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1. Spis uzywanych skrotow

AFP - alfa fetoproteina

ALPD - fosfataza zasadowa

BMP — biatka morfogenetyczne kosci

BSP - sialoproteina kosci

CAMs - czasteczki adhezyjne

CD44 — glikoproteina transbtonowa

CEA - antygen karcinoembrionalny

ECM - biatko macierzy zewngtrzkomérkowej

EMT - przejscie epitelialno mezenchymalne

ET-1 - endotelina 1

FGFs — metaboliczne czynniki wzrostu fibroblastow
GM-CSF - czynnik stymulujgcy kolonie granulocytow
HIF-1a — czynnik indukowany hipoksja

HMDP-Tc99m — badanie scyntygraficzne kosci z wykorzystaniem izotopu technetu
ICAM-1 — miedzykomdrkowa czasteczka adhezyjna 1
IGFs — insulinopodobny czynnik wzrostu

IL 1-6-8-11 — interleukiny 1-6-8-11

ISE — elektrolity jonoselektywne

MAPK - kinazy aktywowane mitogenami

M-CSF - czynnik stymulujgcy wzrost kolonii mokrofagow
MET - przejscie mezenchymalno epitelialne

MMP2 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej typu 2
MMP9 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej typu 9
MR - badanie rezonansu magnetycznego

MRNA — matrycowy RNA

N-CAm — czasteczka adhezyjna komorek nerwowych
OPG - osteoprotegryna

OPN - ostopontyna

PAI-1 - inhibitor aktywatora plazminogenu typ 1

PAI-2 — inhibitor aktywatora plazminogenu typ 2

PAP - sterczowa fosfataza zasadowa



PAS — system aktywacji plazminogenu

PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu

PECAM-1 - czasteczka adhezyjna komdrek srodbtonka ptytek krwi 1
PET - badanie pozytronowej tomografii komputerowej

PgE2 — prostaglandyny E2

PSA - swoisty antygen sterczowy

PTHrP — biatko zwigzane z parathormonem

RANK - aktywator receptora czynnika jagdrowego K B

RANKL - ligand aktywatora receptora jgdrowego czynnika k B
rhVEGFR - rekombinat ludzkiego $rédbltonkowego czynnika wzrostu
RNS - reaktywne formy azotu

ROS - reaktywne formy tlenu

rS — wspotczynnik korelacji Spearmana

SCA Ag - antygen raka ptaskonabtonkowego

SCID - ciezki ztozony brak odpornosci

SHBG - globulina wigzgca hormony ptciowe

TGFa — transformujacy czynnik wzrostu alfa

TGFp - transformujgcy czynnik wzrostu beta

TIMP — tkankowy inhibitor metyloproteinazy

TNF - czynnik martwicy guza

TK — badanie tomografii komputerowej

tPA — tkankowy aktywator plazminogenu

UPA — urokinazowy aktywator plazminogenu

UPAR - receptor urokinazowego aktywatora plazminogenu
VAS - wzrokowa analogowa skala b6lu

VEGF - $rodblonkowy czynnik wzrostu

VEGFR - receptor srédbtonkowego czynnika wzrostu

VPF - naczyniowy czynnik przepuszczalnosci



2. Wstep

2.1. Wprowadzenie

Zdolno$¢ komorek nowotworowych do rozsiewu z pierwotnego ogniska jest
nieodtaczng cechg nowotwordw i gidwng przyczyng niepowodzen w leczeniu. Nowotwor
ztosliwy jest tkankg nieprawidtows lub ich zbiorem wywodzgcym sie z prawidtowych tkanek
organizmu cechujacy sie szybkim wzrostem (poprzez ciagty i szybszag od normalnej
proliferacja komorek), niekontrolowany wzrost komérek utrzymuje sie pomimo braku
dziatania czynnika inicjujgcego ten wazrost. Przerzuty wskazujg zarOwno na proces
rozprzestrzeniania raka jak i powstanie ogniska wtornego, czyli przerzutowego [87].
Stowo ,metastasis” — przerzut — oznacza W jezyku greckim “przemieszczenie",
z przedrostkiem ”meta” rozumianym jako "obok", a "stasis” — tlumaczone zwykle jako zastdj
— oznacza "umiejscowienie”. Zatem przerzut definiujemy jako wzrost, oddzielny od
pierwotnego guza, powstajacy z przeniesienia jego jednorodnych fragmentow [70]. Rozsiew
nowotworu w drodze przerzutow odpowiada za wiecej niz 90% S$miertelnosci w chorobie
nowotworoweyj.

tancuch skomplikowanych etapow, okreSlanych kaskadg przerzutu “metastatic
cascade” poprzedza rozsiew nowotworu ziosliwego [42]. Nie wszystkie czynniki
i mechanizmy kierujgce tym procesem zostaly zidentyfikowane, ale znamy wiele czynnikow
wzrost cytokin, mediatoréw immunologicznych, szlakow molekularnych, ktére w nim
uczestnicza [102, 71]. Kaskade przerzutow obserwujemy w warunkach Kklinicznych
i doswiadczalnych [107]. Sekwencja wydarzerr obejmuje odigczenie komdrki od guza,
wejscie do naczynia krwiono$nego lub limfatycznego, jej transport, wyjscie z naczynia,
kolonizacje, angiogeneze i limfangiogeneze [95].

Etapy te sg ze sobg powigzane i uszkodzenie jednego z nich lub jego niewydolnos¢
przerywa ten proces [42]. Wynik tego procesu jest zalezny zaréwno od wewnetrznych
wiasciwosci komdrek nowotworu, jak i reakcji organizmu, co oznacza jego rozmaitos¢ wsrdd
roznych pacjentéw. Przerzuty wystepuja, gdy niestabilne genetycznie komdrki nowotworu
dostosowujg sie do mikrosrodowiska oddalonego od ogniska pierwotnego. Proces ten
obejmuje zardwno wybor cech, ktore sg korzystne dla komérek rakowych jak i jednoczesne
tworzenie odpowiednich znamion Srodowiska zrebu przystosowanych do inwazji komorek
nowotworu [56]. Zasady i etapy niezbedne dla tworzenia przerzutow sg identyczne dla

wszystkich nowotwordw.



W chorobie nowotworowej u 2/3 chorych rozwijajg sie przerzuty do ukiadu kostnego.
Przerzuty w ukladzie kostnym mogag wystapic w kazdej kosci, najczesciej jednak sg
diagnozowane w czesci osiowej szkieletu kostnego. Nowotwory zto$liwe piersi, prostaty, ptuc
sg zrédiem 80% wszystkich przerzutéw do kosci, wsrdd ktorych najczestszym jest kregostup,
a rzadsze sg przerzuty kostne raka nerki oraz tarczycy [49, 152].

Czesto$¢ wystepowania przerzutow, stwierdzanych w badaniach sekcyjnych do
szkieletu kostnego jest nastepujgca: 73% (zakres od 47% do 85%) w raku piersi, 68% (zakres
od 33% do 85%) w raku gruczotu krokowego, 42% (zakres od 28% do 60%) w raku tarczycy,
36% (zakres od 30% do 55%) w raku ptuc, 35% (zakres od 33% do 40%) w raku nerki, 6%
(zakres od 5% do 7%) w raku przetyku, 5% (zakres od 3% do 11%) w nowotworach
przewodu pokarmowego, 11% (zakres od 8% do 13%) w raku odbytnicy [26]. Mimo,
ze przerzut do kregostupa jest wyrazem znacznego zaawansowania procesu nowotworowego,
ogniska pierwotnego nowotworu nie mozna okresli¢ w 9% wszystkich przypadkdéw
przerzutéw do kregostupa [136].

Najczesciej przerzuty do kregostupa wystepuja w odcinku piersiowym, chociaz inne
badania wskazujg na odcinek ledZzwiowy. W odcinku szyjnym kregostupa przerzuty
stwierdzane sg u 10% chorych. Wielomiejscowe przerzuty do kregostupa wystepujg u wiecej
niz 50% chorych. Przerzuty raka ptuca i piersi zazwyczaj obecne sg w odcinku piersiowym
kregostupa. Przerzuty z raka prostaty wykazujg predylekcje do odcinka ledZzwiowo-
krzyzowego. Nowotwory okreznicy i odbytnicy zwykle dajg przerzuty drogg zyty wrotnej do
watroby i ptuc, a dopiero w p6Zznym stadium choroby do kosci. Rak prostaty daje przerzuty
typu osteosklerotycznego, rak piersi i chtoniaki — typu osteosklerotycznego i osteolitycznego,
natomiast pozostate nowotwory zazwyczaj typu osteolitycznego [3, 14, 63].

Bdl jest najczestszym objawem przerzutu nowotworowego do kregostupa. Przerzut
niszczy krag lub kregi i powoduje ztamania patologiczne, niestabilno$¢ kregostupa oraz
ubytkowe objawy neurologiczne (niedowifad, porazenia konczyn, zaburzen czynnosSci
zwieraczy pecherza i odbytu). 36% przerzutdbw do kregostupa wystepuje bezobjawowo i sg
one rozpoznawane przypadkowo. Przerzut w odcinku piersiowym kregostupa najczesciej
wspotistnieje z ubytkowymi objawami neurologicznymi [126]. Stwierdzenie przerzutow
w przebiegu choroby nowotworowej pogarsza rokowanie. Dane statystyczne podajg
informacje dotyczace okresu piecioletniego przezycia chorych z nowotworem prostaty
(100%), nowotworem tarczycy (97%), nowotworem piersi (89%), nowotworem nerki (66%),
nowotworem ptuca (16%). Natomiast u chorych, u ktérych stwierdzono obecno$¢ przerzutow

w innych narzadach okres piecioletniego przezycia byt krotszy i wynosit 56%
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u chorych z nowotworem tarczycy, 33% — prostaty, 26% — piersi, 10% — nerki i 2% — ptuc
[2]. Nadal nie ma Srodkéw terapeutycznych, ktére mogtyby zapobiega¢ powstawaniu
przerzutbw nowotworowych do kregostupa i innych czesci szkieletu kostnego.
W przypadkach przerzutow nowotworowych do innych narzagdéw nie mozna uzyskac
wyleczenia chorego, ale mozna dazy¢ do ograniczenia, zwolnienia lub zatrzymania choroby
nowotworowej. Celem terapii jest przedtuzenie zycia i poprawienie jego jakosci.

W przypadkach wystagpienia przerzutow do kregostupa operacja neurochirurgiczna ma
charakter paliatywny, przedtuza zycie od kilku do kilkunastu miesiecy. Wskazaniem do
interwencji chirurgicznej sg bole, ubytkowe objawy neurologiczne, zniszczenie struktur
kostnych kregostupa, niestabilnosci, konieczno$¢ uzyskania materiatu diagnostycznego
(otwarta biopsja), brak reakcji nowotworu na radioterapie i nasilenie ubytkowych objawow
neurologicznych podczas prowadzenia radioterapii [16].

W postepowaniu leczniczym metodg z wyboru jest chirurgiczne, doszczetne usuniecie
nowotworu, w miare mozliwosci do granicy zdrowych tkanek, uwolnienie z ucisku rdzenia
kregowego, korzeni nerwow rdzeniowych, naczyn krwiono$nych. Powodzenie leczenia
operacyjnego zalezy od natury histologicznej nowotworu, zaawansowania choroby
nowotworowej, ciezkosci uszkodzenia rdzenia kregowego i stanu o0gdlnego chorego.
Radykalne usuniecie nowotworu ogranicza wiele czynnikdéw, do ktérych nalezg: ztozona
budowa anatomiczna kregostupa, bezposrednie sasiedztwo waznych narzadéw szyi, jam
klatki piersiowej, brzucha i inne [14, 54].

Radioterapia jest uzupetnieniem leczenia operacyjnego lub jest zalecana, gdy zabieg
ograniczyt sie do biopsji nowotworu. Radioterapia wywiera zarbwno wptyw leczniczy jak
i przeciwbdlowy. W przypadku 80% chorych z przerzutami do kosci dochodzi pod wptywem
radioterapii do zmniejszenia dolegliwosci bdlowych, za$ u 50% - z nich bdl ustepuje
catkowicie [113]. Zmiany wieloogniskowe w kosciach mogg by¢ wskazaniem do
zastosowania izotopu radioaktywnego strontu (89CrCl2), ktéry dziata leczniczo
i objawowo (przeciwbo6lowo). Postepowanie lecznicze obejmuje réwniez chemioterapie
I hormonalng terapie zastepczg [120].

Od wielu lat trwajg poszukiwania specyficznych, osoczowych markeréw dla choroby
nowotworowej, przydatnych w diagnostyce, ocenie stopnia zaawansowania choroby,
monitorowania skutecznosci leczenia oraz prognozowaniu. Poznanie mechanizmow
molekularnych w procesach prowadzacych do powstania przerzutéw moze wskazac ,,punkty”,
w ktorych mozliwa jest ,blokada” patologicznego procesu, a w przysztosci moze

to przyczyni¢ sie do zwiekszenia skutecznosci leczenia poprzez zastosowanie lekow
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~celowanych”, skierowanych wybiérczo w stosunku do czynnikow odpowiedzialnych
za inwazyjnos$¢ nowotwordw, oraz do wdrozenia nowych schematéw terapeutycznych.
Dotychczas nie byty analizowane zagadnienia zwigzane z chorobg nowotworowsg
u chorych z obecnoscig przerzutow do kregostupa. W niniejszej rozprawie zostang
przedstawione wyniki analizy poziomu stezenia we krwi wybranych markerow

biochemicznych, u chorych z obecnoscig przerzutow nowotworowych w kregostupie.

2.2. Powstawanie przerzutéw nowotworowych
2.2.1. Kaskada nowotworowa

Nowotwor  ztodliwy cechujg dynamiczne zmiany genomu. Znaczna ilos¢
nieprawidtowosci strukturalnych obecnych w genomie zto$liwego nowotworu powoduje
niestabilno$¢ genomu o charakterze przejsciowym badz ciggtym, co powoduje wzrost zakresu
spontanicznych mutacji prowadzac do zmian w ilosci chromosoméw (aneuploidia). Zatem
niestabilnos¢ genomu lezy u podstaw tumorigenezy, ewolucji nowotworu i jego
roznorodnosci [105, 17].

Waznym wydarzeniem dla zrozumienia powstawania przerzutow byt postep
w interpretacji ewolucji gatunkoéw, a co za tym idzie nowotworow [128]. Gdy nowotwor
ztodliwy ewoluuje, zmienia sie jego zdolno$¢ do tworzenia przerzutdbw i naciekania
okolicznych tkanek. Nowotwor zamiast stopniowo gromadzi¢ mate mutacje, dramatycznie
przeksztatca swoj genom tworzac tzw. makromutacje. Pozwala to komadrce stac sie zabdjca.
Idee makromutacji wprowadzit w 1940 r. biolog Richard Goldschmidt dowodzac, ze
organizmy tworzg nowe gatunki wtedy, gdy wielka ilo§¢ mutacji wystepuje w pojedynczym
pokoleniu tworzac organizm, ktory nazwat "hopeful monster" [128]. Jego idea zostata
poczatkowo odrzucona, ale proces ten zauwazono u roslin i zwierzat. W raku proces 6w
ewoluuje analogicznie, wahajac sie od nowotworu tagodnego do zio$liwego z obecnoscig
przerzutow, zupetnie jak ,hopeful monster” Goldschmidt’a. Od dziesigtek lat wiemy,
ze istnieje zwigzek pomiedzy nowotworem ztoSliwym a niestabilnymi chromosomami,
sklonnymi do wielkich mutacji z przeksztatcaniem chromosoméw tworzacych agresywne
zachowania, jak tworzenie przerzutéw [87].

Przed 125 laty Stephen Paget -1889 wyrazit watpliwos$¢ czy dystrybucja przerzutow
nowotworow czfowieka jest dzietem przypadku. Koncepcja anaplazji jest niczym innym niz
przegrupowaniem (umschichtung) formalnych zmian tkankowych, co zmienia ich istote.
Hansemann byt pierwszym, kt6ry jasno ustanowit ,,brak ich udziatu we wzajemnych relacjach

(altruism) tkanek i nasilenie ich niezaleznej zywotnosci”, traktujac anaplazje jako brak
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zr6znicowania komorek [75].

Przetom stanowita wspomniana praca Pageta dotyczaca problemu pochodzenia i istoty
»Dystrybucji wtdérnego wzrostu w raku piersi”, z prébg odpowiedzi na pytanie: ,,Co decyduje,
ze narzad ucierpi w przypadku rozsianego raka?” Paget analizowat protokoty sekcyjne 735
kobiet z nieuchronnie $Smiertelnym rakiem piersi i uderzyt go fakt rozbieznosci pomiedzy
zaopatrzeniem w krew a czestoscig przerzutow raka do danego narzadu. Zauwazyt on
szczegOllnie wysokg czesto$C przerzutdbw w watrobie, jajniku i szczeg6lnych kosciach,
a niskg ich ilos¢ w Sledzionie. Zauwazyt takze, ze ta dysproporcja byla mniej wyrazona
w przypadku czerniaka niz w raku piersi czy macicy.

Te spostrzezenia byly w sprzecznosci z teorig Virchova, wedtug ktorej przerzuty
mozna wyjasni¢ zlogami komérek nowotworu powodujgcymi zatory w naczyniach
krwiono$nych. Paget wnioskowat, ze ,,odlegte narzady nie moga by¢ bierne lub obojetne
w stosunku do takich zatoréw”. Przyjmujac zasade “seed and soil” stwierdzat: ,,Kiedy roslina
wydaje ziarna, to sg one przenoszone we wszystkich kierunkach, ale zyjg i wzrastajg tylko na
odpowiedniej glebie”. Swoja prace zakonczyt ujmujacym stwierdzeniem ,,Rozumowanie na
podstawie statystyk jest sktonne do popetniania wielu bltedéw”. Jednak analogia z innymi
rakami potwierdza jego sugestie tzn. zalezno$¢ miedzy ziarnem a gleba. Istotnym dokonaniem
Pageta bylo spostrzezenie, ze proces przerzutu nie byt dzietem przypadku, ale raczej tego,
ze niektére komorki nowotworowe (“seed" — ziarno) majg szczegllne powinowactwo do
Srodowiska niektorych narzadéw (“soil" — gleba), i ze przerzuty wystepuja tylko wtedy, gdy
nasiona i gleba sg ze sobg zgodne.

Obecnie przyjmowana hipoteza ,ziarna i gleby" skifada sie z trzech zalozen. Po
pierwsze, nowotwory biologicznie niejednorodne, zawierajg subpopulacje komérek o réznej
angiogenezie, inwazyjnosci i wiasciwosciach przerzutowych [43]. Po drugie, proces
powstawania przerzutdw jest typowy dla komarek, ktore sprzyjajg inwazyjnosci, umozliwiajg
przezycie w krazeniu krwi, zatrzymanie w odlegtych kapilarach narzadu docelowego
z wynaczynieniem do S$rodowiska i rozmnazaniem w obrebie danego narzadu oraz
angiogenezie.

Zatem przerzuty mogg powstawac z proliferacji pojedynczych komérek. Ostatecznie,
wynik przerzutéw zalezy od wielu interakcji (cross-talk) miedzy komorkami przerzutowymi
a mechanizmami homeostatycznymi, nad ktérymi komérki przerzutowe moga przejac
kontrole. Indukcja angiogenezy jest dobrym przyktadem tego procesu.

Wspoiczesnie hipoteza Paget’a seed and soil jest powszechnie uznana i cytowana [59].

Obecne rozumienie stowa ,,nasienie” zostato zmienione na komérki progenitorowe, komorki
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inicjacyjne lub komdrki macierzyste raka, wzglednie przerzuty komérek, a ,gleba" jest
rozumiana jako zrgb lub mikroSrodowisko narzadu lub narzadow. Niezaleznie od
terminologii, nikt wspdtczeSnie nie kwestionuje pogladu, ze wynik przerzutow zalezy od
cross-talk miedzy komorkami guza a tkankami recepcyjnymi [41].

Zjawisko zwigzane z powstawaniem przerzutbw nowotworowych (,,metastatic
cascade”) jest procesem ziozonym, wieloetapowym, wykazuje Scisty zwigzek komorek
nowotworowych z ich zdolnoscia do aktywnosSci proteolitycznej, degradacji macierzy
zewnatrzkomorkowej, migracji, aktywnosci proliferacyjnej w miejscu zasiedlenia oraz
zdolnoscig do angiogenezy. Do powstania przerzutu komorki nowotworowe uwolnione z guza
pierwotnego muszg dokona inwazji otaczajgcych tkanek: przekroczy¢ bilone podstawng
(stanowi podstawe tkanki nablonkowej, tez otacza warstwe komorek Srédbtonka naczyn
krwiono$nych zaopatrujgcych guz), wnikng¢ do naczyn chionnych i/lub krwiono$nych
(intravasation), nastepnie migrowaé przez Sciany naczyn do otaczajgcych tkanek
(extravasation), gdzie osiedlajg sie, proliferujg, indukujg angiogeneze i tworzg ognisko
przerzutowe [110, 151].

