zwigkszone wydalanie z moczem 4PYR zaobserwowano u pacjentow
z nowotworem ptuc, piersi [114, 182], biataczka szpikowsg [62, 197], ztosliwym
miedzybloniakiem [20, 48], rakiem jajnika [123]. Wzrost stezenia 4PYR
w moczu zaobserwowano takze u pacjentow zrakiem nosowej cze$ci gardia
[196]. Co wigcej niektorzy badacze sugeruja nawet, ze 4PYR (nazywany
w pismiennictwie tez PCNR) moze by¢ markerem procesu nowotworowego
i czynnikiem monitorujagcym proces leczenia [179]. Wydaje sig, ze jest to suge-
stia bledna, nie analizowano bowiem st¢zenia tego zwigzku w stanach zapal-
nych. Przedstawione przeze mnie wyniki pokazuja, ze w przypadku pacjentow
ze zmianami tagodnymi stezenie 4PYR w osoczu takze wzrasta znaczaco
w stosunku do stezenia obserwowanego w grupie 0sob zdrowych, i jest ono po-
dobne u pacjentow z HNSCC. Wzrost stezenia 4PYR w osoczu pacjentdw ze
zmianami tagodnymi odnotowano dla 79% chorych. Nalezy wiec przypuszczac,
ze wzrost ten moze by¢ zwigzany z obecnoscia stanu zapalnego. Konieczne sa
wigc dalsze badania nad wplywem czynnikow prozapalnych na metabolizm
4PYR.

W piSmiennictwie przemiany 4PYR do nukleotydowych pochodnych
(4PYMP, 4PYDP, 4PYTP) w stanach patologicznych u ludzi opisano jedynie
dla chorych z przewlekla choroba nerek, zarowno dzieci [190] jak i os6b doro-
stych [153, 172]. Zaobserwowano, ze w erytrocytach osob z niewydolnos$cig
nerek wielokrotnie wzrasta st¢zenie zarowno 4PYMP, jak i 4PYTP. Szczegodlnie
duzy wzrost tych zwigzkow obserwuje si¢ u pacjentow poddawanych zabiegowi
hemodializy, a stezenie 4PYTP w erytrocytach nie obniza si¢ po zabiegu. Row-
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niez u pacjentoOw po transplantacji nerki stezenie 4PYTP w erytrocytach przez
dtugi czas pozostaje podwyzszone [48]. Analiza stezen pochodnych nukleoty-
dowych 4PYR w chorobie nowotworowej zostata przeprowadzona po raz pierw-
szy. U chorych z HNSCC stezenie 4PYMP w erytrocytach byto znaczaco wyz-
sze zarowno w porownaniu do wartosci obserwowanych w grupie kontrolnej, jak
i chorych ze zmianami fagodnymi. Jest to wynik pozwalajacy na wstepne odroz-
nienie chorych nowotworowych od pacjentow ze zmianami fagodnymi (w wigk-
szo$ci zapalnymi). Mechanizm tego wzrostu jest niewyjasniony. Nie zaobser-
wowano natomiast wzrostu stezenia 4PYDP, za$ stezenie 4PYTP w grupie cho-
rych z HNSCC byto nieznacznie wyzsze w poréwnaniu do grupy osob zdro-
wych, jednak nie byl to wzrost statystycznie znamienny. Nie zaobserwowano
roznic w stezeniu 4PYRAD, niedawno zidentyfikowanej w Katedrze i Zaktadzie
Biochemii GUMed pochodnej NAD (manuskrypt w przygotowaniu).

Stezenia aminokwasow w osoczu chorych z HNSCC i zmianami lagodnymi

Stezenia aminokwas6w w osoczu sa wypadkowa stosowanej diety
i zachodzacych przemian metabolicznych. Zmiany stezen tych zwigzkéw obser-
wuje si¢ w wielu stanach patologicznych, w tym w chorobie nowotworowe;j.

Analiza stezen 16 aminokwasow w osoczu pacjentow z HNSCC oraz zmia-
nami tagodnymi wykazala réznice statystycznie znamienng 9 z nich w porow-
naniu ze st¢zeniami obserwowanymi w grupie kontrolne;j.

Z przeanalizowanego panelu aminokwasow jedynie stezenie dwoch z nich
byto podwyzszone u pacjentow z HNSCC w porownaniu do stezen obserwowa-
nych w grupie kontrolnej. Byly to: izoleucyna i walina.

Stezenie izoleucyny u pacjentow z HNSCC bylo wyzsze niz u osoéb zdro-
wych, za$ u pacjentéw ze zmianami tagodnymi podobne jak w grupie kontrolne;j.
W pismiennictwie w zaleznos$ci od typu nowotworu doniesienia na ten temat sg
rézne. Wzrost stezenia tego aminokwasu obserwuje si¢ w tkance nowotworowe;j
zotadka [210] i przetyku [209]. Natomiast obnizone stezenie tego egzogennego
aminokwasu stwierdzono w osoczu [219] i moczu [61] pacjentow z nowotworem
przetyku.

Z kolei stezenie waliny w osoczu bylo wyzsze zardwno w grupie chorych
z HNSCC, jak i ze zmianami tagodnymi w stosunku do grupy kontrolnej. By¢
moze przyczyng wzrostu tych egzogennych aminokwasow jest zwigkszone ich
dostarczanie z dietg. Nalezy tez pamigtac, Zze te rozgalezione aminokwasy sg
niezbedne w syntezie biatek a takze sg glownym Zrédlem azotu do syntezy glu-
taminy i alaniny w mig¢$niach. By¢ moze proces nowotworowy powoduje akty-
wacje proteolizy mieséni szkieletowych izwicksza oksydacje rozgalezionych
aminokwasow [65].

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano, ze stezenie proliny
w osoczu u chorych z HNSCC jest znaczaco nizsze niz u oséb zdrowych, a ten-
dencja ta zarysowuje si¢ juz u pacjentow ze zmianami tagodnymi. Brak jest
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w piSmiennictwie informacji na temat st¢zenia proliny w procesie nowotworo-
wym. Mozna jednak przypuszczaé, ze jest to zwigzane z jednej strony z upo-
sledzong syntezg proliny z glutaminianu, a z drugiej ze zwigkszonym metaboli-
zmem tego aminokwasu. W procesie nowotworzenia obserwuje si¢ zwigkszona
aktywnos$¢ p53 i indukcje¢ oksydazy prolilowej [132], a takze zwigkszony obrot
kolagenu [170].

Z kolei obnizone stezenie histydyny w osoczu pacjentow z HNSCC
w stosunku do grupy kontrolnej, ale takze do chorych ze zmianami zapalnymi
pozwala na wstepne wyselekcjonowanie pacjentdéw ze zmianami nowotworo-
wymi. To zmiejszenie st¢zenia histydyny w osoczu pacjentow z HNSCC jest
takze spostrzezeniem Scioscia [161]. Przyczyna zmniejszonego stezenia jest
niejasna, chociaz mozna pokusi¢ si¢ o hipoteze, ze u tych chorych z HNSCC
wystepuje zwigkszony katabolizm histydyny. Zaobserwowano wprawdzie, ze
metionina in vivo zwigksza katabolizm histydyny poprzez stymulacj¢ przemian
jednoweglowych [46], jednak w moich badaniach nie zaobserwowatam obnize-
nia stgzenia metioniny w osoczu pacjentoéw z HNSCC.