W zdrowych tkankach, sktadniki ich zrebu sg gtowng barierg przed powstawaniem
nowotworu, jednak obecno$¢ transformowanych komorek nowotworowych inicjuje istotne
zmiany dla konwersji tego Srodowiska w takie, ktore wspiera rozwdj nowotworu. Zdolnos¢
komoérek nowotworowych do degradowania skiadnikbw macierzy pozakomérkowej ECM
(extracellular matrix), btony podstawnej i otaczajgcej tkanki podscieliska guza rozpoczyna
kaskade zjawisk zwigzanych z powstawaniem przerzutow nowotworowych [134, 62].

Wydzielanie enzymdw proteolitycznych-metaloproteinaz  macierzowych oraz
aktywatoréw plazminogenu powoduje, ze komorki nowotworowe sg zdolne do trawienia
tkanek, przekraczania btony podstawnej i do przenikania przez $ciany naczyn krwiono$nych
i limfatycznych. Giéwne skiadniki macierzy pozakomorkowej (kolagen, fibronektyna,
laminina) petnig ztozong, aktywna role w migracji i adhezji komorek.

Komérkowe czynniki  powierzchniowe-integryny sg  waznymi  czynnikami
funkcjonowania zaréwno prawidtowych komorek S$rodblonka, jak i w zmianach
towarzyszacych progresji nowotworoOw w postaci inwazyjne. Inng grupe komaérkowych
czynnikdw powierzchniowych stanowig kadheryny. Kadhedryny nie tylko spajajg komorki
nowotworowe, ale biorg tez udziat w proliferacji, réznicowaniu i Smierci komdrek. Zmiany
ekspresji i regulacji tych czasteczek maja Scisty zwigzek z inwazyjnoscig nowotwordow. Utrata
kontaktu i oderwanie sie komdrek od guza pierwotnego jest nastepstwem zaburzen ekspresji
powierzchniowych czasteczek adhezyjnych [62, 48].
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Kolejnymi etapem ,,kaskady przerzutowej” jest migracja komdrek nowotworowych na
drodze ,ekstrawazacji”, ktéra obejmuje utworzenie ogniskowego kontaktu adhezyjnego,
tworzenie inwadopodiéw oraz degradacje blony podstawnej i macierzy pozakomdrkowe;.
Nastepuje ,wedrowka” komdrek nowotworowych w krwiobiegu lub w ukladzie
limfatycznym. Komorki nowotworu, ktore utrzymaty sie w krazeniu zostajg zatrzymane w
mikronaczyniach narzagdowych umozliwiajgc poczatkows inwazje. Cienkoscienne naczynia
limfatyczne stanowig niewielkg zapore dla ,.ekstrawazacji” komorek guza umozliwiajac ich
dalsze rozprzestrzenienie. Jest to charakterystyczne dla réznych rakdw, rozprzestrzeniajacych
sie przez naczynia limfatyczne w odrdznieniu od np. czerniaka rozprzestrzeniajgcego sie
hematogennie. Proliferacja komoérek w narzadzie dopetnia proces przerzutu. Aby przerzut
mogt sie rozwija¢ musi pojawi¢ sie neoangiogeneza, a takze musi unikng¢ sit
odporno$ciowych gospodarza [18, 124]. Guz awaskularny (ponizej 2 mm?®) zaopatrywany jest
w tlen i odzywiany za posSrednictwem dyfuzji. Rozlegte unaczynienie przez naczynia
krwiono$ne nastepuje, gdy guz osiggnie Srednice 2 mm [46].

W miare progresji guza, hipoksja indukuje czynnik transkrypcyjny HIF-1a (hypoxia
inducible factor), ktory promuje transkrypcje wielu gendéw ulatwiajacych przetrwanie
komdrek w warunkach hipoksji, a takze genow czynnika wzrostu $rédblonka naczyn
(vascular endothelial growth factor — VEGF). Synteza i wydzielanie czynnikdw angiogennych
sg istotne dla wytworzenia nowych naczyn w tkankach gospodarza. Czynniki te stymulujg
migracje komdrek srddbtonka naczyn w kierunku guza, ich proliferacje i formowanie nowych
naczyn krwionosnych. Miejscowg inwazje tkanek zrebu dokonujg komorki guza poprzez
rozne niewykluczajgce sie mechanizmy [9, 157].
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Rycina 1. Kaskada przerzutu nowotworowego. Modyfikacja wg Bellahcene A. i wsp. 2008 [6].

2.2.2. Wybrane markery molekularne kaskady nowotworowej

2.2.2.1. Enzymy proteolityczne. Degradacja macierzy pozakomdrkowej
Metyloproteinazy MMP2, MMP9, uPA, tPA

W procesach wejscia i/lub wyjscia z naczynia krwiono$nego Ilub limfatycznego
(,intra- i ekstrawazacji”’) komérki nowotworowe muszg pokona¢ blone podstawng, otaczajaca
warstwe $rodbfonka naczyn. Proces ten wymaga aktywacji enzymoOw proteolitycznych:
MMPs),
zaleznych od cynku, zwanych matryksynami i proteinaz serynowych, miedzy innymi ukfadu

metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomérkowej (matrix metalloproteinases,

plazminogenu [93]. Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej wytwarzane sg
zarowno przez komorki nowotworu, jak i komorki podscieliska. Zaliczane sg do grupy
enzymoOw proteolitycznych, ktdére uczestniczg w fizjologicznych i patologicznych procesach
przebudowy tkanek (remodelingu). MMPs majg zdolno$¢ niszczenia blony podstawnej
i skiadnikébw macierzy zewnatrzkomorkowej oraz degradacji czynnikow wzrostu oraz
receptordw na powierzchni komdrek guza (wptyw na migracje komdrek nowotworowych).
Modulujg one przebieg procesu nowotworzenia (proliferacja komdrek nowotworowych),
apotozy i angiogenezy [131, 34].
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Metaloproteinazy majg zréznicowane spektrum dziatania, ich profil ekspresji zmienia
sie wraz z progresjg nowotworu. Zdolne do rozktadu zelatyny i kolagenu sg metaloproteinaza
2 (MMP2), zwana zelatynazg A i metaloproteinaza 9 (MMP9). Aktywnos$¢ proteolityczna
MMP moze by¢ regulowana przez tkankowe inhibitory metaloproteinaz (tissue inhibitors of
metalloproteinases — TIMP). TIMP nie tylko oddziatujg hamujagco w procesie tworzenia
przerzutu nowotworu, ale moga dziata¢ takze jako cytokiny i czynniki wzrostowe stymulujgc
proliferacje komorek. Aktywno$¢ metaloproteinaz zalezy od rownowagi miedzy nimi i ich
inhibitorami tkankowymi [151].

Proteazy serynowe biorg udziat w degradacji macierzy pozakomorkowej, sg enzymami
proteolitycznymi, z ktérych najwazniejsza jest plazmina. Plazmina powstaje w wyniku
aktywacji jej prekursora, plazminogenu, dzieki dziataniu systemu aktywatora plazminogenu
(plasminogen activation system — PAS). Ukfad aktywatora plazminogenu zawiera dwie
proteinazy serynowe, tj. urokinazowy aktywator plazminogenu (uPA) i tkankowy aktywator
plazminogenu (tPA), receptor urokinazowego aktywatora plazminogenu (UPAR) i dwa
inhibitory, PAI-1 i -2 [151].

Uklad fibrynolityczny wewnatrz naczynia krwiono$nego zapewnia usuwanie zbednej
fibryny i utrzymanie ptynnosci krwi, a pozanaczyniowa aktywno$¢ uktadu biatek fibrynolizy
ograniczona jest do migracji komdrek i przebudowy tkanek. Biatka fibrynolizy odgrywajg
role w progresji i powstaniu przerzutdw nowotworowych (degradacja bialek biony
podstawnej i macierzy zewnatrzkomdrkowej, niszczenie potaczen miedzykomaérkowych oraz
potaczen typu komdrka-macierz). Urokinazowy aktywator plazminogenu i jego receptor
w progresji nowotworow oddziatujg bezposrednio (zdolno$¢ proteolityczne plazminy)
i posrednio (aktywnos$¢ mitogenna i prozapalna, udziat w szlakach przekazywania sygnatu).
UPA jest syntetyzowany przez komorki Srédbtonka, komdérki miesni gadkich, komorki
nablonkowe, fibroblasty, monocyty/makrofagi. Proces proteolizy pozanaczyniowej
z udziatem plazminy polega na aktywacji plazminogenu przez urokinazowy aktywator
plazminogenu (uPA, urokinase-type plasminogen activator) zwany takze urokinaza,
potgczony ze swoistym receptorem (UPAR, urokinase-type plasminogen activator, inaczej
receptor CD87 (cluster of differentiation 87) znajdujgcym sie na powierzchni komorek
[139, 73].

Do substratow plazminy poza fibrynogenem i fibryng nalezg biatka macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM, extracellular matrix), biatka blony podstawnej (lamina,

fibronektyna, witronektyna, trombospondyna, proteoglikany i inne), czynniki wzrostu
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(zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow, transformujacy czynnik wzrostu proenzymy (np.

zymogeny metaloproteinaz) [73].

2.2.2.2. Migracja i adhezja komdrek. Receptor CD44 — glikoproteina
transbtonowa

Czasteczki adhezyjne, adhezyny (cell adhesion moleculles — CAMSs) sg biatkami
receptorowymi, glikoproteinami, stanowigc integralng czes¢ biatek bton komdrkowych
i petnig wazng funkcje w migracji komorek. Posredniczg one w odbiorze informacji ze
Srodowiska zewnetrznego, przeksztatceniu jej, a nastepnie przekazywaniu w formie sygnatu
do poszczegblnych struktur komdrkowych. Nosnikami sygnatu sg zwykle substancije
sygnatowe, ktdre po potgczeniu ze swoistym ligandem na danej komérce, wywotujg kaskade
reakcji biochemicznych, zwanych przekazywaniem lub transdukcja sygnatu [11].

W procesie nowotworowym obserwuje sie zaburzenia adhezji, proliferacji
komodrkowej, a takze zmniejszong integralno$¢ miedzy komodrkami i macierzg
miedzykomorkowa. ancuch aminokwasowy adhezyn sktada sie z trzech odcinkow: krotkiej
domeny cytoplazmatycznej potgczonej z cytoszkieletem, fragmentu transbtonowego
i domeny zewnatrzkomérkowej, odpowiedzialnej za wigzanie ligandu wraz z odbieraniem
sygnatow pochodzacych z otaczajgcego Srodowiska oraz przekazywanie odpowiedzi na te
sygnaty. Wérdd czasteczek adhezyjnych wyrdznia sie: czasteczki immunoglobulinopodobne,
kadheryny, integryny, selektyny oraz czgsteczki CD44 [86].

Przyleganie komorek (adhezja) odgrywa zasadniczg role w powstawaniu i rozsiewie
nowotworu. Mozemy wyr6zni¢ trzy rodzaje adhezji: przyleganie Sciste (tight junction),
zakotwiczenie (anchoring junction), polgczenie miedzy cytoplazmami dwdch komérek
(communicating junction, gap junction). Nexus (gap junction) lub potaczenie komunikacyjne
odgrywa gtownie role w rozsiewie nowotworu, a mniejszg w adhezji komérkowej. Czasteczki
adhezyjne komorek, zazwyczaj czilonkéw rodziny kadheryn (kompleksy z katening)
i cztonkow desmosomdw, sg niezbedne dla komdrek nowotworowych, aby przylegaty do
siebie nawzajem i do ksztattowania masy guza. Brak lub zaburzenie funkcji tych czasteczek
prowadzi do wzrostu inwazyjnosci i ruchliwosci komérek nowotworu [15, 64].

Komérki nowotworowe wykazujg pewne preferencje do osiedlania sie w szczegdélnych
narzadach. Odbywa sie to prawdopodobnie dzieki chemotaksji komdrek nowotworowych
w stosunku do cytokin wytwarzanych przez narzady gospodarza, dzieki sprzyjajgcym
warunkom Srodowiska w danym narzadzie lub tez poprzez selektywng adhezje komorek
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nowotworowych z komoérkami S$rddblonka naczyn w danym narzadzie. Nadekspresja
niektorych integryn wskazuje, ze integryny sg gtownymi molekutami uczestniczacymi w tej
selektywnej adhezji [38].

Receptor CD44 (Cluster of Differentiation) jest jednofancuchowg glikoproteing
transbtonowg (37 kDa) o charakterze kwasowym (obecnos¢ kwasu sialowego). Biatko
zwigzane z btonami komorkowymi jest gtdéwnym receptorem dla hialuronianu. Kilka innych
czasteczek: kolagen, fibrynogen, fibronektyna, laminina, siarczan chondroityny tgczg sie
z CD44. CD44 charakteryzuje sie duza zmiennoscig strukturalng. R6znorodnos¢ budowy
CD44 powoduje, ze nie wszystkie komorki posiadajace ten receptor wigza hialuronian
[69, 94].

Hialuronian na skutek oddziatywania z CD44 bierze udziat w przywieraniu komérek
do ECM, adhezji leukocytow do $rddbtonka naczyniowego, stymuluje procesy agregacji,
proliferacji, migracji, a takze angiogenezy [60].

Nadekspresja receptorow CD44 ma miejsce na powierzchni wielu komorek
nowotworowych. W procesie onkogenezy zwieksza sie aktywno$¢ CD44 [53]. Pobudzenie
receptorow CD44 przez hialuronian uruchamia liczne szlaki biochemiczne i przyczynia sie do

wzrostu, przezywalnos$ci, migracji i inwazji komdrek nowotworowych [10].

2.2.2.3. Angiogeneza, VEGF

Folkman w 1974 r. byt pierwszym, ktory powigzat unaczynienie nowotworu z jego
wzrostem. Rozwojowi nowotworu zawsze towarzyszy neowaskularyzacja. Wzrost nowych
kapilar jest bardziej energiczny i permanentny, niz obserwowany w przypadkach gojenia ran
lub podczas odczynu zapalnego [47].

Ferrara i Henzel jako pierwsi, w 1989 r., wyizolowali i sklonowali czynnik wzrostu
$rddblonka naczyniowego (VEGF). Byt to dyfuzyjny mitogen specyficzny dla komorek
Srodbtonka z komorek pecherzykowych przysadki wotu, ktory nazwali VEGF. Otrzymali go
w procesie alternatywnego splicingu, czyli poprzez usunigcie introndw (sekwencji
niekodujgcych) i poigczenie eksondéw (sekwencji kodujacych) z prekursorowego mRNA
[44, 45]. Poczatkowo nazwali go naczyniowym czynnikiem przepuszczalnosci (Vascular
Permeability Factor VPF), a nastepnie czynnikiem wzrostu S$rédblonka naczyniowego
(Vascular Endothelial Growth Factor VEGF), ktéry jest wielofunkcyjng cytoking angiogenng
spotykang w wielu nowotworach [12].

VEGF jest glikoproteing wigzaca sie z proteoglikanami macierzy pozakomorkowej
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i mitogenem oraz czynnikiem wzrostu komorek $rodblonka, powodujgcym jednocze$nie
wzrost przepuszczalno$ci naczyi. Znanych jest sze$¢ roznych postaci VEGF, oznaczanych
literami od A do F. Najbardziej poznang postacig jest VEGF-A, ktora wystepuje w czterech
izoformach, VEGF-121, -165, -189 i -205. VEGF-121 i -165 wystepujg w postaci
rozpuszczalnej, wydzielanej przez komarki, natomiast VEGF-189 i -205 sg zwigzane z blong
komdrkowa. Czynniki te dzialajg jako przekazniki sygnatdw poprzez zwigzanie z jednym
z trzech receptoréw z rodziny kinazy tyrozynowej: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/FIk-1)
i VEGFR-3 (Flk-4), obecnych na komoérkach $rodblonka. VEGFR-1 aktywuje migracje
i rdznicowanie komorek. VEGFR-2 aktywuje natomiast proliferacje i modyfikuje
przepuszczalno$¢ naczyn. VEGFR-1 i -2 ulegajg ekspresji gtdwnie w Srdédblonku naczyn
krwionosnych [144]. Ekspresja VEGF wzrasta w nowotworach zfosSliwych i jest zwigzana ze
wzrostem mikrounaczynienia [104]. Wykazano tez, ze hipoksja indukuje wzmozone
wytwarzanie VEGF przez komorki nowotworowe, a jego wigzanie z receptorami, ktdre
ulegaja ekspresji gtownie na komorkach Srodbtonka powoduje wzrost przepuszczalnosci
naczyn i migracje tych komérek w kierunku guza, gdzie tworzg nowg sie¢ naczyn
krwionosnych [37]. VEGF indukuje przepuszczalno$¢ mikronaczyn 50 000 razy silniej niz
histamin, prowadzac do wynaczynienia biatek osocza. Nastepstwem tego sg zmiany
proangiogenne. VPF/VEGF jest takze Srodbtonkowym mitogenem wyzwalajgcym transdukcje
sygnatu zwiekszajac stezenie biatek jak kolagenazy i aktywatory plazminogenu odgrywajgce
role w angiogenezie [20, 29].

2.2.2.4. Osteopontyna

Osteopontyna (OPN) po raz pierwszy zostata opisana przez Sengera i wsp. w 1979 r.
jako potencjalny marker transformacji komorek nabtonkowych [122]. Przedrostek "osteo™
wskazuje, ze biatko to jest znajdowane w kosSciach, chociaz obecne jest w innych tkankach.
Przyrostek — "pontin™ pochodzi od facinskiego stowa “pons", czyli most, co oznacza petnienie
roli w wigzaniu biatek. OPN w procesach fizjologicznych odgrywa role w mineralizacji
tkanki kostnej, syntezie biatka, ktdre powstaje w komdrkach macierzy kostnej i umozliwia
umiejscowienie w niej osteoklastow. OPN odgrywa wazng role w procesach zapalnych,
gojeniu ran, resorpcji kosci [89, 50].

Osteopontyna jest ufosforylowang glikoproteing, przynalezng do rodziny czasteczek
0 charakterze chemokin zwigzanych z macierzg zewnatrzkomérkowg tzw. SIBLING (small
integrin binding ligand N-linked glycoprotein). Charakterystyczng jej cechg jest sekwencja

Arg-Gly-Asp (RGD). Gen osteopontyny umiejscowiony jest na dtugim ramieniu chromosomu
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4 (4921 - 4925) [40].

Osteopontyna wytwarzana jest przez liczne nowotwory. OPN bierze udziat w rozwoju
nowotwordow i tworzeniu ognisk ich przerzutdw poprzez adhezje komérek, chemotaksije,
supresje interleukiny 10, zapobieganie apoptozie, wzmaga wzrost komérek guza poprzez
regulacje interakcji komorka — matrix i sygnalizacje komdrkowsg wigzac sie z integrynami
i receptorami CD44 oraz tworzenie nowych naczyn krwionosnych (angiogeneza) [114, 146].

PostaC rozpuszczalna OPN, ktéra jest miedzy innymi wytwarzana przez komorki
nowotworowe, jest czgsteczkg przekaznikowg i pobudza potencjat proliferacyjny komérek.
Ligandami dla OPN na powierzchni komérek sg izoformy czasteczki CD44 oraz receptory
integrynowe.

Obecna w centralnej czesci czasteczki OPN trojpeptydowa sekwencja RGD,
wysokoselektywna dla integryn, odgrywa podstawowg role w interakcji z av — integrynami.
Osteopontyna oddziatluje wzajemnie z receptorami powierzchni komoérki poprzez
trojpeptydowa sekwencje: arginina, glicyna, asparagina (Arg-Gly-Asp). Wykazano, ze
peptydy RGD (RGD peptides) majg znaczny potencjat do wigzania sie
z komponentami macierzy zewnatrzkomorkowej [78]. Pod wptywem trombiny dochodzi do
proteolizy OPN, w wyniku ktorej powstaje mniejsza czgsteczka trOPN, ktdra jest biologicznie
czynna i oddziatuje na komorki poprzez interakcje z integrynami a4f1 i a9pl. Zjawisko

to odpowiedzialne jest za indukuje migracji i inwazje komoérek nowotworowych [156].

2.3. Powstanie przerzutéw nowotworowych w kregostupie
2.3.1. Patomechanizmy przerzutéw nowotworowych do kregostupa

Opisano rdzne sposoby przerzutu nowotworu, ztosliwego (raka) do szkieletu kostnego.
Najczesciej jest to droga hematogenna. W kregostupie przerzuty powstajg drogg naczyn
krwionosnych zylnych, a inne kosci (ramienna, udowa, miednica) nowotwoér przeksztatca
drogg krazenia tetniczego. Mniej czesto obserwuje sie powstawanie przerzutu poprzez
ciggtosé, a jeszcze rzadziej na drodze limfatycznej (ktéra dotychczas nie do konca zostata
poznana) [142].

W 1940 roku Batson w przeprowadzonych badaniach doswiadczalnych wykazat, ze po
iniekcji kontrastu i komoérek nowotworowych, u osobnikdéw pici meskiej do zyt penisa,
a u zenskich — do zyt piersi, zarbwno podany kontrast jak i komorki nowotworowe
przemieszczajg sie¢ do zyt kregostupa jako wynik zylnego refluksu, ktéry wystepuje

w nastepstwie préby Valsalvy (wzrost cisnienia wewnatrz klatki piersiowej i/lub jamie
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brzusznej). W ten sposob istnieje mozliwo$¢ rozsiewu raka piersi do kregostupa przez zyte
parzysta, taczacy sie z przykregostupowymi splotami Batsona w okolicy piersiowej i raka
prostaty, ktérego unaczynienie zylne komunikuje sie ze splotami zylnymi miednicy oraz
splotami Batsona w okolicy ledZzwiowej [4]. Ta hipoteza zostala potwierdzona
w badaniach do$wiadczalnych przez Coman i DeLong, ktérzy zauwazyli, ze u 70% szczuréw
wystapity przerzuty do kregostupa po podaniu do zyly udowej komorek nowotworowych
i wywotaniu wzrostu ci$nienia w jamie brzusznej. Zyly splotu Batsona sg zytami, ktore
znajdujg sie w przestrzeni nadtwardéwkowej, pomiedzy strukturami kostnymi kanatu
kregowego a opong twardg. Nie posiadajg one zastawek, ktore kontrolujg przeptyw krwi.
Wzrost cisnienia w zakresie zyly gtownej dolnej powoduje zwiekszony przeptyw krwi
w splotach zylnych kanatu kregowe [27].

Komérki raka mogag dawac przerzuty drogg krwiono$ng do trzondéw kregowych
bezposrednio przez tetnice odzywcze, np. w raku pluca. Arguello i wsp. wykazali, ze
wstrzykniecie dotetnicze réznych komorek nowotworu zioSliwego u myszy powoduje
powstawanie przerzutow w trzonach kregowych i objawy ucisku rdzenia kregowego [3].
Innymi sposobami powstawania przerzutéw w kregostupie jest bezposrednie naciekanie raka

prostaty odcinka ledZzwiowego i rakow piersi i ptuc odcinka piersiowego kregostupa [142].

2.3.2. Powstawanie przerzutéw w ukitadzie kostnym

Powstanie przerzutu w kosci jest ztozonym procesem obejmujgcym transport komoérki
z pierwotnego ogniska do tkanki kostnej, zatrzymanie i rozwoj komadrki nowotworowej.
Kaskada zachodzacych zjawisk jest podobna do przerzutu nowotworu z jakiegokolwiek
ognika pierwotnego do innych narzadéw. Komoérka nowotworowa musi wydostaC sie
z pierwotnego ogniska, oddzielic sie od innych komdrek i zrebu poprzez redukcje
oddziatywania molekut adhezyjnych, otwarcie blony podstawnej $rodblonka, migracje do
krwioobiegu, ustrzec sie nadzoru komoérek immunologicznych, przedosta¢ sie do naczyn
sinusoidalnych szpiku kostnego, tam sie zatrzymac i rozwing¢ [99].

W tym procesie gldwng role odgrywa aktywno$¢ proteinaz, takich jak
metalloproteinazy, seryna, cysteina i proteinaza asparaginowa, stromelizina, urokinazowy
aktywator plazminogenu. Te proteinazy niszczg blone podstawng nabtonka i otaczajgcg
tkanke poprzez degradacje kolagenu typu IV, lamininy, proteoglikanéw i innych biatek.
ROwniez proteinazy zmniejszajg przyleganie komérki do komorki, poprzez ingerencje
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z receptorami adhezji znajdujacymi sie w btonach komérkowych [32, 58, 129].

W interakcji nowotwdr-gospodarz posredniczy szereg czasteczek adhezyjnych
znajdujagcych sie na powierzchni komorki, ktére nalezg do czterech super-rodzin
(superfamilies) — integryn, kadheryn, immunoglobulin i selektyn. Nabycie wiasciwosci
inwazyjnych i dyfuzyjnych przez komoérki nowotworowe sg zwigzane ze zmianami w zakresie
tych molekut, szczegolnie ze spadkiem ekspresji E-cadheryny i ze wzrostem powierzchniowej
glikoproteiny CD44 [61].

Ekspresja molekut adhezyjnych takich, jak integryny allbf3 i aLp2 lub PECAM-1,
ICAM-1 i N-CAM odgrywa istotng role w interakcji komorek nowotworowych
z Srodbfonkiem i macierzg zewnatrzkomorkowa. Uprzywilejowanymi miejscami przerzutow
do kosci sg te czesci szkieletu, ktdre zawierajg czerwony szpik kostny (trzony kregowe, zebra,
ko$¢ biodrowa, mostek, glowa kosci udowej, nasady kosci dtugich). W tych miejscach
szkieletu kostnego jest bogate unaczynienie i zmniejszona predko$¢ przeptywu krwi, powstaja
zawirowania krwi i mikrozatory. Warunki te zapewniajg zwiekszong przyczepno$c¢
i unieruchomienie komdrek nowotworowych przez komorki srédbtonka [66, 149].

Inna teoria sugeruje, ze komérki migruja i umiejscawiaja sie w korzystnych tkankach
docelowych, tam, gdzie znajdujg najbardziej podatny grunt (“soil”) do swojego rozwoju.
Z uwagi, ze koS¢ i szpik kostny wykazujg ekspresje roznych czynnikéw wzrostu, cytokin,
enzymoOw, substancji podobnych do hormonéw (hormon - like substance), ktére wraz
z podobnymi czynniki produkowanymi przez komorki nowotworowe, moze sprawic,
ze mikrosrodowisko kosci (“soil” "gleba™) nadaje sie do implantacji komérek (“seeding”
""zasiew") i ich rozwoju [99, 90, 52, 117].

Metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomérkowej (matrix metalloproteinases, MMP),
sialoproteina kosci (Bone sialoprotein, BSP), osteopontyna odgrywajg kluczowa role we
wszczepieniu komorek nowotworowych do szpiku kostnego przez degradacje macierzy
zewnatrzkomorkowej, zmiany oddziatywania w relacjach komérka — komorka, komérka —
macierz pozakomoérkowa, interakcje w regulacji zwartosci i chemotaktycznej migracji
komorek srodbtonka oraz promowaniu angiogenezy [32, 7, 129, 39].

Po dotarciu komdrek nowotworowych do szpiku kostnego, ich wzrost i rozwdj
ogniska przerzutowego zalezg od licznych wspierajgcych i hamujgcych czynnikéw, przede
wszystkim od interakcji z otaczajgcg koScig i szpikiem kostnym, poprzez zwigkszenie
ekspresji czasteczek adhezyjnych, dostepnos¢ przestrzeni (availability of space), stopnia
unaczynienia i rodzaju przebudowy (remodelling) kosci. Osteoblasty wptywajg na komorki

szpiku powodujgc aktywacje komorek macierzystych z nastepowg limfopoeza. Rozwoj
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przerzutdw w sposob oczywisty zalezy od stopnia proliferacji komérek nowotworowych, ale
i inne procesy sg istotne w tym kontekscie, gldwnie neoangiogeneza [72].

Tkanka kostna ulega ciggtemu procesowi resorpcji z uwagi na dziatanie osteoklastow
i przebudowie przez dziatanie osteoblastéw. Sygnaty regulacyjne moga pochodzi¢ z daleka,
jak kalcytonina i hormon przytarczyc, lub mogg by¢ miejscowe w kosci prowadzac do
bezposredniej modulacji roznicowania i aktywnosci komérek przebudowy kosci [141].

W warunkach fizjologicznych proces jest zréwnowazony. W przypadku wystgpienia
przerzutu nowotworowego do kosci nastepuje zaburzenie réwnowagi, przewazajg procesy
osteolityczne, osteoblastyczne lub mieszane. Za stymulacje wzmozonej aktywnosci
osteoklastow i zmniejszenie aktywnosci osteoblastow odpowiedzialne jest nie tylko
oddziatywanie komérek nowotworowych. Zmiany osteoblastyczne sg wyrazem wzrostu
procesow tworzenia kosci wokot komérek guza zwigzanej z nierbwnowaga osteolitycznej
aktywnosci i zmienionym ,,obrotem” kosci. Po inwazji do kosci, komorki nowotworowe,
wytwarzajg czynniki wzrostu, ktore stymulujg bezposrednio aktywno$¢ osteoklastéw i/lub
aktywno$¢ osteoblastow powodujac przebudowe kosci i dalsze uwalnianie czynnikéw
wzrostu. Prowadzi to na zasadzie ,,btednego kota” do destrukcji kosci i wzrostu ogniska
przerzutowego [158, 115, 79].

Istotnym dla powstawania przerzutéw do kosci jest receptor NF- kB ligand (RANKL —
Receptor Activator for Nuclear Factor kB Ligand), ktory jest ligandem aktywatora receptora
jadrowego czynnika kB, czyli biatka uczestniczagcego w metabolizmie kosci (aktywacja
osteoklastow), nalezacego do rodziny czynnikoéw martwicy nowotwordéw. Badania genetyczne
wykazaty, ze drogi sygnatowe Wnt (Wnt signaling pathway) oraz BMP (Bone morphogenetic
proteins) majg znaczenie w onkogenezie wplywajagc na dyferencjacje osteoblastow
pochodzacych ze szpikowych prekursorow mezenchymalnych. Natomiast osteoklasty
wywodzace sie od monocytarnych gatezi hematopoezy ulegajg zrdznicowaniu poprzez
zwigkszenie stezen cytokin, takich jak M-CSF, RANKL, IL-6, IL-8, IL-11[92].

Zrodtem wielu tych czynnikow, w tym RANKL, sa osteoblasty ustanawiajace cykle
komdrkowe i molekularnie istotne dla miejscowej homeostazy kosci [90]. Komorki
nowotworow ztosliwych dajacych przerzuty do kosci przejmujg i wykorzystujg mechanizmy
fizjologiczne. Podczas gdy komorki raka prostaty czesto wytwarzajg czynniki sprzyjajace
osteoblastom, w tym BMP, czynniki zwigzane z rodzing sygnatow Wnt, endotelin-1,
ptytkopochodnym czynnikiem wzrostu (PDGF — Platelet-derived growth factor) regulujgcym
réznicowanie i podziaty komorki, obecne w osteolitycznych komérkach raka gruczotu

mlekowego, sg przyczyng hamowania tych drég. Dzieje sie tak dzieki wytwarzaniu
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rozpuszczalnych inhibitoréw, czyli nadmiernemu wytwarzaniu czynnikdw indukujacych
osteoklasty jak PTHrP (Parathyroid hormone-related protein), IL-8, and IL-11 [82].

Poza tym czesto dochodzi do przerwania petli homeostatycznej RANK-RANKL
pomiedzy osteoklastami a osteoblastami. Przerzuty raka wydzielajg znaczne ilosci RANKL
inhibitora osteoprotegeryn, znanego tez jako osteoclastogenesis inhibitory factor, tym samym
ostabiajac reakcje osteoklastow podczas przerzutu. OPG wigzac sie do RANKL osteoblastow
komorek zrebu blokuje interakcje RANKL-RANK pomiedzy osteoblastami komérek zrebu
a osteoklastami [82], i odwrotnie, osteolityczne komorki raka wydzielajg proteazy, ktére
przeprowadzajg RANKL w postac bardziej aktywng [111].

2.3.3. Patogeneza przerzutow osteolitycznych

Komérki nowotworowe wytwarzajg interleukiny: (IL-1-6-8-11, prostaglandyny E2
I PgE2), transformujgcy czynnik wzrostu a i B (Transforming growth factor TGFa, TGFp),
naskorkowy czynnik wzrostu (Epidermal growth factor EGF), naczyniowy czynnik wzrostu
(VEGF), czynnik martwicy guza (TNF), czynnik stymulujacy kolonie granulocytow (GM-
CSF) i czynnik stymulujacy kolonie monocytéw (M-CSF), ktére w sposob posredni lub
bezposredni stymulujg aktywno$¢ osteoklastow i w nastepstwie resorpcje [127, 115, 90].

Enzymy proteolityczne takie, jak kwasna fosfataza kwasna hydrolaza, zasadowa
fosfataza, metalloproteinazy MMP2, MMP9 i K katepsyna uczestniczag we wczesnej fazie
tworzenia sie przerzutu w kosci, powodujg degeneracje blony podstawnej, wspierajg dyfuzje
komdrek nowotworowych i uwalnianie sie cytokin macierzy komdrkowej. Stymulujg takze
proliferacje komdrek guza [96, 54]. Komdrki nowotworowe mogg zwiekszaé resorpcje kosci
pobudzajagc zwigzang z nowotworem odpowiedZz immunologiczng, ktorej towarzyszy
uwolnienie czynnikdw aktywujgcych osteoklasty (osteoclastic activating factors) [116].

Biatko zwigzane z hormonem przytarczyc wytwarzane przez komorki raka piersi
odgrywa kluczowg role w resorpcji kosci poprzez stymulacje aktywnosci osteoklastow.
Wystepuje w grupie 92% pacjentek z przerzutami, a w grupie bez obecnosci przerzutéw do
kosci — tylko w 50% przypadkow [109]. PTHrP i IL 1-6-11 wywotujg resorpcje kosci przez
stymulacje osteoklastow i komorek zrebowych do wytwarzania aktywatora receptora
czynnika jgdrowego -kB (Receptor activator of nuclear factor- kB, RANK).

RANK wigze sie ze swoim receptorem w komdrce prekursorowej osteoblastu
powodujgc proliferacje i r6znicowanie osteoblastu (ryc.2) [116].
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Uszkodzenie kosci spowodowane tworzeniem sie przerzutu nowotworowego ufatwia
uwalnianie czynnikdéw wzrostu, takich jak TGFp, IGFs, FGFs, PDGF, BMPs. Stymulujg one
proliferacje komdrek nowotworowych i wytwarzanie PTHrP, a w nastepstwie — osteolize
kosci.

Osteolizie i uwalnianiu czynnikdw wzrostu towarzyszy, na zasadzie btednego kota,
proliferacja i wzrost komdrek nowotworowych. Wytwarzanie osteoprotegeryny, czyli
czynnika hamujacego osteoklasty przez osteoblasty, neutralizuje osteolize blokujgc RANK
ligand. Ponadto ekspresja IL-6 w komorkach rakOw prostaty i piersi stymuluje osteoklasty
poprzez wzmocnienie efektu oddziatywania PTHrP na osteoklasty [127, 159].
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2.3.4. Patogeneza przerzutow osteoblastycznych

Osteoblastyczne przerzuty do kosci wystepujg w raku prostaty. W komdrkach raka
prostaty zostala wykazana ekspresja czynnikow wzrostu: TFGB, PDGF, BMPs, IGFs, FGFs
i UPA. Czynniki te stymulujg réznicowanie osteoblastéw, jak réwniez wzrost i przezycie
komdrek nowotworowych [1, 158, 55, 54].

Podwyzszony poziom endoteliny 1(endothelin 1, ET-1) wystepuje u pacjentow
z obecnoscig przerzutdéw raka prostaty, a nie jest obserwowany u chorych bez przerzutow.
ET-1 stymuluje aktywno$¢ osteoblastyczng, a hamuje - osteoklastyczng, zwieksza
proliferacje komorek raka, stymuluje inne czynniki — wzrost. Wytwarzanie ET-1 hamujg
androgeny. Antagonisci ET-1 powodujg zmniejszenie zarowno wzrost guza pierwotnego, jak
i osteoblastycznych przerzutow do kosci. PTHrP i jego receptor wystepuje w pierwotnym
ognisku raka prostaty i jego przerzutach do kosci [22].

Komérki raka prostaty wykazujg bezposrednig ekspresje RANK ligand, ktory indukuje
resorpcje kosci, poprzez aktywno$¢ osteolityczng. Produkty degradacji kosci zostaty
wykazane w moczu, co pozwala twierdzi¢, ze na poczatku rak prostaty wykazuje aktywnos¢
osteolityczna, a nastepnie wysoka aktywno$¢ osteoblastyczng [24, 13]. W innych badaniach
udowodniono, ze wprowadzenie komorek guza PC-3 u myszy z ciezkim zfozonym brakiem
odpornosci (severe combined immunodeficiency SCID) spowodowato, w kosci piszczeli,
zmiany osteolityczne pod wptywem RANK ligand, podczas gdy inne linie komorkowe
kierowaty powstaniem zmian kosSciotworczych. Badania te pozwalajg stwierdzi¢, ze
osteoklastyczna aktywnos¢ nie jest konieczna do powstawania zmian osteoblastycznych [74].

Ponadto w raku prostaty szlak sygnalizacyjny Wnt indukuje aktywnos$¢ osteoblastdw,
ktora we wczesnej fazie moze by¢ zrownowazona przez DKK1 (Dickkopf-related protein 1)
I prowadzi do zmian osteolitycznych. W procesie progresji guza przerzutowego nastepuje
zaburzenie rownowagi pomiedzy Wnt i jego inhibitorami, wystepuja wowczas zmiany
osteoblastyczne [81, 57]. Niemniej jednak indukowany przez nowotwdr swoisty antygen
sterczowy (Prostate-specific antygen, PSA) moze blokowa¢ PTHrP [28], a nastepnie resorpcje
kosci i aktywowac osteoblastyczng czynnikow wzrostu, taka jak TGFB, I'IGF-1 uwalniane
przez ko$¢ podczas powstawania ognisk przerzutowych, prowadzac na zasadzie biednego
kota do powstawania zmian osteoblastycznych [115].
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3. Zatozenia i cele pracy

W przypadkach wystagpienia przerzutow do kregostupa operacja neurochirurgiczna ma
charakter paliatywny, przedtuza zycie o kilka, kilkanascie miesiecy. Interwencja operacyjna
przyczynia sie do ,lagodzenia” nastepstw choroby nowotworowej, nie prowadzi do
wyleczenia chorego.

Z uwagi na niezadowalajgce wyniki leczenia chorych z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa podjgtem temat dotyczacy zjawisk molekularnych zwigzanych z kaskadg
przerzutu nowotworowego (,,metastatic cascade”) i osteoklastogenezy nowotworowej.
Dotychczas wyniki takich badan nie byty publikowane.

Zjawiska zwigzane z powstawaniem przerzutbw nowotworowych sg procesami
zlozonymi, wieloetapowymi, wykazujg Scisty zwigzek komorek nowotworowych z ich
zdolnoscig do aktywnos$ci proteolitycznej, degradacji macierzy zewnatrzkomérkowej,
migracji, aktywnosci proliferacyjnej w miejscu zasiedlenia oraz zdolnoscig do angiogenezy.
W niniejszej pracy podjatem analize mechanizméw molekularnych kaskady choroby
nowotworowej, na kazdym jej etapie, w przypadkach przerzutdbw do kregostupa. Zostaty
zbadane we krwi wskazniki biochemiczne odzwierciedlajgce aktywno$¢ proteolityczng,
degradacje macierzy zewnatrzkomoérkowej, migracji, proliferacyji i zdolnosci do
angiogenezy. Przeprowadzitem tez badania ukiadu RANK/RANKL/OPG w odniesieniu
do regulacji osteoklastogenezy nowotworowej.

Uwazam, ze wyniki tych badan mogg mie¢ implikacje kliniczne. Zrozumienie
komdrkowych procesow odpowiedzialnych za rozsiew nowotwor6w i poznanie
molekularnych markeréw inwazyjnosci moze by¢ uzyteczne nie tylko do udoskonalania
diagnostyki i prognozowania przebiegu choroby, ale takze do wdrozenia nowych schematow
terapeutycznych.

Celami pracy sa:
1. Ustalenie profilu wskaznikbw biochemicznych kaskady i osteoklastogenezy
nowotworowej charakterystycznych dla przerzutow nowotworowych do kregostupa

z poszczegoblnych narzaddw.