Dodatkowo jeszcze zaobserwowano tendencje spadku stezenia alaniny, leu-
cyny i tryptofanu w grupie chorych z HNSCC w porownaniu do pozostatych
badanych grup, jednak nie byta to zalezno$¢ znamienna statystycznie. Szczegol-
nie wazne jest st¢zenie tryptofanu w organizmie. Jest to bowiem aminokwas,
ktorego organizm nie jest w stanie sam wyprodukowac i dlatego musi on zosta¢
dostarczony z pokarmem. W moézgu jest niezbedny do produkcji serotoniny, ale
nalezy tez pamigtac, ze jest prekursorem nikotynamidu. W pi$miennictwie po-
jawiaja si¢ sugestie, ze aminokwas ten moze by¢ zwigzany z kancerogeneza.
7 badan Tankiewicza wynika, ze st¢zenie tryptofanu w tkance nowotworowej
HNSCC jest wyzsze niz w tkance zdrowej. Oznaczatl on takze st¢zenie tego ami-
nokwasu w osoczu u pacjentow z HNSCC, jednak nie porownal do wartosci
obserwowanej u ludzi zdrowych [193]. W badaniach Scioscia wykazano, Zeu
pacjentow z HNSCC oprdcz stezenia alaniny, obserwuje si¢ zmniejszone steze-
nie w osoczu: asparaginy, asparaginianu, glicyny, fenyloalaniny, seryny
i treoniny [161].

Ciekawe spostrzezenia dotycza kolejnych pigciu analizowanych aminokwa-
soOw: glutaminianu, argininy, seryny, asparaginianu i asparaginy. W przypadku
tych aminokwasow zaobserwowano znaczacy wzrost ich st¢zenia w osoczu 0sdb
ze zmianami fagodnymi w poréwnaniu zarowno do osob zdrowych jak i osob
z HNSCC. Stezenie wyzej wymienionych aminokwasow w grupie chorych
z HNSCC byto niemal identyczne jak w grupie kontrolnej. W pismiennictwie
istniejg doniesienia, ze w tkance nowotworowej obserwuje si¢ wzrost stezenia
glutaminy, glutaminianu i asparaginianu [180]. Metabolizm tych trzech amino-
kwasow jest ze sobg $cisle powigzany. Asparaginian, aminokwas endogenny
moze by¢ syntetyzowany ze szczawiooctanu przy udziale glutaminianu przez
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aminotransferaz¢ asparaginianowa w obecnosci witaminy B6 lub z asparaginy
z udziatem asparaginazy. Asparaginian odgrywa wazng role w cyklu moczniko-
wym i metabolizmie DNA. Jego zwigkszone stezenie hamuje cykl mocznikowy,
obniza degradacj¢ aminokwasdéw oraz hamuje syntetaz¢ argininobursztynianu
w cyklu mocznikowym. Istniejg sugestie, ze te procesy aktywowane sg proce-
sami zapalnymi.

Podsumowujac przedstawione dotychczas wyniki, mozna stwierdzi¢, ze za-
den z przeanalizowanych zwigzkéw nie moze petnic roli markera raka ptaskona-
btonkowego gltowy i szyi. Niemniej jednak nalezy zauwazy¢, ze analiza st¢zenia
4PYR lub Met4PY w osoczu pozwala na zréznicowanie 0osob zdrowych od o0s6b
z chorobami jamy ustnej (ze zmianami tagodnymi i nowotworowymi). Zrézni-
cowanie chorych z HNSCC od tych ze zmianami fagodnymi wymaga analizy
stezen panelu zwigzkéw: Met2PY w osoczu 1 4PYMP w ekstraktach erytrocy-
tow oraz stezen aminokwasow: His, Glu, Arg, Ser, Asn, Asp.

Zmiany stezen nikotynamidu i jego metabolitéw we krwi u pacjentéow z
HNSCC a cechy kliniczne nowotworu

Celem niniejszej pracy byla rowniez ocena zmian stezen nikotynamidu i je-
go metabolitoéw we krwi u pacjentow z HNSCC w zaleznosci od cech klinicz-
nych guza. Zbadano zaleznos$¢ stezenia metabolitéw nikotynamidu we krwi od
stopnia zaawansowania nowotworu (klasyfikacja TNM 1 grupy zaawansowania
klinicznego) oraz stopnia ztosliwosci histologicznej.