2. Korelacja aktywnosci markerow biochemicznych z wynikami badan klinicznych
I skalami kInimetrycznymi.

3. Poszukiwanie implikacji klinicznych.

26



4. Materiat kliniczny i metodyka badan

4.1. Materiat kliniczny

Przeprowadzone badania miaty charakter prospektywny. Analizg objeto 75 chorych
leczonych operacyjnie i zachowawczo z powodu przerzutéw nowotworowych do kregostupa
od 1.02.2014 roku do 31.01.2016 roku w Oddziatach Szpitala Klinicznego nr 2 UM
w Poznaniu (Neurochirurgii, Neurologii, Endokrynologii), w Klinice Onkologii UM
w Poznaniu, Oddziale Urologii i Onkologii Urologicznej Szpitala Sw. Rodziny w Poznaniu.
Analizowany materiat obejmowat 75 chorych, 38 (51, 25 %) kobiet i 37 (48, 75 %) mezczyzn,
w wieku od 35 do 83 lat (Srednia wieku wynosita 64 lata) Do badania zakwalifikowano
dorostych pacjentow z przerzutami nowotworowymi do kregostupa ze znanym ogniskiem
pierwotnym.

Z badania wyfgczono chorych, u ktorych przerzut do kregostupa byt pierwszym
objawem choroby nowotworowej, a na podstawie wykonanych badan klinicznych nie udato
sie jednoznacznie okresli¢ ognika pierwotnego.

Chory byt informowany o mozliwosci uczestnictwa w badaniu. Otrzymywat
informacje pisemng i wyczerpujacg informacje ustng o celu prowadzonego badania oraz
zostat zapewniony o anonimowosci danych (zatgcznik 12. 1). Wszystkie osoby biorgce udziat
w badaniu zostaty poinformowane, ze jest ono catkowicie dobrowolne. Kazdy pacjent po
zapoznaniu sie z informacjami pisemnymi i wyjasnieniami ustnymi, po ich zaakceptowaniu,
podpisywat zgode na udziat w badaniu (zatacznik 12. 2).

Pierwsza grupa badawcza (Grupa 1) obejmowata 60 osbb z ustalonym ogniskiem
pierwotnym (rycina. 3). Grupa | zostata podzielona na cztery podgrupy w zaleznosci od
lokalizacji ogniska pierwotnego (podgrupa 1.1, przerzuty do kregostupa z nerki n=15,
podgrupa 1.2, przerzuty z piersi n=15, podgrupa 1.3, przerzuty z prostaty n=15, podgrupa 1.4,
przerzuty z innych narzadéw: tarczyca, ptuco, przewod pokarmowy, nadnercze n=15).

Drugg grupe badawczag (Grupa Il, kontrolna) stanowito 15 chorych ze
zdiagnozowanym ogniskiem pierwotnym, przed jego operacja, bez obecnosci przerzutow do
kregostupa. Grupa Il zostata podzielona na trzy podgrupy. Kryterium podziatu stanowita
lokalizacja ogniska pierwotnego (podgrupa I1.1 nowotwor nerki n=5, podgrupa 1.2 nowotwor
piersi n=5, podgrupa 1.3 nowotwdr prostaty, n=5).
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Rycina 3. Grupy badawcza i kontrolna

I ustalonym ogniskiem pierwotnym.

4.1.1. Charakterystyka kliniczna Grupy I. Chorzy z przerzutami do kregostupa

W grupie | znajdowato sie 60 chorych z przerzutami do kregostupa i ustalonym

ogniskiem pierwotnym: 30 (50%) kobiet i 30 (50%) mezczyzn w wieku od 35 do 90 lat
(mediana 64 lata). Wywiad chorobowy wynosit od 1 do 224 miesiecy (mediana 24 miesigce).
Choroby wspotistniejgce odnotowano w 38 (63 %) przypadkow. Najczesciej chorzy leczeni
byli z powodu choréb ukfadu sercowo-naczyniowego 35 (58%) i cukrzycy 9 (15%)
przypadkow. W zakresie skali VAS chorzy zgtaszali bél o nasileniu lekkim 16 (26%),
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Srednim, 13 (22%), silnym (30%) i maksymalnym 13 (22%) chorych. W badaniu
neurologicznym u 21 (34%) wystepowat znaczny niedowtad konczyn (stopnie A, B i C wg
skali Frankl’a), a u 40 (66%) chorych byta zachowana uzyteczna funkcja ruchowa w zakresie
koriczyn pomimo obecnosci niedowtadu lub nie stwierdzono ubytkowych objawdow
neurologicznych (stopnie D i E wg skali Frankl’a). Stan ogdlny chorego oceniono w skali
Karnofsky’ego. 51 (84 %) 0s6b bylo samodzielnych (70 —100 punktéw), a 10 (16%) os6b
wymagato opieki i pomocy w czynnosciach zycia codziennego (ponizej 70 punktow).
Najczesciej nowotwdr byt zlokalizowany w odcinku piersiowym kregostupa u 31 (52%)
chorych, rzadziej w odcinku ledzwiowym u 24 (40%) i szyjnym u 5 (8%) pacjentow.
Z powodu ogniska pierwotnego 30 (49%) chorych byto leczonych operacyjnie. Rozpoznanie
histologiczne nowotwordw, ustalone na podstawie materiatu uzyskanego podczas operacji lub
biopsji ogniska pierwotnego byto nastepujace: nerka — rak jasnokomdrkowy 15 (25%), piers —
rak pfacikowy 15 (25%), prostata — gruczolakorak 15 (25%) i inne: pluco 8 (13%);
drobnokomorkowy 4, niedrobnokomorkowy 2, nieokreslony 2 (3%), przewdd pokarmowy
4 (6%); gruczolakorak 3 i rak drog zoiciowych 1, tarczyca — rak rdzeniasty 2 (3%), rak
nadnercza, (chromochtonny) 1 (2%). Dane dotyczgce wyniku leczenia, po okresie co najmniej
roku obserwacji, uzyskano od 50 chorych. Korzystny wynik leczenia (poprawe lub
stabilizacje stanu zdrowia) uzyskano u 25 (50%) chorych, a niekorzystny wynik leczenia

(pogorszenie stanu zdrowia, zgon) odnotowano u 25 (50%) chorych.

4.1.2. Charakterystyka kliniczna podgrupy I.1. Przerzuty do kregostupa z raka nerki.

Grupa 1.1 stanowita 15 pacjentéw: 6 (40%) kobiet i 9 (60%) mezczyzn, u ktorych na
podstawie badan histopatologicznych rozpoznano raka jasnokomoérkowego nerki
z przerzutami do kregostupa. Wiek chorych wynosit od 59 do 75 lat (mediana 66 lat). Zabieg
nefrektomii byt wykonany u 12 (80%) chorych. Wywiad chorobowy wynosit od 1 do 168
miesiecy (mediana 18 miesiecy). Z chorob towarzyszacych najczesciej wystepowaty
nadcisnienie tetnicze 11 (73%), cukrzyca 2 (13%), stan po zawale serca 2 (13%), zaburzenia
rytmu serca 1 (7%), niedoczynnos$¢ tarczycy 1 (7%). W skali VAS u 5 (33%) chorych
odnotowano lekki bol, 5 (33%) Sredni, 2 (13%) silny i 3 (20%) chorych bol
0 maksymalnym natezeniu. W badaniu neurologicznym u 9 (60%) wystepowat znaczny
niedowlad konczyn (stopnie A B i C wg skali Frankl’a), a u 6 (40%) chorych byta zachowana
uzyteczna funkcja ruchowa w zakresie konczyn pomimo obecnosci niedowladu lub nie

stwierdzono ubytkowych objawdw neurologicznych (stopnie D i E wg skali Frankl’a).
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W skali Karnofsky’ego 10 (67%) osdb byto samodzielnych (70 - 100 punktéw), a 5 (33%)
0s6b wymagato opieki i pomocy w czynnosciach zycia codziennego (ponizej 70
punktow). Najczesciej nowotwoér byt zlokalizowany w odcinku ledZzwiowym kregostupa
u 8 (53%) chorych, rzadziej w odcinku piersiowym kregostupa w 7 (47%) przypadkach.
Informacje dotyczace wyniku leczenia uzyskano od 12 (80%) chorych. Korzystny wynik
leczenia uzyskano u 9 (75%) chorych, a niekorzystny wynik odnotowano u 3 (25%) chorych.

4.1.3. Charakterystyka kliniczna podgrupy 1.2. Przerzuty do kregostupa z raka
piersi.

W badanej grupie bylo 15 kobiet leczonych z powodu raka ptacikowego piersi
z obecnoscig przerzutow do kregostupa. Wiek pacjentek wynosit od 35 do 78 lat (mediana 61
lat). Z powodu ogniska pierwotnego byto leczonych operacyjnie 9 (60%) kobiet. Wywiad
chorobowy wynosit od 1 do 224 miesiecy (mediana 60 miesiecy). Pacjentki leczone byty
rowniez z powodu nadci$nienia tetniczego 6 (40%), cukrzycy 1 (7%) i przewlekiej
obturacyjnej choroby ptuc 1 (7%). Nasilenie bolu wg skali VAS bylo nastepujace: 7 (47%)
prezentowato lekki bol, 3 (20%) S$redni, a 5 (33%) silny bol. Wszystkie pacjentki byty
samodzielne w czynnosciach zycia codziennego (powyzej 70 punktow w skali
Kornofsky’ego). Stan neurologiczny uznano za dobry u 12 (80%) pacjentek (w skali Frankl’a
stopnie D i1 E), pozostate 3 (20%) chore w stanie ztym (w skali Frankl’a stopnie A, B i C).
Najczesciej nowotwor byt zlokalizowany w odcinku piersiowym u 10 (67%) chorych,
rzadziej w odcinku ledzwiowym kregostupa u 3 (20 %) i szyjnym u 2 (13%) pacjentow.
Wynik leczenia zostat ustalony u 14 (93%) kobiet. Korzystny wynik leczenia uzyskano
u 8 (57%) pacjentek, a niekorzystny wynik odnotowano u 6 (43%) kobiet.

4.1.4. Charakterystyka kliniczna podgrupy 1.3. Przerzuty do kregostupa z raka
prostaty.

Analizowana grupa stanowita 15 chorych z przerzutami do kregostupa
z gruczolakoraka prostaty. Chorzy byli w wieku od 56 do 90 lat (mediana 68 lat). Wszyscy
pacjenci ze wzgledu na obecnos¢ przerzutdbw w szkielecie kostnym byli zdyskwalifikowani
z operacji ogniska pierwotnego. Wywiad chorobowy wynosit od 3 do 96 miesiecy (mediana
21miesiecy). Pacjenci poza chorobg nowotworowg byli leczeni z powodu: nadci$nienia
tetniczego 11 (73%), zawatu miesnia sercowego 3 (20%) i niedoczynnosci tarczycy 2 (13%).
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Nasilenie bolu wg skali VAS byto rozne. Lekki bél stwierdzono u 6 (40%) chorych, Sredni
u 6 (40%), silny u 2 (13%) i bardzo silny bol 1 (7%) osoby. Wszyscy pacjenci byli
samodzielni w czynnoSciach zycia codziennego (powyzej 70 punktow w skali
Kornofsky’ego). Stan neurologiczny uznano za dobry u 14 (93%) chorych (w skali Frankl’a
stopnie D i E), u 1 (7%) chorego odnotowano stopien C w skali Frankl’a. NajczeSciej
nowotwor byt zlokalizowany w odcinku ledzwiowym kregostupa u 9 (60%) chorych,
rzadziej w odcinku piersiowym u 6 (40%) pacjentéw. Informacje dotyczace wyniku
leczenia uzyskano od 11 (73%) chorych. Korzystny wynik leczenia uzyskano u 7(64%)

chorych, a niekorzystny wynik odnotowano u 4 (36%) pacjentéw.

4.1.5. Charakterystyka kliniczna podgrupy 1.4. Przerzuty do kregostupa z innych
narzadow.

Grupe 1.4 stanowito 15 chorych, 9 (60%) kobiet i 6 (40%) mezczyzn z przerzutami do
kregostupa pochodzacymi z raka ptuc 8 (53%), przewodu pokarmowego 4 (27%) tarczycy
2 (13%) i nadnerczy 1 (7%). Osoby w badanej grupie byty w wieku od 36 do 69 lat (mediana
58 lat). Pacjenci byli leczeni z powodu choroby nowotworowej od 1 do 120 miesiecy. Wsrod
wspotistniejgcych chordb byto: nadcisnienie tetnicze 6 (40%), cukrzyca 2 (13%) i zaburzenia
rytmu serca 1 (7%). Wedtug skali VAS 4 (27%) chorych zglaszato bol o lekkim nasileniu,
4 (27%) o srednim, 5 (33%) o silnym i 2 (13%) chorych o bardzo silnym nasileniu. 8 (53%)
chorych znajdowato sie w grupie pacjentéw z deficytami neurologicznymi — niedowladem
uniemozliwiajgcym samodzielne poruszanie sie (stopnie A, B, C), natomiast 7 (47%) o0sob
zostato sklasyfikowanych w stopniach D, E w skali Frankl’a. W skali Karnofsky’ego
10 (67%) pacjentow bylo samodzielnych (powyzej 70 punktéw), a 5 (33%) 0s6b wymagato
opieki i pomocy w czynno$ciach zycia codziennego (ponizej70 punktow). Najczesciej
nowotwor zlokalizowany byt w odcinku piersiowym u 8 (53%) chorych, w odcinku
ledZwiowym kregostupa u 4 (27%), a w odcinku szyjnym u 3 (20%) pacjentéw. Wynik
leczenia ustalono u 10 (67%) chorych. Korzystny wynik leczenia uzyskano u 1 (7%)

chorych, a niekorzystny wynik odnotowano u 9 (90%) pacjentéw.
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4.1.6. Charakterystyka kliniczna Grupy Il. Grupa kontrolna.
Chorzy ze zdiagnozowanym ogniskiem pierwotnym, przed jego operacja, bez
obecnosci przerzutéw do kregostupa.

W Il grupie kontrolnej znajdowato sie 15 chorych ze zdiagnozowanym ogniskiem
pierwotnym w nerce, piersi lub prostacie, przed operacja, bez obecnosci przerzutow do
kregostupa; 8 (57%) kobiet i 7 (43%) mezczyzn, w wieku od 45 do 76 lat (mediana 63 lat,
min. 45, max. 76). W tej grupie chorych stwierdzono nadci$nienie tetnicze u 3 (22%) chorych,
cukrzyce 1 (7%) wole tarczycy 1 (7%) i chorobe niedokrwienng serca 1 (7%). Poziom wapnia
w osoczu krwi wynosit od 3,92 mmol/l do 4,85 mmol/l (mediana 4,36 mmol/l), a fosfatazy
zasadowej od 40U/l do 91U/l (mediana 55 U/I).

4.1.7. Charakterystyka kliniczna podgrupy 11.1 z nowotworu nerki

Grupe 11.1 stanowito 5 chorych: 3 kobiety i 2 mezczyzn w wieku od 55 do 76 lat
(mediana 62 lata). Chorzy ci zostali wigczeni do badania przed operacjg nefrektomii
z powodu raka jasnokomorkowego nerki. Nadcisnienie tetnicze i cukrzyce stwierdzono
u 1 chorej. Poziom wapnia w osoczu krwi wynosit od 3, 92 mmol/l do 4, 39 mmol/l (mediana
4, 53 mmol/l), a fosfatazy zasadowej od 40 U/l do 66 U/l (mediana 57 U/I).

4.1.8. Charakterystyka kliniczna podgrupy 11.2 z nowotworu piersi

Do grupy 11.2 zaliczono 5 kobiet w wieku od 45 do 74 lat (mediana 48 lat). Chore
poddane zostaty operacji mastektomii. U pacjentek nie stwierdzono wsp6tistniejacych chorob.
Poziom wapnia wynosit od 4, Immol/l do 4, 45 mmol/l (mediana 4, 34 mmol/l), a fosfatazy
zasadowej od 47 U/l do 62 U/l (mediana 53 U/I).

4.1.9. Charakterystyka kliniczna podgrupy 11.3 z nowotworu prostaty

W grupie 11.3 bylo 5 mezczyzn w wieku od 64 do 73 lat (mediana 68 lat). Chorzy
zostali poddani operacji prostatektomii. Nadci$nienie tetnicze stwierdzono u 2 o0séb. Poziom
wapnia wynosit od 4, 11 mmol/l do 4, 85 mmol/l (mediana 4,6 mmol/l), a fosfatazy zasadowej
od 48 U/l do 91U/l (mediana 73 U/I).
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4.2. Metodyka badan

Analiza danych obejmowata czynniki socjodemograficzne, informacje z wywiadu
chorobowego: lokalizacje ogniska pierwotnego, okres czasu trwania choroby nowotworowej,
informacje o operacji ogniska pierwotnego, dane dotyczace leczenia onkologicznego
(chemioterapia, radioterapia, hormonoterapia, bifosfoniany), umiejscowienie ogniska
przerzutowego w kregostupie, okres diugosci czasu trwania objawOw zwigzanych
z przerzutem do kregostupa, informacje o innych ogniskach przerzutow nowotworowych
w szkielecie kostnym i narzadach wewnetrznych i choroby wspétistniejace.

Ocena stanu klinicznego chorych oparta zostata na szczegdétowej analizie danych
z wywiadu, badania internistycznego, neurologicznego i wynikow badan dodatkowych
uzyskanych z historii chordb.

Rozpoznanie Kliniczne choroby nowotworowej kregostupa zostato ustalone na
podstawie badan tomografii kregostupa (KT), rezonansu magnetycznego kregostupa (MR),
badania scyntygraficznego kosci z wykorzystaniem izotopu technetu (HMDP-Tc99m)
I pozytronowej tomografii emisyjnej (PET). Lokalizacja ogniska pierwotnego nowotworu
zostata potwierdzona badaniem histologicznym.

Powyzsze dane i informacje dotyczace badania internistycznego i neurologicznego
oraz wynikéw badan diagnostycznych wykorzystano w skalach klinimetrycznych.

Pacjent okreslat natezenie bdlu za pomocg wizualnej skali analogowej (VAS),
zaznaczajac punkt na linii dtugosci 100 mm, na ktdrej wartosci O przypisuje sie catkowity
brak bolu, a wartosci 100 mm najgorszy mozliwy bél (ryc. 4). Wyniki w zakresie skali VAS
interpretuje sie nastepujaco: od 1 mm do 25 mm oznacza wystepowanie lekkiego bélu, od 26
do 50 mm - $redniego bolu, od 51mm do 75 mm - silnego bolu, a od 76 mm do 100 mm —

0znacza wystepowanie maksymalnego bolu.

Rycina 4. Skala numeryczna okre$lajgca natezenie bolu wg Domzat T. [36].

Stopien niedowladu konczyn dolnych okreSlono w oparciu o skale Frankel’a, ktdra
dokonuje podziatu chorych na pie¢ kategorii od A do E (tabela 1.) [25].
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Tabela 1. Skala Frankel’a

GRUPA A - catkowite zniesienie funkcji ruchowych i czuciowych ponizej poziomu
uszkodzenia

GRUPA B - zachowane czucie, ale bez czynnosci ruchowej

GRUPA C - zachowana, ale bezuzyteczna funkcja ruchowa

GRUPA D - zachowana funkcja ruchowa pomimo

GRUPA E - brak deficytu neurologicznego

Stan ogdlny chorego oceniono w skali Karnofsky’ego (tabela 2) [132]. Skala
pozwala okresli¢ stan ogdlny i jako$¢ zycia pacjenta z chorobg. Skala ma rozpieto$¢ od 100
do 0, gdzie 100 oznacza stan prawidfowy, 0 — zgon.

Tabela 2. Ocena stanu ogdlnego w skali Karnofsky’ego

Stopien N Opis
sprawnosci
100 Stan prawidtowy, brak dolegliwosci i objawow choroby
90 Stan prawidtowej aktywnosci, niewielkie dolegliwosci i objawy choroby
80 Stan niemal petnej aktywnosci (wymaga pewnego wysitku) niewielkie
dolegliwosci i objawy choroby
70 Stan niemoznosci wykonywania pracy lub prawidtowej aktywnosci,
przy zachowanej zdolnosci do samoobstugi
Stan wymagajacy okresowej opieki, przy zachowanej
60 ) . R . .
zdolnosci do samodzielnego spetniania wiekszosci codziennych potrzeb
50 Stan wymagajacy czestej opieki i czestych interwencji medycznych
40 Stan niewydolnosci i konieczno$¢ szczegdlnej opieki
30 Stan powaznej niewydolnosci, wskazania do hospitalizacji
20 Stan powaznej choroby, bezwzgledna konieczno$¢ hospitalizacji
I prowadzenia leczenia wspomagajacego
10 Stan gwattownego narastania zagrozenia zycia
0 Zgon

W stanie ogdélnym chorego analizowano wspotistniejgce choroby i stopien
zaawansowania choroby nowotworowej skala De Wald’a [33]. De Wald i wsp. ocenili stopien

zaawansowania choroby nowotworowej na podstawie stanu immunologicznego chorego, stopnia

34



uszkodzenia struktur kostnych kregostupa 1 rdzenia kregowego. Klinicznymi kryteriami dla
rozpoznania immunosupresji sg obnizenie poziomu krwinek biatych ponizej 1 000, a ptytek krwi
ponizej 80 000. Zaleznie od stopnia nasilenia zmian, po dokonaniu oceny stanu hematologicznego,
uszkodzenia kregostupa i ukiadu nerwowego, chory klasyfikowany jest w jednym z pieciu stopni skali
(tabela 3) [33].

Tabela 3. Stopien zaawansowania choroby nowotworowej wg skali De Wald’a

Stopien Objawy

I.  Prawidlowy stan immunnologiczny, subiektywne objawy neurologiczne —

umiarkowany bdl, zniszczenie struktur kostnych — bez znieksztatcenia osi kregostupa

Il.  Prawidlowy stan immunologiczny, bél, zkamanie patologiczne kregu z nieznacznym

znieksztatceniem osi kregostupa

1. Objawy immunosupresji, bél, ztamanie patologiczne kregu z nieznacznym

znieksztatceniem osi kregostupa

IV.  Prawidlowy stan immunologiczny, ubytkowe objawy neurologiczne, ztamanie

patologiczne kregu ze znacznym znieksztatceniem osi kregostupa

V.  Objawy uogolnionej immunosupresji, zespot catkowitego poprzecznego uszkodzenia

rdzenia, ztamanie patologiczne kregu ze znacznym znieksztatceniem osi kregostupa

Do prognozowania dtugosci przezycia chorych z nowotworami przerzutowymi do
kregostupa wykorzystatlem skale Tokuhashi i wsp. Skala uwzglednia stan og6lny chorego na
podstawie indeksu Karnofsky’ego, liczbe ognisk przerzutowych poza ukfadem kostnym,
liczbe ognisk przerzutowych w kregostupie, liczbe ognisk przerzutowych poza kregostupem,
obecnosci przerzutdw do narzadow wewnetrznych w aspekcie leczenia operacyjnego,
umiejscowienie pierwotne nowotworu i stan neurologiczny chorego (tabela 4) [143].
Prognozowany czas przezycia uzalezniony jest od sumy uzyskanych punktéw: ponizej
8 punktdw — przezycie wynosi ponizej 3 miesiecy, od 9 do 11 punktéw — do 12 miesiecy, od

12 do 15 punktow okres przezycia jest dtuzszy niz 12 miesiecy.
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Tabela 4. Skala Tokuhashi Y i wsp. [143].
Wskazniki punkty

stan ogdlny wg skali Kornofsky’ego

zty (10% - 40%) 0
umiarkowany (50% - 70%) 1
dobry (80% - 100%) 2

liczba ognisk przerzutowych poza uktadem kostnym

>3 0
1-2 1
0 2

liczba ognisk przerzutowych w kregostupie

>3 0
1-2 1
0 2

przerzuty w narzgdach wewnetrznych

niedostepne do leczenia operacyjnego 0
dostepne do leczenia operacyjnego 1
nieobecne 2

umiejscowienie pierwotnego nowotworu

ptuca, miesak kostny, zotadek, pecherz, przetyk, trzustka 0
watroba, pecherzyk zoiciowy, nieustalone 1
inne 2
nerki, moczowody 3
odbytnica 4
tarczyca, piers, prostata, guz o charakterze raka 5

stan neurologiczny (uszkodzenie rdzenia wg skali Frankel’a)

zespot poprzeczny catkowity, stopnie A, B 0
zespOt poprzeczny czesciowy, stopnie C, D 1
bez objawdw uszkodzenia, stopien E 2

Badania immunoenzymatyczne wykonano u kazdego chorego. Krew do badan,
objetosci 15 ml, pobierano od pacjentéw z zyly promieniowej na skrzep i po okoto 30
minutach zawarto$¢ probowki wirowano z szybkoscig 1 000 x g w ciggu 10 minut.
Po odwirowaniu surowice zbierano do probéwek w ilosci 0,5 ml i zamrazano w temp. -80 C.
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Przeprowadzono badania immunoenzymatyczne ekspresji markeréw molekularnych
bioragcych udziat w mechanizmie kaskady nowotworowej. Badania zostaty wykonane przy
uzyciu testow z wykorzystaniem metody ELISA w Laboratorium Zakiadu Neurochemii

i Neuropatologii Katedry Neurologii UM w Poznaniu (tabela 5).

Tabela 5. Markery molekularne

L.p. Biomarkery Firma Czutos¢ testu

1 MMP9 (metyloproteinaza 9) R&D System od 0,014 do 0,082ng/mL

2 MMP2 (metyloproteinaza 2) R&D System 0,156 ng/mL

3 OPN (osteopontyna) Abcam <50 pg/mL

4 tPA (tkankowy aktywator plazminogenu) R&D System 1,40-16,1 pg/mL

5 UPA (urokinazowy aktywator plazminogenu) | R&D System 0,931-4,17 pg/mL

6 VEGF 165b (naczyniowy $rédbtonkowy R&D System 10 pg/ml
czynnik wzrostu 165b)

7 Receptor CD44 Abcam 0,113 ng/mL

8 OPG (osteoprotegryna) eBioscience An 2,5 pg/mL

Affymetix Company+-

9 RANK (receptor aktuwujgcy jadrowy Wuhan ElAab Science 0,156-10 ng/mL
czynnik NF- kB) CO.Lud

10 RANKL (ligand receptora aktywujgcego Wuhan ElAab Science 0,067 ng/mL
jadrowy czynnik NF-kB) CO.Lud

Uzupetniajacymi badaniami byly oznaczenia stezen: wapnia zjonizowanego Ca’™
i alkalicznej fosfatazy ALPDo, ilosciowej oceny poziomu Ca™ w surowicy krwi
wykorzystano metode (ISE) elektrody jonoselektywne. Badania wykonano na analizatorze
AVL 9180 firmy Roche Diagnostic. Norma w granicach od 2, 1 do 2, 6 mmol/l. Do iloSciowej
oceny poziomu alkalicznej fosfatazy w surowicy krwi wykorzystano metode kalorymetryczng
na analizatorze Cobas 6000 firmy Roche Diagnostic. Norma w granicach od 30 do 120 U/I.
Badania zostaty wykonane w Centralnym Laboratorium Szpitala Klinicznego UM
w Poznaniu.

Badanie kontrolne — wywiad telefoniczny przeprowadzono, co najmniej, po dwunastu
miesigcach (od marca 2017 r.) od zwolnienia chorego ze szpitala. Uzyskane dane o stanie

zdrowia chorego oceniono w czterostopniowej skali.

37




Poprawa stanu zdrowia
Stan stabilny

Pogorszenie stanu zdrowia

A W e

Zgon

Materiat badawczy zostat zgromadzony w arkuszu kalkulacyjnym Microsoft Office
Excel 1997 — 2003. W zakresie statystki cech ilosciowych okreSlono wartosci minimalna,
maksymalng i mediane. W zakresie cech jakosciowych podano liczbe jednostek nalezacych
do wyréznionych kategorii danej cechy i odpowiadajace im wartosci procentowe. Ze wzgledu
na to, ze wiekszo$¢ rozpatrywanych cech nie miata rozktadu normalnego, do weryfikacji
hipotez uzyte zostaty testy nieparametryczne.

Badana grupa stanowita 75 oséb, ale wiekszos¢ analiz wykonywana byla na jej
podgrupach. Licznosci w poszczeg6lnych podgrupach bylty mate. W celu zapewnienia
wiarygodnosci wynikow, przy matych liczebnosciach podgrup, oprocz standardowych testow
opartych na rozktadach asymptotycznych wykorzystano metody dokfadne (exact) i symulacje
Monte Carlo.

Do ustalenia zalezno$ci miedzy cechami ilosciowymi lub wyrazonymi na skali
porzadkowej uzyto wspoitczynnika zaleznosci monotonicznej Spearmana, oraz wyliczono jego
istotnos¢ statystyczng podajgc wartos¢ p asymptomatyczng. Dla poréwnania cechy wyrazonej
na skali interwatowej lub porzagdkowej pomiedzy dwiema grupami zastosowano Test Manna-
Whitneya. Gdy cecha miata wiecej niz dwie kategorie, obliczen dokonano za pomocg testu
Kruskala-Wallisa wyznaczajgc warto$¢ p asymptomatyczng. Za graniczny poziom istotnosci
statystycznej przyjgtem p<0,05. Obliczenia statystyczne zostaty wykonane za pomocy
pakietow statystycznych PQStat v1.6.2 i StatXact v11.

Zgode na prowadzenie badan wyrazita Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie
Medycznym im Karola Marcinkowskiego w Poznaniu nr 145/2014 (zatgcznik nr. 12.3)
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5. Wyniki badan

5.1. Poréwnanie warto$ci wskaznikow kaskady nowotworowej i osteoklastogenezy
nowotworowej w poszczegdlnych grupach badawczych z grupg kontrolng

5.1.1. Grupa I, wszyscy analizowani pacjenci, z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa i ustalonym ogniskiem pierwotnym nowotworu

Wartosci median aktywnosci wskaznikow biochemicznych kaskady nowotworowej
w grupie chorych z przerzutami nowotworowymi do kregostupa z ustalonym ogniskiem
pierwotnym, n=60 (Grupa 1) i ze zdiagnozowanym ogniskiem pierwotnym, przed jego
operacja, bez obecnosci przerzutow do kregostupa, n=15 — grupa kontrolna (Grupa Il) zostaty
przedstawione w tabeli 6. Wartosci median MMP2, CD44, tPA, OPN byty wyzsze, natomiast
wartosci MMP9, uPA byty nizsze w grupie | od warto$ci median stwierdzonych w grupie II.
W analizie statystycznej wykazalem istotnie statystyczne roznice w zakresie MMP9, tPA,
OPN pomiedzy grupg | a grupg kontrolng (ryc. 5, 61 7).

Tabela 6. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w grupie chorych z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa z ustalonym ogniskiem pierwotnym i w grupie kontrolnej

Wskazniki Grupa | Grupa Il Analiza
biochemiczne n=60 n=15 statystyczna

MMP9 (ng/ml) 423,34 (70,18; 2222,62) * 766,189 (209,91; 1970,96) p=0,01""
MMP2 (ng/ml) 223,98 (102,95; 711,17) 205,18 (141,82; 285,32) NS ™*

CD44 (ng/ml) 160,80 (37,07; 772,77) 137,94 (102,6; 183,78) NS

tPA (pg/ml) 5277,10 (1748,67; 30487,98) 3521,48 (1087,70; 240825) p= 0,003

uPA (pg/ml) 657,81 (266,97; 2194,25) 671,72 (487,28; 1653,27) NS

OPN (pg/ml 24454,93 (0,00; 259355,19) 9046,28 (0,00; 35920,41) p=0,01

* mediana (wartosci minimalna i maksymalna)
** test Manna-Whitneya
“**nieznamienna statystycznie

Tabela 7 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikow biochemicznych
kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w grupach chorych: z przerzutami
nowotworowymi do kregostupa z ustalonym ogniskiem pierwotnym (Grupa 1) i ze
zdiagnozowanym ogniskiem pierwotnym, przed jego operacja, bez obecnosci przerzutow do
kregostupa (Grupa Il). Wartosci median RANK, RANKL, OPG w grupie | bylty wyzsze od
wartosci median w grupie Il. Przeprowadzone obliczenia statystyczne wykazaty zaleznosé

znamiennie statystyczng w zakresie aktywnosci OPG pomiedzy grupa | a grupa 1 (ryc. 8).

39



Tabela 7. Mediany wskaznikdéw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w grupie
z przerzutami nowotworowymi do kregostupa z ustalonym ogniskiem pierwotnym i w grupie kontrolnej

chorych

Wskazniki Grupa | Grupa Il Analiza
n=60 n=15 statystyczna
RANK (ng/ml) 0,17 (0,00; 2,41) * 0,00 (0,00; 0,92) NS*™*
RANKL (ng/ml) 0,30 (0,04; 3,23) 0,135 (0,08; 0,62) NS
OPG (pg/ml) 96,32 (26,91; 1746,32) 63,52 (28,81; 606,44) p=0,01*"

* mediana (wartoci minimalna i maksymalna)
** test Manna-Whitneya
“**nieznamienna statystycznie

5.1.2. Podgrupa I.1. Chorzy na raka nerki z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa.
Wartosci median aktywnosci wskaznikow biochemicznych kaskady nowotworowej

u chorych na raka nerki z przerzutami nowotworowymi do kregostupa, n=15 (podgrupa 1.1)
I w podgrupie kontrolnej, n=5 (podgrupa 11.1) ze zdiagnozowanym ogniskiem pierwotnym w
nerce, przed jego operacja, bez obecnosci przerzutdbw do kregostupa przedstawia tabela 8.
Wartosci median MMP2, CD44, tPA, OPN byly wyzsze, natomiast wartosci MMP9, uPA
byty nizsze w grupie 1.1, od warto$ci median stwierdzonych w podgrupie kontrolnej 11.1.
W analizie statystycznej wykazalem istotne statystycznie roznice w zakresie MMP9
pomiedzy podgrupami 1.1, a kontrolng — 11.1 (ryc. 9).

Tabela 8. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka nerki z przerzutami
nowotworowymi i podgrupie kontrolnej

Wskazniki Grupa I.1 Grupa Il.1 Analiza
n=15 n=5 statystyczna

MMP9 (ng/ml) 422,24 (151,95; 1083,85) * 1311,33 (492,72; 1970,96) p=0,004""
MMP2 (ng/ml) 241,91 (170,51; 312,55) 199,24 (155,86; 216,77) NS*™*

CD44 (ng/ml) 156,71 (74,38; 251,14) 164,75 (102,60; 168,66) NS

tPA (pg/ml) 6442,84 (1748,67; 16562,83) 2643,58 (2165,11; 240825,00) NS

uPA (pg/ml) 620,10 (288,20; 911,09) 681,40 (632,00; 1653,27) NS

OPN (pg/ml) 24454,93 (0,00; 191394,87) 29818,85 (0,00; 35920,41) NS

* mediana (wartosci minimalna i maksymalna)

** test Manna-Whitneya

4

nieznamienna statystycznie

Tabela 9 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikow biochemicznych

kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych na raka nerki z przerzutami
nowotworowymi do kregostupa (podgrupa 1.1) i podgrupie Il.1 ze zdiagnozowanym
ogniskiem pierwotnym w nerce, przed jego operacja, bez obecnosci przerzutow do

kregostupa. Wartosci median RANK, RANKL, OPG w grupie 1.1 byly wyzsze od wartosci
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median w podgrupie kontrolnej 11.1. Przeprowadzone obliczenia statystyczne nie wykazaty
istotnych zaleznosci w zakresie aktywnosci RANK, RANKL, OPG pomiedzy podgrupg 1.1
a podgrupg kontrolng (11.1).

Tabela 9. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka nerki z przerzutami nowotworowymi do kregostupa i podgrupie kontrolnej

Wskazniki Grupa I.1 Grupa Il.1 Analiza
n=15 n=5 statystyczna
RANK (ng/ml) 0,49 (0,00; 1,05) * 0,00 (0,00; 0,770) NS**
RANKL (ng/ml) 0,19 (0,04; 1,00) 0,13 (0,08; 0,59) NS
OPG (pg/ml) 100,61 (50,94; 275,77) 84,12 (31,72; 606,44) NS

* mediana (wartosci minimalna i maksymalna)
“**nieznamienna statystycznie

5.1.3. Podgrupa 1.2. Chore na raka piersi z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa.

Wartosci median aktywnosci wskaznikoéw biochemicznych kaskady nowotworowej
u chorych na raka piersi z przerzutami nowotworowymi do kregostupa, n=15 (podgrupa 1.2)
I podgrupie 11.2, n=5, ze zdiagnozowanym ogniskiem pierwotnym w piersi, przed jego
operacja, bez obecnosci przerzutoéw do kregostupa przedstawia tabela 10. Wartosci median
MMP2, CD44, tPA, uPA, OPN byly wyzsze, natomiast warto$¢ mediany MMP9 byta nizsza
w grupie 1.2, od wartosci median stwierdzonych w podgrupie kontrolnej I1.2. W analizie
statystycznej nie wykazatem istotnych statystycznie réznic w zakresie analizowanych

wskaznikdw kaskady nowotworowej pomiedzy podgrupami 1.2 a kontrolng I1.2.

Tabela 10. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka piersi z przerzutami
nowotworowymi i podgrupie kontrolnej

Wskazniki Grupa 1.2 Grupa I1.2 Analiza
n=15 n=5 statystyczna
MMP9 (ng/ml) 277,83 (70,18; 951,76) * 450,61 (209,91; 1174,88) NS**
MMP2 (ng/ml) 257,38 (142,75; 711,17) 221,47 (141,82; 285,32) NS
CD44 (ng/ml) 183,78 (67,69; 772,77) 144,38 (122,20; 183,78) NS
tPA (pg/ml) 5159,63 (2239,74; 30487,98) 4169,44 (1087,70; 6995,40) NS
uPA (pg/ml) 815,09 (485,30; 2194,25) 699,94 (512,02; 921,12) NS
OPN (pg/ml) 18943,34 (372,21; 151845,41) 8291,00 (3352,19; 20079,34) NS

“mediana (wartosci minimalna i maksymalna)
“*nieznamienna statystycznie




Tabela 11 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikéw biochemicznych
kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie 1.2 chorych na raka piersi
z przerzutami nowotworowymi do kregostupa i podgrupie kontrolnej 1.2 ze
zdiagnozowanym ogniskiem pierwotnym piersi, przed jego operacjg, bez obecnosci
przerzutéw do kregostupa. Wartosci median, RANKL, OPG, w podgrupie 1.2 byly wyzsze,
a warto$¢ mediany RANK byfa nizsza od wartosci median w podgrupie kontrolnej.
Przeprowadzone obliczenia statystyczne wykazaty zaleznos¢ istotng w zakresie aktywnosci
RANKL pomiedzy podgrupg 1.2 a podgrupg kontrolng (ryc. 10).

Tabela 11. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka piersi z przerzutami nowotworowymi do kregostupa i podgrupie kontrolnej

Wskazniki Grupa | Grupa Il Analiza
n=15 n=5 statystyczna
RANK (ng/ml) 0,10 (0,00; 1,11) * 0,74 (0,00; 0,92) NS*™*
RANKL (ng/ml) 0,42 (0,06; 3,23) 0,11 (0,08; 0,14) p=0,01*"
OPG (pg/ml) 93,01 (43,66; 671,65) 53,95 (28,91; 99,44) NS

* mediana (wartosci minimalna i maksymalna)
** test Manna-Whitneya
“**nieznamienna statystycznie

5.1.4. Grupa 1.3. Chorzy na raka prostaty z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa.

Wartosci median aktywnosci wskaznikow biochemicznych kaskady nowotworowej
u chorych na raka prostaty z przerzutami nowotworowymi do kregostupa, n=15 (podgrupa
1.3) i w podgrupie 11.3, n=5 ze zdiagnozowanym ogniskiem pierwotnym w prostacie, przed
jego operacja, bez obecnosci przerzutow przedstawia tabela 12. Wartosci median MMP2,
CD44, tPA, uPA, OPN byty wyzsze, natomiast wartosci MMP9 byly nizsze w podgrupie 1.3
od wartosci median stwierdzonych w grupie kontrolnej. W analizie statystycznej wykazatem
istotng statystycznie réznice w zakresie mediany MMP9 pomiedzy podgrupa 1.2 a podgrupa
kontrolng (ryc. 11).
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Tabela 12. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka prostaty
Z przerzutami nowotworowymi i grupie kontrolnej

Wskazniki Podgrupa 1.3 Podgrupa 11.3 Analiza
n=15 n=5 statystyczna

MMP9 (ng/ml) 397,86 (72,77; 763,48) * 823,34 (550,30; 1146,01) p=0,05**
MMP2 (ng/ml) 242,38 (187,99; 341,98) 195,04 (145,87; 218,65) NS ™"

CD44 (ng/ml) 162,78 (74,38; 254,24) 129,08 (122,20; 135,76) NS

tPA (pg/ml) 5154,70 (3184,78; 9366,73) 3902,56 (2511,61; 4697,11) NS

uPA (pg/ml) 659,80 (417,94; 1061,94) 587,42 (487,28; 1483,16) NS

OPN (pg/ml) 32062,62 (0,00; 259355,19) 10440,14 (0,00; 20918,86) NS

* mediana (wartosci minimalna i maksymalna)
** test Manna-Whitneya
“**nieznamienna statystycznie

Tabela 13 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikéw biochemicznych

kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych na raka prostaty
z przerzutami nowotworowymi do kregostupa (podgrupa 1.3) i w podgrupie 11.3 (kontrolnej)
ze zdiagnozowanym ogniskiem pierwotnym w prostacie, przed jego operacja, bez obecnosci
przerzutdw do kregostupa. Wartosci median, RANK, OPG, w podgrupie 1.3 byty wyzsze,
a warto$¢ mediany RANKL byla nizsza od wartosci median w podgrupie [1.3.
Przeprowadzone obliczenia nie wykazaty zaleznosci znamiennie statystycznych w zakresie

aktywnosci RANK, RANKL i OPG pomiedzy podgrupa 1.3, a podgrupg kontrolng 11.3.