Klasyfikacja TNM jest powszechnie stosowana do oceny stopnia zaawanso-
wania klinicznego nowotworu, planowania leczenia i okreslenia rokowania.
Wielu badaczy oceniajgc ewentualne zastosowanie analizowanego zwigzku jako
markera nowotworowego odwotuje si¢ do niej, poréwnujac stezenie czy ekspre-
sje badanych zwigzkow z wielko$cig guza pierwotnego, stanem regionalnych
weztow chlonnych czy obecnoscig przerzutéw odlegtych. W przeprowadzonej
analizie wykazano, ze wielko$¢ guza nowotworowego nie ma wplywu na stegze-
nie nikotynamidu i jego metabolitow we krwi. Wartosci badanych zwiazkéw
roznity si¢ nieznacznie w poszczegdlnych grupach zaawansowania narzadowego
i nie byly to wartosci statystycznie znamienne. Stwierdzenie braku zalezno$ci
pomiedzy stgzeniem badanego zwigzku a wielko$cig guza nie jest przypadkiem
odosobnionym. Takiej korelacji nie znalazt Hoffmann, analizujac stezenie CEA,
p53 i cykliny D1 u chorych z rakiem ptaskonablonkowym glowy i szyi [64] oraz
Doweck badajac stezenie CYFRA 21-1 [37]. W pismiennictwie jedynie dla
SCCAg stwierdzono pozytywnag korelacje migdzy stezeniem tego markera
a cecha T [78, 125] jednak nie byly to wartosSci statystycznie znamienne.

Ryzyko wystapienia przerzutow do regionalnych weztow chtonnych zalezy
od cech biologicznych nowotworu, ktore sg zbiezne z niskim stopniem zr6zni-
cowania guza (G), cechg T i jego lokalizacjg. W badanej grupie analiza wartoSci
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stezen ocenianych zwigzkoéw nie réznita si¢ migdzy pacjentami z rozpoznanymi
przerzutami do regionalnych weztéw chtonnych (N+), a grupa chorych bez
przerzutow (NO). Jedynie stezenie 4PYTP w erytrocytach u pacjentow z przerzu-
tami do wezlow chtonnych byto nieznacznie wyzsze niz w grupie chorych, u
ktorych przerzutow nie obserwowano. Nie byly to jednak warto$ci statystycznie
znamienne pozwalajgce na zroznicowanie obu grup chorych. Markerem, ktorego
wzrost stgzenia obserwuje si¢ w obecnos$ci przerzutow do weztdw chtonnych u
pacjentéw z HNSCC, jest COX-2. Powodujac wzrost oddziatywania komorek
nowotworu na tkanki otaczajgce, prowadzi do naciekania otoczenia przez ko-
moérki nowotworowe i tworzenia przerzutow. Uwaza sig, ze przyczyng wzrostu
stezenia COX-2 jest rowniez mniej lub bardziej nasilony proces zapalny, towa-
rzyszacy czesto procesowi nowotworowemu toczgcemu si¢ w obrebie glowy i
szyi [217]. Kolejnym zwigzkiem, ktorego st¢zenie wzrasta w obecnos$ci przerzu-
tow do weztéw chlonnych jest VEGF. Jest on odpowiedzialny nie tylko za sty-
mulowanie neoangiogenezy w guzie nowotworowym, ale rowniez za limfangio-
geneze, stad prawdopodobnie jego silna ekspresja u chorych ze stwierdzong
obecnosnoscig przerzutdéw w weztach chtonnych [169]. Wraz z pojawieniem si¢
przerzutow w weztach chtonnych wzrasta rowniez ekspresja EGFR i cyckliny
D1, nie potwierdzono jednak ich roli w prognozowaniu przebiegu choroby [49,
73, 75]. Nie stwierdzono natomiast zalezno$ci pomigdzy cecha N a stezeniami
zwiazkow: CYFRA 21-1 [24, 102], CEA [150], Bcl-2 [90].

Ciekawg obserwacjg wynikajaca z tych badan jest znaleziona zalezno$¢
pomiedzy stezeniem nukleotydowych pochodnych 4PYR we krwi (4PYMP oraz
4PYRAD) w zaleznosci od stopnia ztosliwosci histologicznej guza. Stezenie
4PYMP w erytrocytach chorych z HNSCC spadalo wraz ze wzrostem ztos§liwo-
$ci guza. Odwrotnie byto z 4PYRAD. Najwyzszg warto$¢ stezenia tego zwigzku
obserwowano w grupie pacjentow z nowotworem nisko zréoznicowanym, najniz-
sza W grupie z nowotworem wysoko zréznicowanym. Wynik jest interesujacy,
gdyz do powstania 4PYRAD prowadzi szlak: 4PYR—4PYMP—4PYRAD. Na-
lezy przypuszczac, ze obnizone stezenie 4PYR w osoczu i 4PYMP w erytrocy-
tach jest wynikiem wzrostu stgzenia 4PYRAD w erytrocytach. Co ciekawe w
grupie chorych z HNSCC z nisko zréznicowanym nowotworem preferowane jest
przeksztalcenia 4PYMP do 4PYRAD, a nie do trojfosforanowej pochodne;j.
Mozna przypuszczac, ze przemiany te nie zachodza jedynie w erytrocytach, ale
tez innych komorkach organizmu. W przysztosci konieczne jest wigc sprawdze-
nie, jak te przemiany wygladaja w komorkach guza nowotworowego. Nieznacz-
nie podwyzszone, ale bez statystycznej znamienno$ci byly warto$ci stgzenia
4PYDP, 4PYTP. W pismiennictwie wykazano zalezno$¢ pomigdzy stopniem
ztosliwosci histologicznej a stezeniem SCCAg. Ogawa i Banal w dwoch nieza-
leznych badaniach stwierdzili, ze w nisko dojrzatych (G3) rakach ptaskonabton-
kowych gltowy i szyi ekspresja SCCAg jest bardzo niska w porownaniu z grupa
G2 1 G1[8, 125]. Ponadto zaobserwowano, ze wzrost ekspresji p53, Bcl-2, CEA,
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cykliny D1, PCNA, Ki—67 i EGFR koreluje ze wzrostem zto§liwosci histolo-
gicznej guza [29, 64, 121].

Rak ptaskonabtonkowy glowy i szyi jest nowotworem o tym samym pocho-
dzeniu, lecz roznej lokalizacji. Takes 1 wsp. porownywali ekspresje biatek (p53,
RbD, cyclin D1 myc, bcl-2, EGFR, neu, E-Cadherin, Ep-CAM, desmoplakinyl) u
pacjentéw z rakiem plaskonabtonkowym zlokalizowanym w gardle, krtani i
jamie ustnej. Wérdd tych trzech lokalizacji stwierdzono nasilong ekspresje cyc-
liny D1 w gardle oraz obnizona ekspresj¢ EGFR w krtani w poréwnaniu z pozo-
statymi lokalizacjami. Wyniki tych badan §wiadcza o odmiennos$ci biologicznej
rakow ptaskonabtonkowych w roznej lokalizacji. W analizowanej przeze mnie
grupie chorych nie stwierdzono, aby lokalizacja guza miala wplyw na warto$§¢
stezenia nikotynamidu i jego metabolitow. Otrzymane wartosci st¢zen metaboli-
tow byly zblizone i nie pozwalaty na zréznicowanie w zaleznos$ci od lokalizacji
nowotworu.
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6.

WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych analiz wyciagnigto nastepujgce wnioski:

1. Analiza stezen metabolitow NAD we krwi wykazata, ze:

a) stezenie N-metylo-4-pirydono-3-karboksyamidu (Met4PY) i 1-B-D-
rybonukleozydo-4-pirydono-3-karboksyamidu (4PYR) w osoczu
0s0b z chorobami glowy i szyi (ze zmianami fagodnymi i nowotwo-

rowymi) jest wyzsze niz u oso6b zdrowych.

b) stezenie N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamidu (Met2PY) w oso-
czu chorych z rakiem ptaskonabtonkowym glowy i szyi jest wyzsze

niz u oséb zdrowych

c) stezenie  monofosforanu  4-pirydono-3-karboksyamido-1-B-D-
rybonukleozydu (4PYMP) w erytrocytach jest podwyzszone u cho-
rych z rakiem plaskonabtonkowym glowy i szyi zar6wno w poréw-
naniu do stezen obserwowanych u 0s6b ze zmianami tagodnymi jak

i u 0s6b zdrowych.