Tabela 13. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w grupie chorych
na raka prostaty z przerzutami nowotworowymi do kregostupa i w grupie kontrolnej

Wskazniki Podgrupa 1.3 Podgrupa IlI. 3 Analiza
n=15 n=5 statystyczna
RANK (ng/ml) 0,16 (0,00; 1,10)* 0,00 (0,00; 0,31) NS **
RANKL (ng/ml) 0,35 (90,05; 2,45) 0,455 (0,18; 0,62) NS
OPG (pg/ml) 85,06 (29,91; 1746,32) 63,52 (53,35; 113,45) NS

* mediana (wartoci minimalna i maksymalna)
“*nieznamienna statystycznie
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5.2. Wartosci wskaznikow kaskady nowotworowej i osteoklastogenezy
nowotworowej w poszczegdlnych grupach badawczych w odniesieniu do danych
klinicznych i zastosowanego leczenia

5.2.1. Grupa I, wszyscy analizowani pacjenci, z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa i ustalonym ogniskiem pierwotnym nowotworu

Badania statystyczne dotyczgce wartosci median wskaznikow biochemicznych kaskady
nowotworowej w grupie I, chorych z przerzutami do kregostupa i ustalonym ogniskiem
pierwotnym w odniesieniu do danych uzyskanych z wywiadu chorobowego przedstawia
tabela 14. W analizie wptywu obecnosci przerzutu do kregostupa jako pierwszego objawu
choroby nowotworowej na aktywnosci badanych wskaznikéw Srednie wartosci median
MMP9, CD44, tPA i OPN byly podwyzszone, a MMP2 i uPA obnizone. W badaniach
statystycznych nie stwierdzitem istotnych zaleznoSci pomiedzy ekspresjg wskaznikdéw
a obecnos$cig przerzutu do kregostupa jako pierwszego objawu choroby nowotworowe;.
Mediany wszystkich wskaznikow, z wyjatkiem MMP2 u chorych, ktérzy mieli operowane
ognisko pierwotne, byty nizsze w poréwnaniu z ich aktywnoscig u chorych, ktorzy nie mieli
leczonego operacyjnie ogniska pierwotnego. Korelacja ta nie byla jednak na poziomie
istotnosci statystycznej. Stwierdzitem istotng statystycznie korelacje w zakresie aktywnosci
UPA, a dlugoscig czasu od wystgpienia pierwszych objawdw przerzutu do kregostupa
(ryc. 12).

Tabela 14. Mediany wskaznikow biochemicznych kaskady nowotworowej w grupie chorych z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa i ustalonym ogniskiem pierwotnym w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego

Dane z wywiadu chorobowego MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Przerzut do kregostupa pierwszym
objawem choroby nowotworowej
tak, n=12 (20%) 571,65 214,42 166,70 6078,59 584,40 53655,60
nie, =49 (80%) 422,24 231,52 160,80 5297,95 663,70 23382,58
p=0,29"" |p=0,66 p=0,40 p=0,52 p=0,33 p=0,20
Operacja ogniska pierwotnego
tak, n=30 (49%) 395,44 236,72 154,74 5337,52 637,96 21313,16
nie, n=31 (51%) 434,97 220,84 160,80 5426,61 657,81 31182, 29
p=0,94 p=0,75 p=0,33 p=0,67 p=0,35 p=0,24
Czas od wystapienia pierwszych
objawoéw przerzutu nowotworowego [p=0,14 """ |p=0,45 p= 0,42 p=0,53 p=0,04 p=0,43
do kregostupa

“mediana
** test Manna-Whitneya
*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana
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Korelacje median wskaZnikow biochemicznych kaskady nowotworowej z wynikami
badan klinicznych przedstawia tabela 15. Mediany wszystkich wskaZnikoéw biochemicznych
byly podwyzszone (z wyjatkiem CD44), u chorych z zajeciem dwoch i trzech odcinkow
kregostupa, w poréwnaniu z analizowanymi chorymi, u ktérych przerzut nowotworowy
obejmowat jeden odcinek kregostupa. W przeprowadzonych obliczeniach stwierdzitem
istotng  statystycznie zalezno$¢ pomiedzy stezeniem OPN a rozlegloScig zmian
nowotworowych w kregostupie (ryc.13).

Mediany MMP2, CD44, uPA, OPN byly podwyzszone, a MMP9 i tPA obnizone
u chorych z obecnoscia przerzutéw w szkielecie kostnym. ZaleznosSci na poziomie istotnosci
statystycznej odnotowatem pomiedzy stezeniem MMP2, CD44 i uPA, a obecnoscig
przerzutdw w szkielecie kostnym (ryc. 14, 15 16).

U chorych z przerzutami w narzadach wewnetrznych byty podwyzszone wartosci
median MMP9, tPA, OPN a CD44 byly identyczne natomiast MMP2 i uPA byty obnizone.
Zalezno$ci na poziomie istotnosci statystycznej nie stwierdzitem pomiedzy aktywnoscig
wskaznikdw a obecnoscig przerzutow w narzagdach wewnetrznych.

W skali Tokuhashi, wraz z zaawansowaniem choroby nowotworowej ulegaty
podwyzszeniu wartoSci median MMP9 i uPA, wartosci pozostatych wskaznikow byty
obnizone. Obliczenia statystyczne nie wykazaly istotnosci pomiedzy analizowanymi
wskaznikami a skalg Tokuhaschi.  Korelacja median wszystkich analizowanych
wskaznikdw (MMP9, MMP2, CD44, tPA, uPA, OPN) ze salg De Walda wykazata wyzsze ich
wartosci u chorych z objawami immunosupresji, a istotne statystycznie korelacje stwierdzitem
w zakresie wskaznikéw CD44, tPA, OPN a stanem immunologicznym chorych (ryc. 17, 18
i 19).

Nie wykazatem korelacji na poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy
analizowanymi wskaznikami kaskady nowotworowej a poziomem wapnia zjonizowanego
W surowicy Krwi.

W analizowanej grupie chorych wykazatem korelacje istotne statystycznie pomiedzy
stezeniem wskaznikow tPA, uPA i OPN a poziomem fosfatazy zasadowej w surowicy krwi
(ryc. 20, 211 22).
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Tabela 15. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w grupie chorych z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa i ustalonym ogniskiem pierwotnym w odniesieniu do wynikéw badan klinicznych

+++

Dane kliniczne MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Lokalizacja w kregostupie
jeden odcinek, n=43 (72%) 371,83" 209,87 156,79 5189,25 612,16 18566,10
dwa i trzy odcinki, n=17(28%) 423,62 239,39 134,73 5515,92 (671,72 28490,10
p=0,39 " |p=0,08 [p=0,19 |p=0,76 |p=0,16 p= 0,05
Przerzuty w szkielecie kostnym
tak, n=43 (72%) 405,79 234,35 164,75 5297,95 |673,71 24986,57
nie, n=17 (28%) 556,29 191,11 117,48 6352,71 485,30 24454,93
p=0,13"" |p=0,05 |[p=0,04 |p=0,81 p=0,003 |p=0,72
Przerzuty w narzgdach wewnetrznych
tak, n=16 (27%) 455,46 195,02 160,80 5646,70  |491,25 20973,78
nie, n=44 (73%) 397,58 239,39 160,80 5362,28 (662,78 26302,64
p=054"" |p=0,34 [p=099 |p=086 [p=0,13 |p=0,75
Skala Tokuhaschi
1 do 8 punktéw, n=40 (67%) 386,94 227,75 160,80 5963,52 (633,99 26303,64
9 do 15 punktéw, n=20 (33%) 437,48 223,37 158,80 5139,90 (688,91 16703,64
p=0,48"" |p=085 [p=0,65 [p=0,38 |p=050 |p=0,10
Skala De Walda
prawidtowy stan imunologiczny, n=50 |388,81 222,41 158,80 5139,90 |646,89 21448,22
(83%) 699,35 234,35 191,08 9551,76 (837,05 32440,12
objawy imunosupresji, n=10 (17%) p=0,14"" |p=0,82 [p=0,04 |p=0,00 |p=0,11 |p=0,03
Ca (mml) p=0,70"" [p=0,89 |[p=0,86 [p=069 [p=0,84 [p=0,44
Fosfataza zasadowa (U/L) p= 0,22 p= 0,37 p=10,77 p=0,01 p= 0,03 p=0,000001

“mediana
** test Manna-Whitneya
*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana

Aktywnosci wskaZznikow biochemicznych kaskady nowotworowej w zaleznosci od

rodzaju leczenia onkologicznego zostata przedstawiona w tabeli 16. W odniesieniu do MMP9

I OPN u chorych leczonych chemioterapig, radioterapig, hormonoterapig i bifosfonianami

obserwowano nizsze wartosci median w poréwnaniu do chorych, u ktorych tego leczenia nie

stosowano, a w odniesieniu do aktywnosci, MMP2, uPA wartosci median byly wyzsze. Takiej

zalezno$ci nie stwierdzono w analizie median pozostatych wskaznikow biochemicznych

kaskady nowotworowej (CD44, tPA). Obliczenia statystyczne wykazaty na poziomie

istotnosci wptyw zastosowania radioterapii na stezenie MMP9, MMP2 i OPN (ryc. 23, 24

i 25) oraz zastosowania bifosfoniandéw na stezenie, tPA, OPN (ryc. 26 i 27).
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Tabela 16. Mediany wskaznikow biochemicznych kaskady nowotworowej w grupie chorych z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa i ustalonym ogniskiem pierwotnym w odniesieniu do leczenia onkologicznego

Leczenie MMP9 (ng/ml) IMMP2 (ng/ml) |CD44(ng/ml) |tPA (pg/ml) |uPA (pg/ml) |OPN (pg/ml)
onkologiczne
Chemioterapia

tak, n=33 (54%) 368,63" 246,00 160,80 5654,73 663,77 23651,86

nie, n=28 (46%) 478,68 212,54 160,80 5159,63 645,90 28470,10
p=021"" p=0,14 p=0,99 p=0,85 p= 0,64 p= 0,50

Radioterapia

tak, n=33 (54%) 354,86 248,53 160,80 5120,16 683,64 18656,10

nie, =28 (46%) 678,50 212,54 154,70 5963,52 597,28 31308,44
p= 0,004 ** p=10,013 p=0,43 p=0,21 p= 0,09 p=10,04

Hormonoterapia

tak, n=18 (29%) 360,15 253,75 170,58 5291,12 677,68 18655,41

nie, =43 (71%) 423,89 216,14 156,79 5377,10 620,10 31434.59
p=0,41"" p=0,18 p=0,28 p=0,24 p=0,13 p=0,14

Bisfosfoniany

tak, n=21 (34%) 365,33 231,52 172,51 4903,41 673,71 13832,68

nie, =40 (66%) 464,34 218,49 148,59 6287,68 638,96 31308,44
p=0,14"" p=0,24 p= 0,02 p=0,05 p=10,15 p=0,03

“mediana

** test Manna-Whitneya

Tabela 17 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikow kaskady
nowotworowej w odniesieniu do wynikéw leczenia. Mediana MMP9 i OPN byty nizsze
u chorych z dobrym wynikiem leczenia w poréwnaniu z grupg chorych ze ztym wynikiem
leczenia. Wartosci median pozostatych wskaznikow (MMP2, CD44, tPA i uPA) byty wyzsze
u chorych, u ktérych odnotowano dobry wynik leczenia. W przeprowadzonych obliczeniach
nie stwierdzitem istotnej statystycznie roznicy pomiedzy stezeniem MMP9 i OPN a wynikiem

leczenia.

Tabela 17. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w grupie chorych z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa i ustalonym ogniskiem pierwotnym w odniesieniu do wynikéw leczenia.

Wyniki leczenia MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

Poprawa lub stabilizacja, n=25 (51%) [368,63 246,00 168,66 5714,34 673,71 19513,85
p=0,14""  |p=0,04 p=0,10 p=0,93 p=0,52 p=0,77

Pogorszenie lub zgon, n=24 (49%) 498,49" 206,27 156,76 5228,79 639,94 25645,10

+ .
mediana
** test Manna-Whitneya

Badania statystyczne dotyczace wartosci median wskaznikow biochemicznych
kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w grupie | chorych, z przerzutami do kregostupa
I ustalonym ogniskiem pierwotnym, w odniesieniu do danych uzyskanych z wywiadu
chorobowego przedstawia tabela 18. W badaniu wptywu obecnosci przerzutu do kregostupa
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jako pierwszego objawu choroby nowotworowej na aktywnosci wskaznikéw tylko mediana
OPG byly podwyzszona, ale nie stwierdzitem istotnych statystycznie zaleznosci. Mediany
wskaznikdbw RANKL i OPG u chorych, ktorzy mieli operowane ognisko pierwotne byty
nizsze w poréwnaniu z ich aktywnoscig u chorych, ktérzy nie mieli leczonego operacyjnie
ogniska pierwotnego. Korelacje te rdwniez nie wykazaly istotnosci statystycznej.
Stwierdzitem istotng statystycznie korelacje w zakresie aktywnosci OPG, a diugoscig czasu

od wystapienia pierwszych objawdw przerzutu do kregostupa (ryc. 28).

Tabela 18. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w grupie chorych
z przerzutami nowotworowymi do kregostupa i ustalonym ogniskiem pierwotnym w odniesieniu do danych z wywiadu
chorobowego

Dane z wywiadu chorobowego RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)

Przerzut do kregostupa pierwszym
objawem choroby nowotworowej

tak, n=12 (20%) 0,117 0,27 100,84

nie, =49 (80%) 0,20 0,33 96,52
p=0,98 ** p=0,99 p=0,78

Operacja ogniska pierwotnego

tak, n=30 (49%) 0,185 0,195 91,25

nie, n=31 (51%) 0,12 0,40 100,61
p=0,70*" p= 0,49 p=0,32

Czas od wystapienia pierwszych objawow

przerzutu nowotworowego do kregostupa  |p= 0,63 " p= 0,49 p=0,003

“mediana

** test Manna-Whitneya
*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana

Korelacje wartosci median wskaznikow biochemicznych kaskady osteoklastogenezy
nowotworowej z wynikami badan klinicznych przedstawia tabela 19. Mediana RANK byta
podwyzszona, u chorych z zajeciem dwdch i trzech odcinkéw kregostupa, w poréwnaniu
z grupa chorych, u ktérych przerzut nowotworowy obejmowat jeden odcinek kregostupa.

W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci
pomiedzy stezeniem RANK, a rozlegtoScig zmian w kregostupie.

Mediany RANK, RANKL byty podwyzszone u chorych z obecnoscig przerzutéw
w szkielecie kostnym, ale nie odnotowatem zaleznosci na poziomie istotnosci statystycznej
pomiedzy stezeniem RANK i RANKL a obecnoscig przerzutow w innych miejscach szkieletu
kostnego.

U chorych z obecno$cig przerzutdw w narzgdach wewnetrznych byly podwyzszone
wartosci median RANKL i OPG. Nie wykazatem zaleznoSci na poziomie istotnosci

statystycznej pomiedzy RANKL i OPG a obecno$cig przerzutéw w narzadach wewnetrznych.
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W skali Tokuhaschi, wraz z zaawansowaniem choroby nowotworowej, ulegaty
podwyzszeniu wartosci median RANK i RANKL, a mediana OPG byta obnizona.
Przeprowadzone obliczenia statystyczne nie wykazaty istotnych zaleznosci pomiedzy RANK,
RANK, OPG a stopniem zaawansowania choroby nowotworowej w skali Tokuhashi.

Korelacja median wszystkich analizowanych wskaznikéw osteoklastogenezy
nowotworowej ze salg De Walda wykazata wyzsze ich wartosci u chorych z objawami
immunosupresji, a istotne statystycznie korelacje stwierdzitem w zakresie wskaznika RANKL
a stanem immunologicznym chorych (ryc. 29).

Wykazatem korelacje istotne statystycznie pomiedzy stezeniem wskaznikow RANK
i OPG a poziomem aktywnosci fosfatazy zasadowej w surowicy krwi (ryc. 30 i 31).

Tabela 19. Wartosci median wskaznikéw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w grupie chorych
z przerzutami nowotworowym do kregostupa i ustalonym ogniskiem pierwotnym w odniesieniu do wynikéw badan
klinicznych

Dane kliniczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)

Lokalizacja w kregostupie

jeden odcinek, n=43 (72%) 0,12* 0,35 97,10

dwa i trzy odcinki, n=17 (28%) 0,185 0,23 96,225
p=0,56*" p=0,26 p=0,74

Przerzuty w szkielecie kostnym

tak, n=43 (72%) 0,21 0,40 95,93

nie, n=17 (28%) 0,10 0,19 105,28
p= 0,66 o p= 0,60" p=0,57

Przerzuty w narzagdach wewnetrznych

tak, n=16 (27%) 0,105 0,23 95,17

nie, n=44 (73%) 0,23 0,40 101,2
p=0,65"" p=0,37 p= 0,65

Skala Tokuhaschi

1 do 8 punktow, n=40 (67%) 0,16 0,285 99,12

9 do 15 punktéw, n=20 (33%) 0,28 0,35 88,02
p=0,89 ** p=0,65 p=0,23

Skala De Walda

prawidtowy stan immunologiczny, n=50 (85%) 0,12 0,24 92,715

objawy immunosupresji, n=9 (15%) 0,48 0,47 120,44
p=0,55*" p=0,04 p=0,14

Ca (mml) p=0,30 7" p=0,53 p=0,53

Fosfataza zasadowa (U/L) p=0,00002 *** p=0,72 p= 0,009

“mediana

** test Manna-Whitneya
*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana

W badaniach statystycznych dotyczacych wskaznikow biochemicznych kaskady
osteoklastogenezy nowotworowej stwierdzitem nizsze mediany aktywnosci OPG u chorych
leczonych chemioterapia, radioterapig, hormonoterapig i bifosfonianami w poréwnaniu do
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chorych, u ktérych tego leczenia nie stosowano (tabela 20). Takiej zaleznosci nie
stwierdzitem w odniesieniu do ekspresji RANK i RANKL. W badaniach statystycznych nie
stwierdzitem istotnych zaleznosci pomiedzy aktywnoscig wskaznikow osteoklastogenezy

nowotworowej a zastosowanym leczeniem onkologicznym.

Tabela 20. Mediany wskaznikow biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w grupie chorych z przerzutem
nowotworowym do kregostupa i ustalonym ogniskiem pierwotnym w odniesieniu do leczenia onkologicznego

Leczenie onkologiczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)

Chemioterapia

tak, n=33 (54%) 0,22° 0,20 92,42

nie, n=28 (46%) 0,11 0,41 100,61
p=0,98"*" p=0,3 p=0,34

Radioterapia

tak, n=33 (54%) 0,20 0,40 95,93

nie, n=28 (46%) 0,12 0,28 97,08
p=0,85"" p=0,08 p=0,83

Hormonoterapia

tak, n=18 (29%) 0,05 0,16 92,425

nie, n=43 (71%) 0,21 0,40 97,64
p=0,19*" p= 0,06 p=0,53

Bisfosfoniany

tak, n=21 (33%) 0,17 0,40 84,21

nie, =40 (67%) 0,16 0,23 101,20
p=0,50*" p=0,33 p=0,11

“mediana
** test Manna-Whitneya

Tabela 21 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikow w odniesieniu do
wynikéw leczenia. Mediany RANK, RANKL i OPG byly nizsze u chorych z dobrym
wynikiem leczenia w poréwnaniu z grupg chorych ze zlym wynikiem leczenia.
W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzitem istotnych statystycznie r6znic pomiedzy

stezeniem RANK, RANKL i OPG a wynikiem leczenia.