2. Analiza stezen aminokwaséw w osoczu chorych z rakiem plaskonabt-

kowym glowy i szyi wykazata:

a) podwyzszone st¢zenie izoleucyny iwaliny w osoczu pacjentow
z rakiem ptaskonablonkowym glowy iszyi w stosunku do stezen

obserwowanych u 0sob zdrowych.

b) obnizone stezenie histydyny i proliny w osoczu pacjentOw z nowo-
tworami gtowy i szyi w stosunku do stgzen obserwowanych u 0sob

zdrowych.

3. Analiza stezen panelu zwigzkow: Met2PY w osoczu i 4PYMP w erytro-
cytach oraz stgzen aminokwaséw w osoczu: histydyny, glutamininanu,
argininy, seryny, asparaginy, asparaginianu pozwala na rdéznicowanie

raka ptaskonablonkowego gtowy i szyi i zmian tagodnych.

4. Analiza zmian stgzen badanych zwiazkéw azotowych we krwi chorych
z rakiem ptaskonabtonkowym gltowy i szyi w odniesieniu do obrazu kli-
nicznego 1 histopatologicznego wykazata jedynie, ze stezenie 1-B-D-
rybonukleozydo-4-pirydono-3-karboksyamidu (4PYR) i jego pochod-
nych nukleotydowych zmienia si¢ wraz ze stopniem zlosliwosci histolo-
gicznej guza, natomiast nie zmienia si¢ w odniesieniu do obrazu klinicz-

nego.
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8. STRESZCZENIE

Rak ptaskonabtonkowy glowy i szyi (HNSCC) jest jednym z najczesciej wy-
stepujacych nowotwordw ztosliwych na $wiecie. Jego szybki wzrost, wczesne
przerzuty do regionalnych weztow chtonnych, jak réwniez nieprzewidywalnosc¢
przebiegu klinicznego zmuszaja do podejmowania kolejnych prob opracowania
metod wczesnego wykrywania nowotworu, ustalenia sposobu leczenia i prze-
widywanie rokowania. Zwigzki azotowe, to liczna grupa zwigzkow, jednak o ich
powigzaniu z procesem nowotworowym wcigz niewiele wiadomo.

Celem pracy byta analiza stezen metabolitow NAD oraz stezen aminokwaséw
we krwi chorych z rakiem ptaskonabtonkowym glowy i szyi w poréwnaniu do cho-
rych ze zmianami tagodnymi w tej lokalizacji i osobami zdrowymi. Zbadano takze
zaleznos$¢ pomigdzy stezeniem analizowanych zwigzkow a obrazem klinicznym.

Przeprowadzone analizy wykazaty wzrost stezenia koncowych produktéw de-
gradacji nikotynamidu (Met2PY, Met4PY) oraz jego metabolitu (4PYR) w osoczu
pacjentow z HNSCC w poréwnaniu do st¢zen obserwowanych u ludzi zdrowych.

Stezenia tych zwigzkow, szczegdlnie Met2PY i 4PYR byly takze podwyz-
szone u 0sO6b ze zmianami tagodnymi. Analiza st¢zenia monofosforanowej po-
chodnej 4PYR (4PYMP) w erytrocytach wykazata istotny statystycznie wzrost
tego zwigzku u pacjentow z HNSCC w porownaniu zarowno do grupy ze zmia-
nami tagodnymi jak i grupy kontrolnej. Dla pozostatych nukleotydowych po-
chodnych 4PYR (4PYDP, 4PYTP i 4PYRAD) takich r6znic nie znaleziono.

Analiza stezen aminokwasow w osoczu wykazala zmiany stezen dziewigciu
z nich. U pacjentow z HNSCC zaobserwowano wzrost st¢zenia izoleucyny i wa-
liny, za$ stgzenia proliny i histydyny w osoczu byly obnizone. St¢Zenia seryny,
asparaginy, asparaginianu, glutaminianu i argininy w osoczu nie wykazywaty
roéznic pomiedzy grupa kontrolng a grupa z HNSCC, byty jednak znaczaco wyz-
sze u chorych ze zmianami fagodnymi.