Tabela 21. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w grupie chorych
z przerzutem nowotworowym do kregostupa i ustalonym ogniskiem pierwotnym w odniesieniu do wynikéw leczenia

Whyniki leczenia RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)
Poprawa lub stabilizacja, n=25 (51%) 0,1 0,19 96,52
p=0,59"" p=0,1 p=0,61
Pogorszenie lub zgon, n=24 (49%) 0,17* 0,375 96,785

“mediana
** test Manna-Whitneya
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5.2.2. Podgrupa I.1. Chorzy na raka nerki z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa.

Badania statystyczne dotyczgce wartosci median wskaznikow biochemicznych kaskady
nowotworowej w podgrupie chorych na raka nerki z przerzutami nowotworowymi do
kregostupa w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego przedstawia tabela 22.
W analizie wptywu obecnosci przerzutu do kregostupa jako pierwszego objawu choroby
nowotworowej na poziom aktywnosci badanych wskaznikdéw stwierdzitem podwyzszone
wartosci median MMP9, tPA OPN, ale w obliczeniach statystycznych nie stwierdzitem
istotnych zalezno$ci pomiedzy ich ekspresja, a obecno$cig przerzutu nowotworowego do
kregostupa jako pierwszego objawu choroby nowotworowej. Mediany powyzszych
wskaznikow, to jest MMP9, tPA, OPN u chorych, ktérzy mieli operowane ognisko pierwotne,
byty nizsze w poréwnaniu z ich aktywnoscig u chorych, ktérzy nie mieli leczonego
operacyjnie ogniska pierwotnego. Zalezno$¢ ta rdéwniez nie byla na poziomie istotnosci
statystycznej. Stwierdzitem istotng statystycznie korelacje pomiedzy aktywnoscia MMP9,

uPA a dtugoscia czasu od wystapienia objawdw przerzutu do kregostupa (ryc. 32, 33).

Tabela 22. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka nerki z przerzutami
nowotworowymi do kregostupa w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego

Dane z wywiadu chorobowego MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Przerzut do kregostupa pierwszym
objawem choroby nowotworowej
tak, n=3 (20%) 699,35 * 216,14 148,59 13088,16 (620,10 26303, 64
nie, n=12 (80%) 359,64 243,96 160,77 5100,68 637,96 23783,70
p=0,07"" |p=0,71 p=0,77 p=0,12 p=0,82 p=0,51
Operacja ogniska pierwotnego
tak, n=12 (80%) 359,64 243,96 160,77 5100,68 637,96 23783,70
nie, n=3 (20%) 699,35 216,96 148,59 13088,16 (620,10 26303,64
p=0,07"" |p=0,71 p=0,77 p=0,12 p=0,82 p=0,51
Czas od wystapienia pierwszych
objawoéw przerzutu nowotworowego [p= 0,01 "  |p=0,42 p= 0,42 p=0,89 p=0,02 p=0,61
do kregostupa

“mediana
** test Manna-Whitneya
*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana
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Zaleznosci  pomiedzy wskaznikami biochemicznymi kaskady nowotworowej
z objawami choroby i wynikami badan klinicznych przedstawia tabela 23. Mediany
wskaznikow biochemicznych MMP9, MMP2 i OPN byty podwyzszone u chorych z zajeciem
dwoch i trzech odcinkdéw kregostupa, w poréwnaniu z grupg chorych, u ktérych przerzut
nowotworowy obejmowat jeden odcinek kregostupa. W przeprowadzonych obliczeniach nie
stwierdzono istotnych statystycznie roznic pomiedzy stezeniem wyzej wymienionych
wskaznikow, a rozlegtoscig zmian w kregostupie.

U chorych z obecno$cig przerzutow w innych miejscach szkieletu kostnego
wystepowaly wyzsze wartosci median w zakresie CD44 i OPN, ale przeprowadzone badania
nie wykazaty zaleznosci na poziomie istotnosci statystycznej.

Podwyzszone warto$ci median MMP9, MMP2, OPN odnotowalem w przypadku
obecnosci przerzutow nowotworowych do narzadéw wewnetrznych. Istotnych statystycznie
zaleznosci nie wykazalem pomiedzy ich stezeniem a obecnosScig przerzutdw w narzgdach
wewnetrznych.

W odniesieniu do skali Tokuhashi tylko warto$¢ mediany MMP2 nie korelowala
z zaawansowaniem choroby nowotworowej (nie byta podwyzszona wraz z zaawansowaniem
choroby nowotworowej). W przeprowadzonych badaniach nie uzyskatem istotnej
statystycznie réznicy pomiedzy aktywnoscig ~ wskaznikow biochemicznych
a zaawansowaniem choroby nowotworowej w skali Tokuhashi.

Korelacja wartosci median wszystkich analizowanych wskaznikéw ze skalg De Walda
wykazata wyzsze ich wartosci u chorych z objawami immunosupresji, ale istotnych
statystycznie zaleznosci nie stwierdzitem.

W analizowanej grupie chorych obliczenia statystyczne wykazaty korelacje na
poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy aktywnoscig fosfatazy zasadowej a stezeniem
OPN (ryc. 34).
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Tabela 23. Wartosci

median wskaznikow biochemicznych kaskady nowotworowej

w podgrupie chorych
na raka nerki z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do objawdw choroby i wynikéw badan klinicznych

Dane kliniczne MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) | (ng/ml) | (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Lokalizacja w kregostupie
jeden odcinek, n=8 (53%) 359,64 (213,04 166,70 6553,17 683,64 20884,29
dwa i trzy odcinki, n=7(47%) 423,34 246,00 144,38 5297,95 592,32 26303,64
p=0,86 |[p=0,16 |p=0,44 p=0,95 p=0,04 p=0,48
Przerzuty w szkielecie kostnym
tak, n=10 (67%) 376,52 243,96 158,62 6076,20 616,13 24708,06
nie, n=5 (33%) 688,89 193,92 156,79 6442,84 693,58 24454,93
p=0,12 |p=0,14 |p=0,62 p=0,35 p= 0,66 p=0,95
Przerzuty w narzadach wewnetrznych
tak, n=2 (13%) 664,54 247,26 130,93 2438,28 410,98 81244,30
nie, n=13 (87%) 368,63 231,52 164,75 6663,5 663,77 23112,48
p=0,35 |[p=0,49 p=0,34 p=0,05 p=0,14 p=0,34
Skala Tokuhaschi
1 do 8 punktéw, n=11 (73%) 422,24 246,00 148,59 5297,95 612,16 24454,93
9 do 15 punktdw, n=4 (27%) 528,76 192,52 160,77 6553,17 714,47 32841,14
p=0,39 |p=0,07 p=1,00 p=0,74 p=0,26 p=0,94
Skala De Walda
prawidtowy stan immunologiczny, n=13 (87%) (422,24 241,91 159,79 6442,84 612,16 2445493
objawy immunosupresji, n=2 (13%) 508,88 243,50 199,86 8374,89 646,90 107253,68
p=0,93 |[p=0,44 |p=0,34 p=0,93 p=0,67 p=0,34
Ca (mml) p= p=042 |p=0,37 p=0,24 p=0,54 p=0,34
0171+++
Fosfataza zasadowa (U/L) p=048 |[p=0,50 [p=0,50 p=0,30 p=0,71 p=0,0006
“mediana
** test Manna-Whitneya
*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana
Zwigzek aktywnosci wskaznikdw  biochemicznych kaskady nowotworowej

w zaleznosSci od rodzaju leczenia onkologicznego zostat przedstawiony w tabeli 24.

W odniesieniu do MMP9 1 tPA u chorych leczonych chemioterapig, radioterapia,
bifosnianami obserwowano nizsze wartosci median w poréwnaniu do chorych, u ktorych tego
leczenia nie zastosowano. Takiej zaleznosci nie stwierdzono w analizie median pozostatych
wskaznikdw biochemicznych kaskady nowotworowej (MMP2, CD 44, uPA, OPN).
Obliczenia wykazaty istotne statystycznie zaleznoSci pomiedzy zastosowaniem radioterapii
i bifosfonianbw a stezeniem MMP9 (ryc. 35, 36) i zastosowaniem bifosfonianow

a stezeniem tPA (ryc. 37).
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Tabela 24. Wartosci median wskaznikdw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka nerki
z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do leczenia onkologicznego

Leczenie onkologiczne  |MMP9 (ng/ml) |MMP2 (ng/ml) (CD44 (ng/ml) [tPA (pg/ml) [ uPA (pg/ml) | OPN (pg/ml)

Chemioterapia

tak, n=10 (67%) 395,44* 246,00 150,58 5980,72 605,34 28822,82

nie, n=5 (33%) 674,62 216,14 168,66 6442,84 673,71 23122,48
p=0,85"*" p=0,35 p=0,26 p= 0,66 p=0,35 p= 0,80

Radioterapia

tak, n=10 (67%) 340,73 238,76 160,77 5783,46 637,96 20884,29

nie, n=5 (33%) 699,35 241,91 148,59 6442,84 620,10 26303,64
p=0,01"" p= 0,90 p= 0,80 p=0,58 p=0,58 p=0,35

+++

Hormonoterapia

Bisfosfoniany

tak, n=4 (27%) 290,16 216,00 169,53 4201,45 633,02 26303,64
nie, n=11 (73%) 674,62 246,00 156,79 6824,28 620,10 11556,24
p=10,03*" p=0,55 p= 0,64 p=10,04 p=0,74 p=0,32
“mediana

** test Manna-Whitneya
“**nie byta zastosowana hormonoterapia

Tabela 25 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikow w odniesieniu do
wynikoéw leczenia. Mediana OPN byta nizsza u chorych z dobrym wynikiem leczenia
w poréwnaniu z grupg chorych ze zkym wynikiem leczenia. Wartosci median pozostatych
wskaznikdbw (MMP9, MMP2, CD44, tPA i uPA) byly wyzsze u chorych, u ktérych
odnotowano dobry wynik leczenia. W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzitem
istotnej statystycznie roznicy pomiedzy stezeniem OPN a wynikiem leczenia.

Tabela 25. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka nerki z przerzutem
nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do wynikéw leczenia

Wyniki MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
leczenia (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Poprawa lub stabilizacja
n=9 (75%) 688,89" 246 164,75 6663,50 620,10 18656,10
p=0,45"" p=1,00 p=0,45 p=0,19 p=0,45 p=0,92
Pogorszenie lub zgon
n=3 (25%) 422,24 241,91 144,38 4903,41 592,32 42516,88
“mediana

** test Manna-Whitneya

Badania  statystyczne  dotyczace  wskaznikbw  biochemicznych  kaskady
osteoklastogenezy nowotworowej wykazaty nizsze wartosci median RANK, RANKL i OPG
u chorych, u ktérych przerzut do kregostupa byt pierwszym objawem choroby

nowotworowej, ale zaleznosci na poziomie istotnosci statystycznej nie wykazatem (tabela
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26). U wszystkich chorych, u ktorych bylo operowane ognisko pierwotne, stwierdzitem
wyzsze wartosci median RANK, RANKL i OPG, ale tez zalezno$ci na poziomie istotnosci
statystycznej nie wykazatem.

Odnotowatem zalezno$¢ na poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy stezeniem
RANKL a czasem od wystgpienia objawow przerzutu nowotworowego do kregostupa (ryc.
38).

Tabela 26. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych

na raka nerki z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego

Dane z wywiadu chorobowego RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)

Przerzut do kregostupa pierwszym objawem

choroby nowotworowej

tak, n=3 (20%) 0,12* 0,17 77,74

nie, n=12 (80%) 0,49 0,29 101,20
p=0,51"*" p= 0,46 p=0,51

Operacja ogniska pierwotnego

tak, n=12 (80%) 0,49 0,29 101,20

nie, n=3 (20%) 0,12 0,17 77,74
p=0,51"*" p= 0,46 p=0,51

Czas od wystapienia pierwszych objawow

przerzutu nowotworowego do kregostupa p=0,86 """ p= 0,005 p= 0,42

“mediana
i monotomezna Spearana

Korelacje wartosci median wskaznikow biochemicznych kaskady osteoklastogenezy
nowotworowej z wynikami badan klinicznych przedstawia tabela 27. Mediana OPG byta
podwyzszona u chorych z zajeciem dwoch i trzech odcinkdw kregostupa, w poréwnaniu
z grupa chorych, u ktérych przerzut nowotworowy obejmowat jeden odcinek kregostupa.
Przeprowadzone obliczenia nie wykazaty istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy
stezeniem OPG a rozlegtoscig zmian w kregostupie.

Mediana RANKL byta podwyzszona u chorych z obecno$cig przerzutéw w szkielecie
kostnym, ale nie odnotowalem zaleznosci na poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy
stezeniem RANKL a obecnoscig przerzutow w innych czesciach szkieletu kostnego.

U chorych z obecno$cig przerzutdw w narzgdach wewnetrznych byty podwyzszone
mediany RANK i OPG. Nie wykazatem zaleznoSci na poziomie istotnosci statystycznej
pomiedzy RANK i OPG, a obecnoscig przerzutow w narzadach wewnetrznych.

W skali Tokuhaschi, wraz z zaawansowaniem choroby nowotworowej, ulegaty

podwyzszeniu wartosci median RANK i OPG. Przeprowadzone obliczenia statystyczne nie
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wykazaty istotnych zaleznosci pomiedzy RANK i OPG a stopniem zaawansowania choroby
nowotworowej w skali Tokuhashi.

Korelacja median RANK i RANKL ze salg De Walda wykazata wyzsze ich wartosci
u chorych z objawami immunosupresji, ale nie stwierdzitem korelacji na poziomie istotnosci
statystycznych pomiedzy ich ekspresjg a stanem immunologicznym chorych.

Korelacje na poziomie istotnosci statystycznej wykazatem pomiedzy aktywnoscig

fosfatazy zasadowej a stezeniem RANK (ryc. 39).

Tabela 27. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka nerki z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do objawow choroby i wynikéw badan klinicznych

Dane kliniczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)

Lokalizacja w kregostupie

jeden odcinek, n=8 (53%) 053" 0,30 98,85

dwa i trzy odcinki, n=7 (47%) 0,02 0,17 101,78
p=0,68*" p=0,29 p= 0,45

Przerzuty w szkielecie kostnym

tak, n=10 (67%) 0,37 0,40 92,41

nie, n=5 (33%) 0,57 0,19 108,20
p=0,95"*" p= 0,50 p= 0,42

Przerzuty w narzagdach wewnetrznych

tak, n=2 (20%) 0,54 0,10 107,28

nie, n=13 (80%) 0,49 0,40 100,61
p=0,67"*" p=0,10 p= 0,67

Skala Tokuhaschi

1 do 8 punktow, n=11 (73%) 0,26 0,40 100,61

9 do 15 punktdw, n=4 (27%) 0,62 0,19 102,65
p=0,55"*" p=0,95 p=0,84

Skala De Walda

prawidtowy stan immunologiczny, n=13 (80%) 0,26 0,19 100,61

objawy immunosupresji, n=2 (20%) 0,70 0,32 99,09
p=0,15"*" p= 0,86 p=0,93

Ca (mml) p=0,65 """ p=0,41 p=0,70

Fosfataza zasadowa (U/L) p=10,04 p= 0,67 p=0,63

“mediana

** test Manna-Whitneya
*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana

W badaniach statystycznych dotyczacych wskaznikow biochemicznych kaskady
osteoklastogenezy nowotworowej stwierdzitem nizsze wartosci median OPG u chorych
leczonych chemioterapia, radioterapia i bifosfonianami w poréwnaniu do chorych, u ktorych
tego leczenia nie zastosowano (tabela 28). W tej analizie nie stwierdzitem istotnych
statystycznie korelacji pomiedzy OPG a zastosowanym leczeniem onkologicznym.
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Tabela 28. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka nerki z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do leczenia onkologicznego

Leczenie onkologiczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)

Chemioterapia

tak, n=10 (67%) 0,49 + 0,19 99,44

nie, n=5 (33%) 0,12 0,41 100,61
p=0,50 " p=0,71 p= 0,85

Radioterapia

tak, n=10 (67%) 0,53 0,40 98,855

nie, n=5 (33%) 0,12 0,10 123,94
p=0,30 ** p=0,03 p= 0,50

Hormonoterapia i

Bisfosfoniany

tak, n=4 (27%) 0,36 0,47 92,41

nie, n=11 (73%) 0,49 0,19 102,78
p=0,95"*" p=0,13 p=0,74

“mediana
** test Manna-Whitneya

“**Nie byta zastosowana hormonoterapia

Tabela 29 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikdw w odniesieniu do
wynikoéw leczenia. Mediany RANK, RANKL i OPG byly wyzsze u chorych z dobrym
wynikiem leczenia w poréwnaniu z grupg chorych ze zlym wynikiem leczenia.
W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzitem istotnej statystycznie réznicy pomiedzy
stezeniem RANK, RANKL, OPG a wynikiem leczenia.

Tabela 29. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka nerki z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do objawow choroby i wynikéw badan klinicznych

Wyniki leczenia RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)
Poprawa lub stabilizacja, n=9 (75%) 0,5 0,19 100,61
p=1,0"" p=0,78 p=1,00
Pogorszenie lub zgon, n=3 (25%) 0,49* 0,17 84,21

“mediana
** test Manna-Whitneya

5.2.3. Podgrupa 1.2. Chore na raka piersi z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa.

Badania statystyczne dotyczace wartosci median wskaznikow biochemicznych
kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka piersi z przerzutami nowotworowymi

do kregostupa, w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego, przedstawia tabela 30.
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Tabela 30. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka piersi z przerzutem

nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego

Dane z wywiadu MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
chorobowego (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Przerzut do kregostupa pierwszym
objawem choroby nowotworowej
tak, n=2 (13%) 263,46 " 229,08 437,68 5943,29 650,20 105780,35
nie, n=13 (87%) 359,86 257,38 183,78 5159,63 819,08 18367,48
p=0,93"" p=0,80 p=0,67 p=0,80 p=10,27 p=0,05
Operacja ogniska pierwotnego
tak, n=9 (60%) 436,89 257,38 152,72 5159,63 819,08 18367,48
nie, n=6 (40%) 417,06 243,29 267,63 5943,29 730,50 45195,92
p=0,95"*" p=0,95 p=0,11 p= 0,68 p= 0,95 p=0,24
Czas od wystapienia pierwszych
objawdw przerzutu p=0,10""  |p=0,25 p= 0,68 p=0,92 p=0,32 p=0,73
nowotworowego do kregostupa

“mediana
** test Manna-Whitneya
*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana

W analizie wptywu obecnosci przerzutu do kregostupa jako pierwszego objawu
choroby nowotworowej na poziom aktywnosci badanych wskaznikéw stwierdzitem
podwyzszong warto$¢ median CD44, OPN. W obliczeniach statystycznych wykazatem istotng
zalezno$¢ pomiedzy stezeniem OPN a obecnoscig przerzutu do kregostupa jako pierwszego
objawu choroby nowotworowej (ryc. 40). Mediany wskaznikéw CD44, tPA i OPN u chorych,
ktorzy mieli operowane ognisko pierwotne byly nizsze w poréwnaniu z ich aktywnoscig
u chorych, ktérzy nie mieli leczonego operacyjnie ogniska pierwotnego, ale uzyskane wyniki
nie wykazywaty korelacji na poziomie istotnosci statystycznej. Korelacje wartosci median
wskaznikow biochemicznych kaskady nowotworowej z objawami choroby i wynikami badan
klinicznych przedstawia tabela 31. Mediany wszystkich wskaznikow biochemicznych
(z wyjatkiem MMP9) byty podwyzszone u chorych z zajeciem dwaoch i trzech odcinkow
kregostupa w poréwnaniu z grupg chorych, u ktérych przerzut nowotworowy obejmowat
jeden odcinek. W przeprowadzonych obliczeniach stwierdzono istotng statystycznie zaleznos¢
pomiedzy stezeniem uPA a rozlegto$cig zmian w kregostupie (ryc. 41).

W odniesieniu do obecnosci przerzutow w innych czesciach szkieletu kostnego
stwierdzono réwniez wyzsze wartosci median wszystkich analizowanych wskaznikow, oprocz
MMP9. Nie stwierdzono jednak istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy aktywnosciag
wskaznikOw a obecnoscig przerzutow w innych czesciach szkieletu kostnego.