W wyniku przeprowadzonych analiz znaleziono zalezno$¢ pomig¢dzy stezeniem
dwoch nukleotydowych pochodnych 4PYR (4PYMP i 4PYRAD) we krwi a stop-
niem ztosliwosci histologicznej guza (G). Stezenie 4PYMP w erytrocytach obnizato
sie, za$ stezenie 4PYRAD zwicgkszalo si¢ wraz ze wzrostem ztosliwosci histologicz-
nej guza. Nie zaobserwowano natomiast zaleznosci w stezeniach badanych zwigz-
kow od stopnia zaawansowania TNM, stopnia zaawansowania klinicznego.

Podsumowujac przedstawione wyniki, mozna stwierdzi¢, ze zaden z prze-
analizowanych zwiagzkow nie moze samodzielnie peli¢ roli markera raka pta-
skonablonkowego glowy i szyi. Niemniej jednak nalezy zauwazy¢, ze analiza
stezenia 4PYR lub Met4PY w osoczu pozwala na zroznicowanie 0sob zdrowych
od 0s6b z chorobami jamy ustnej (ze zmianami fagodnymi i nowotworowymi).
Zroznicowanie chorych z HNSCC od tych ze zmianami fagodnymi wymaga
analizy stezen panelu zwigzkéw: Met2PY, histydyny, glutaminianu, argininy,
seryny, asparaginy, asparaginianu w osoczu oraz 4PYMP w ekstraktach erytro-
cytow.
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9. SUMMARY

Squamous cell carcinoma of head and neck is one of the most common can-
cers in the world. Its rapid growth, early metastasis to regional lymph nodes, as
well as the unpredictability of the clinical course are forcing researchers to make
further attempts to develop methods for early detection, determine the method of
treatment and prediction. Nitrogen compounds are most common metabolites in
the human body, but its association cancer is still unclear.

Therfore purpose of this work was analysis of NAD metabolites and amino
acids in blood of patients with squamous cell carcinoma of the head and neck,
with the benign changes and healthy subjects. Assessment of a correlation be-
tween the concentration of the test compounds, and clinical outcome has also
been done.

This analysis revealed increased concentration of end products of nicotina-
mide degradation (Met2PY and 4PYR) and its metabolite 4PYR in patients with
HNSCC as compared to healthy subjects. Concentration of hese compounds in
particular Met2PY and 4PYR was also increased in subjects with benign chang-
es. Analysis of concentration of monophosphate derivative of 4PYR (4PYMP) in
the erythrocytes revealed significant increase in patients with HNSCC in com-
parison with benign changes and in controls. For the other nucleotide derivatives
4PYR (4PYDP, 4PYTP, 4PYRAD) such changes were not shown.

Analysis of concentration of amino acids in plasma revealed changes of nine
of them. Concentrations of isoleucine, and valine were elevated in patients with
HNSCC while concentrations of proline and histidine were decreased. Concen-
trations of serine, asparagine, aspartate, glutamate and arginine in plasma were
not different between HNSCC patients and controls but were elevated in patients
with benign changes.

This analysis revealed association of two nucleotide derivatives of 4PYR
(4PYMP and 4PYRAD) in blood with histological malignancy of tumor (G).
Concentration of 4PYMP in the erythrocytes decreased while concentration of
4PYRAD incrased with advance of histological malignancy. However, associa-
tion between these concentrations and TNM grade was not observed.

To summarize, none of the compounds measured could serve as single
marker of planocellular cancer of head and neck. However, combined analysis of
4PYR and Met4PY in plasma allows to differentiate healthy subject from those
with benign or malignant changes. Differentiation of patients with HNSCC from
those with benign changes require comparison of metabolite panels including
Met2PY as well as histidine, glutamate, arginine serine, asparagines and aspar-
tate in plasma and 4PYRMP in erythroctyte extacts.