Podwyzszone wartosci median CD44, tPA, uPA odnotowalem w przypadku obecnosci
przerzutbw nowotworowych do narzagdow wewnetrznych. W badaniu korelacji nie

wykazatem istotnej statystycznie zaleznoSci pomiedzy stezeniem badanych wskaznikow
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a obecnoscig przerzutéw w narzadach wewnetrznych.
W odniesieniu do skali Tokuhashi tylko warto$¢ mediany MMP2 byta podwyzszona
u pacjentek z zaawansowang chorobg nowotworowa. WartoSci median pozostatych
wskaznikdw byty obnizone i nie korelowaly z zaawansowaniem choroby nowotworowe;j.
Korelacja wartosci median wszystkich analizowanych wskaznikéw ze salg De Walda
wykazata wyzsze ich wartosci u chorych z objawami immunosupresji i stwierdzitem istotne

statystycznie korelacje pomiedzy aktywnoscia tPA i uPA a stanem immunologicznym

pacjentek ocenionym w skali De Walda (ryc. 42, 43).

W analizowanej grupie chorych obliczenia statystyczne wykazaty korelacje na

poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy poziomem wapnia zjonizowanego a aktywnoscig

MMP2 (ryc. 44).

Tabela 31. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka piersi z przerzutem
nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do objawow choroby i wynikéw badan klinicznych

Dane kliniczne MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/m) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Lokalizacja w kregostupie
jeden odcinek, n=7 (47%) 556,29" 166,46 152,72 4972,31 612,16 11534,37
dwa i trzy odcinki, n=8 (53%) (151,51 278,48 214,58 5963,70 826,07 21582,86
p=0,06 ** p=0,12 p=0,10 p=0,38 p=10,04 p=0,16
Przerzuty w szkielecie
kostnym 204,20 263,08 185,62 826,07 826,07 19228,6
tak, n=10 (67%) 556,29 166,46 172,51 612,16 612,18 8291,00
nie, n=5 (33%) p=0,30 " p=0,30 p= 0,54 p= 0,67 p= 0,06 p=0,33
Przerzuty w narzadach
wewnetrznych
tak, n=3 (20%) 132,39 254,85 366,02 10646,13 (819,08 17492,83
nie, n=12 (80%) 316,34 263,08 162,52 5065,97 786,18 19228,60
p=0,35"*" p=0,72 p=0,11 p=0,52 p=0,43 p=1,00
Skala Tokuhaschi
1 do 8 punktéw, n=9 (60%) 249,10 257,38 183,78 5654,73 815,09 23651,86
9 do 15 punktow, n=6 (40%) (642,36 220,96 178,14 5065,97 756,47 9912,68
p=0,17"*" p= 0,60 p=1,00 p= 0,44 p= 0,96 p=0,03
Skala De Walda
prawidtowy stan
immunologiczny, n=13 (87%) |277,83 257,38 172,51 4972,31 757,26 18367,48
objawy immunosupresji, 406,0 461,15 278,02 20790,14 1780,78 77986,11
n=2 (13%) p=0,67** p=0,44 p=0,20 p=0,03 p=0,03 p=0,10
Ca (mml) p=0,27""  |p=0,05 p=0,11 p= 0,67 p= 0,40 p=0,89
Fosfataza zasadowa (U/L) p=0,84"""  |p=0,74 p=0,15 p=0,29 p=0,17 p=0,09

“mediana
** test Manna-Whitneya

*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana
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Poziom aktywnosci  wskaznikbw biochemicznych  kaskady nowotworowej
w zaleznoSci od rodzaju leczenia onkologicznego przedstawiony jest w tabeli 32.
W odniesieniu do tPA i OPN u chorych leczonych chemioterapig, radioterapig,
hormonoterapig i bifosnianami obserwowano nizsze wartosci median w pordéwnaniu do
chorych, u ktoérych tego leczenia nie zastosowano. Takiej zaleznosci nie stwierdzono
w analizie median pozostatych wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej (MMP9,
MMP2, CD44, uPA). Obliczenia statystyczne nie wykazaty istotnej rdznicy pomiedzy
ekspresjg tPA i OPN a leczeniem onkologicznym.

Tabela 32. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka piersi
z przerzutami nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do leczenia onkologicznego

Leczenie MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA VEGF165 OPN
onkologiczne (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Chemioterapia
tak, n=12 (80%) 243,07 272,12 183,78 4415,56 817,08 0,00 17930,16
nie, n=3 (20%) 741,83 144,31 102,60 8027,78 582,41 0,00 30676,55
p=0,17"" |p=0,04 p=0,35 p=0,17 p=0,43 p=0,74 p= 0,07
Radioterapia
tak, n=11 (73%) 236,85 275,45 183,78 4972,31 819,08 0,00 18367,48
nie, n=4 (27%) 735,15 775,38 145,02 6593,70 597,28 0,00 27029,56
p=0,10"" |p=0,01 p=0,74 p=0,65 p=0,21 p=0,65 p= 0,47
Hormonoterapia
tak, n=12 (80%) 301,98 263,08 178,14 5065,97 817,19 0,00 18655,41
nie, n=3 (20%) 277,83 166,46 347,81 8027,28 612,16 0,00 126295,67
p=0,61" |p=0,72 p=0,43 p=0,52 p=0,61 p=0,74 p=0,43
Bisfosfoniany
tak, n=9 (60%) 556,29 257,38 241,71 4972,31 819,08 0,00 18367,48
nie, n=6 (40%) 198,09 232,13 125,60 5407,18 725,42 0,00 21448,22
p=0,26"" |p=0,68 p=0,05 p=0,77 p=0,26 p=0,50 p=0,81
“mediana

* test Manna-Whitneya

Obserwowano catkowite zahamowanie produkcji VEGF165 w grupie chorych na raka
piersi (Tabela 32). VEGF jako silny stymulator angiogenezy wykazuje rowniez zwigzek
z kontrolg czynnikow uczestniczacych w krzepnieciu. Z tego powodu podjeto analize
korelacji VEGF i wynikdw badan ukadu krzepniecia. Stwierdzono tendencje (P = 0,0649) ku
obnizeniu INR (1,07; 0,78-2,55, mediana; minimum-maksimum) u chorych
z zahamowaniem produkcji VEGF165 w poréwnaniu z osobami, u ktorych jest ona
utrzymana (1,38; 1,35-1,41, mediana; minimum-maksimum). Podobnie liczba ptytek krwi
u chorych z wyczerpaniem wytwarzania VEGF165 wykazuje tendencje (P = 0,0982)
do obnizenia (228,5; 36,8 - 469,0 G/L) w poréwnaniu do chorych z zachowang jego
produkcjg (270,0; 248,0-493,0 G/L).
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Tabela 33 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikdw w odniesieniu do
wynikoéw leczenia. Mediany MMP9 i OPN byly nizsze u chorych z dobrym wynikiem
leczenia w poréwnaniu z grupg chorych ze ztym wynikiem leczenia. WartoSci median
pozostatych wskaznikow (MMP2, CD44, tPA i uPA) byly wyzsze u chorych, u ktorych
odnotowano dobry wynik leczenia. W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzitem
istotnej statystycznie réznicy pomiedzy stezeniem MMP9 i OPN a wynikiem leczenia.

Tabela 33. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka piersi z przerzutem
nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do wynikéw leczenia

Wyniki MMP9 (ng/ml) |MMP2 (ng/ml) |CD44 (ng/ml) |tPA (pg/ml) |uPA (pg/ml) |OPN (pg/ml)
leczenia
Poprawa lub stabilizacja
n=8 (58%) 263,46 261,81 214,58 5963,7 817,08 18218,08
p=0,74"" p=0,6 p=0,40 p=0,40 p=0,65 p=0,19
Pogorszenie lub zgon
n=6 (42%) 455,57" 226,43 162,61 4083,54 669,74 59715,29
“mediana

** test Manna-Whitneya

W badaniach statystycznych dotyczacych wskaznikow biochemicznych kaskady
osteoklastogenezy nowotworowej, w zakresie aktywnosci RANK, RANKL i OPG,
w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego, stwierdzitem podwyzszenia mediany
poziomu wszystkich wskaznikdéw u chorych, u ktorych przerzut do kregostupa byt pierwszym
objawem choroby nowotworowej. Nie odnotowatem zaleznosci na poziomie istotnosci
statystycznej pomiedzy RANK, RANKL i OPG, w odniesieniu obecnosci przerzutu
nowotworowego do kregostupa jako pierwszego objawu choroby nowotworowej (tabela 34).
U wszystkich chorych, u ktérych bylo operowane ognisko pierwotne, stwierdzitem nizsze
wartosci median RANK, RANKL i OPG, ale tez nie wykazatem zaleznosci na poziomie
istotnosci statystycznej.

RoOwniez pomiedzy stezeniem wskaznikow a czasem od wystgpienia objawow
przerzutu nowotworowego do kregostupa nie odnotowatem zalezno$ci na poziomie istotnosci

statystycznej.
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Tabela 34. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka piersi z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego

Dane z wywiadu chorobowego RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)

Przerzut do kregostupa pierwszym objawem

choroby nowotworowej

tak, n=2 (13%) 0,505 * 0,57 149,00

nie, n=13 (87%) 0,10 0,20 91,84
p=0,38 " p=0,35 p=0,15

Operacja ogniska pierwotnego

tak, n=9 (60%) 0,10 0,18 85,38

nie, n=6 (40%) 0,335 0,705 122,76
p=0,71"" p= 0,06 p=0,14

Czas od wystgpienia pierwszych objawow

przerzutu nowotworowego do kregostupa p=0,89 7" p= 0,06 p=0,14

“mediana
** test Manna-Whitneya
*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana

Korelacje median wskaznikdw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy
nowotworowej z wynikami badan klinicznych przedstawia tabela 35. Mediana RANK i OPG
byta podwyzszona u chorych z zajeciem dwdch i trzech odcinkdw kregostupa, w poréwnaniu
z grupa chorych, u ktérych przerzut nowotworowy obejmowat jeden odcinek kregostupa.
W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzitem istotnych statystycznie zaleznosci
pomiedzy stezeniem RANK i OPG a rozlegto$cig zmian w kregostupie. Mediana RANK byta
podwyzszona u chorych z obecnoscig przerzutow w szkielecie kostnym, ale nie odnotowatem
zaleznosci na poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy stezeniem RANK a obecnoscig
przerzutdw w innych miejscach szkieletu kostnego.

U chorych z obecnos$cig przerzutdw w narzgdach wewnetrznych byly podwyzszone
wartosci median RANK i RANKL. Nie wykazalem zaleznosci na poziomie istotnosci
statystycznej pomiedzy RANK i RANKL a obecnoscig przerzutow w narzadach
wewnetrznych.

W skali Tokuhaschi, wraz z zaawansowaniem choroby nowotworowej ulegata
podwyzszeniu warto$¢ mediany RANK. Przeprowadzone obliczenia statystyczne nie
wykazaty istotnych zaleznosci pomiedzy RANK a stopniem zawansowania choroby
nowotworowej w skali Tokuhashi.

W badaniach stwierdzitem wyzsze wartosci median RANK, RANKL i OPG u chorych
z objawami immunosupresji, w poréwnaniu z grupg chorych w prawidlowym stanie
immunologicznym wg skali De Walda. Nie wykazatem statystycznych korelacji na poziomie
istotnosci pomiedzy aktywnos$cig wskaznikow osteoklastogenezy nowotworowej a stanem
immunologicznym chorego. W analizowanej grupie chorych obliczenia statystyczne
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wykazaty korelacje na poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy aktywnoscig RANK
a poziomem fosfatazy zasadowej (ryc. 45).

Tabela 35. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka piersi z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do objawdw choroby i wynikéw badan klinicznych

Dane kliniczne RANK (ng/ml) | RANKL (ng/ml) | OPG (pg/ml)

Lokalizacja w kregostupie

jeden odcinek, n=7 (47%) 0,10° 0,47 93,01

dwa i trzy odcinki, n=8 (53%) 0,29 0,22 96,81
p=0,76 " p=0,77 p= 0,68

Przerzuty w szkielecie kostnym

tak, n=10 (67%) 0,29 0,22 92,42

nie, n=5 (33%) 0,10 0,47 105,28
p=1,00 " p= 0,95 p=0,95

Przerzuty w narzgdach wewnetrznych

tak, n=3 (20%) 0,48 0,59 91,84

nie, n=12 (80%) 0,05 0,21 97,40
p=0,65"" p= 0,22 p=0,83

Skala Tokuhaschi

1 do 8 punktéw, n=9 (60%) 0,10 0,50 101,78

9 do 15 punktéw, n=6 (40%) 0,26 0,14 77,12
p=0,81"" p= 0,09 p= 0,22

Skala De Walda

prawidtowy stan immunologiczny, n=13 (87%) 0,10 0,20 91,84

objawy immunosupresji, n=2 (13%) 0,28 1,92 233,02
p=0,86"" p= 0,07 p= 0,27

Skala Tomita

T1-T5 zajecie struktur kostnych kregostupa p=0,82*" p= 0,03 p= 0,45

T6-T7 zajecie struktur kostnych i

przykregostupowych

Ca (mml) p=0,19 7 p=0,19 p= 0,48

Fosfataza zasadowa (U/L) p=0,006"" p= 0,69 p=0,32

“mediana

** test Manna-Whitneya
*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana

W badaniach statystycznych dotyczacych wskaznikow biochemicznych kaskady
osteoklastogenezy nowotworowej stwierdzitem nizsze mediany RANKL i OPG u chorych
leczonych chemioterapig, radioterapig hormonoterapig i bifosfonianami w poréwnaniu do
chorych, u ktérych tego leczenia nie stosowano (tabela 36). W tej analizie nie stwierdzitem
istotnej statystycznie korelacje pomiedzy aktywnoscia RANKL i OPG a zastosowanym

leczeniem onkologicznym.
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Tabela 36. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych

na raka piersi z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do leczenia onkologicznego

Leczenie onkologiczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)

Chemioterapia

tak, n=12 (80%) 0,29 0,22 92,42

nie, n=3 (20%) 0,10 0,62 101,78
p=0,94** p=071 p=0,72

Radioterapia

tak, n=11 (73%) 0,10 0,24 93,01

nie, n=4 (27%) 0,43 0,37 93,58
p=0,64"*" p=0,74 p=0,74

Hormonoterapia

tak, n=12 (80%) 0,05 0,22 92,42

nie, n=3 (20%) 0,57 0,90 139,08
p=0,37"" p=0,34 p=0,61

Bisfosfoniany

tak, n=9 (60%) 0,48 0,24 93,01

nie, n=6 (40%) 0,10 0,32 95,33
p=0,85"*" p=0,77 p= 0,95

“mediana
** test Manna-Whitneya.

Tabela 37 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikow w odniesieniu do
wynikow leczenia. Mediany RANK i RANKL byty nizsze u chorych z dobrym wynikiem
leczenia, natomiast mediana OPG byta podwyzszona w poréwnaniu z grupg chorych ze ztym
wynikiem leczenia.

W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzitem istotnej statystycznie rdznicy
pomiedzy stezeniem RANK i RANKL a wynikiem leczenia.

Tabela 37. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka piersi z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do wynikow leczenia

Wyniki leczenia RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)
Poprawa lub stabilizacja, n=8 (58%) 0,29* 0,19 96,81
p=0,89"" p=0,55 p=0,65
Pogorszenie lub zgon, n=6 (42%) 0,31 0,545 89,195

“mediana
** test Manna-Whitneya

5.2.4. Grupa 1.3. Chorzy na raka prostaty z przerzutami nowotworowymi
do kregostupa.

Badania statystyczne dotyczace median wskaznikéw biochemicznych kaskady
nowotworowej w podgrupie chorych na raka prostaty z przerzutami nowotworowymi do

kregostupa w odniesieniu do wieku i danych z wywiadu chorobowego przedstawia tabela 38.

64



Wyzsze wartosci median CD44, tPA, OPN wykazatlem u chorych, u ktérych przerzut do
kregostupa byt pierwszym objawem choroby nowotworowej. W analizie wptywu obecnosci
przerzutu do kregostupa jako pierwszego objawu choroby nowotworowej na aktywno$¢
wskaznikdbw CD44, tPA i OPN nie wykazalem zaleznosci na poziomie istotnosci
statystycznej. Zaden z analizowanych chorych nie miat operowanego ogniska pierwotnego.
Nie stwierdzitem istotnej statystycznie korelacji pomiedzy aktywnoscig badanych

wskaznikow a dtugoscia czasu od wystgpienia objawdw przerzutu do kregostupa.

Tabela 38. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka prostaty
z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego

Dane z wywiadu chorobowego MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

Przerzut do kregostupa pierwszym
objawem choroby nowotworowej
tak, n=3 (19%) 365,44 " 236,87 183,78 5714,34 633,99 70870,31
nie, n=13 (81%) 432,89 247,90 160,80 5120,16 661,79 31434,59
p=0,79"" [p=0,59 p=0,10 p= 0,50 p=1,00 p= 0,69

T

Operacja ogniska pierwotnego

Czas od wystapienia pierwszych
objawdw przerzutu nowotworowego  [p= 0,45 """ |p=0,24 p=0,57 p=0,81 p=0,38 p= 0,67
do kregostupa

et Ve Whineya
R o e s e

Korelacje median wskaZnikow biochemicznych kaskady nowotworowej z wynikami
badan klinicznych przedstawia tabela 39. Mediany wszystkich wskaZznikoéw biochemicznych
(z wyjatkiem MMP2) byty podwyzszone u chorych z zajeciem dwaoch i trzech odcinkow
kregostupa, w poréwnaniu z grupg chorych, u ktérych przerzut nowotworowy obejmowat
jeden odcinek kregostupa. W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzitem istotnej
statystycznie zaleznoSci pomiedzy stezeniem analizowanych wskaZznikow kaskady
nowotworowej a rozlegtoScia zmian w kregostupie. Przerzuty w szkielecie kostnym
wystepowaly u wszystkich analizowanych o0sob.

Podwyzszone warto$¢ mediany CD44 odnotowalem w przypadku obecnosci
przerzutdbw nowotworowych do narzadéw wewnetrznych, a wartosci median pozostatych
wskaznikdw bylty obnizone. Pomiedzy stezeniem CD44 a obecnosScig przerzutow

w narzgdach wewnetrznych nie wykazatem istotnej statystycznie zaleznosci.
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Tabela 39. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka prostaty
z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do wynikéw badan klinicznych

Dane kliniczne MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Lokalizacja w kregostupie
jeden odcinek (n=4) 25% 368,64 * 243,70 162,78 5154,70 658,82 21014,62
dwa i trzy odcinki, (n=12) 75% 429,43 242,38 164,73 5225,35 659,80 43527,06
p=0,95*" [p=0,95 p= 0,90 p=0,85 p= 0,95 p=0,20
Przerzuty w szkielecie kostnym A
Przerzuty w narzadach
wewnetrznych
tak, n=3 (19%) 174,57 212,38 168,66 4004,21 520,91 9783,50
nie, n=13 (81%) 423,89 247,90 160,80 5189,25 661,79 33938,49
p=0,22"" |p=0,50 p=0,34 p=0,42 p=0,22 p=0,03
Skala Tokuhaschi
1 do 8 punktéw, n=9 (56%) 352,75 220,84 168,66 5426,61 616,13 31182,29
9 do 15 punktow, n=7 (44%) 423,89 247,90 160,80 5120,16 699,54 32690,64
p=059*" [p=0,75 p= 0,40 p= 0,60 p=0,17 p= 1,00
Skala De Walda A
Ca (mml) p=10,02 " |p=0,27 p=0,85 p=0,16 p=0,19 p=0,66
Fosfataza zasadowa (U/L) p=0,19"" [p=0,86 p=0,27 p= 0,07 p=0,27 p=0,0009

“mediana

** test Manna-Whitneya

*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana

“***u wszystkich chorych byly przerzuty w szkielecie kostnym
7 brak mozliwosci sklasyfikowania chorych w skali De Wolda

W odniesieniu do skali Tokuhashi wartosci median MMP9, MMP2, uPA i OPN byty
podwyzszone u chorych z zaawansowang chorobg nowotworowg, a mediany pozostatych
wskaznikow byly obnizone. Nie uzyskalem istotnych statystycznie korelacji pomiedzy
aktywnoscig wskaznikow kaskady nowotworowej a zaawansowaniem choroby nowotworowej
w skali Tokuhashi. Specyfika badanej grupy nie pozwolita na klasyfikacje chorych w skali de
Walda.

W analizowanej grupie chorych obliczenia statystyczne wykazaty korelacje na
poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy aktywnosciag MMP9 a poziomem wapnia
zjonizowanego i pomiedzy aktywnoscig OPN a poziomem fosfatazy zasadowej (ryc. 46 i 47).

Aktywno$¢ wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w zaleznosci od
rodzaju leczenia onkologicznego przedstawiona jest w tabeli 40. U chorych leczonych
chemioterapig stwierdzono nizsze wartosci median MMP9 i uPA, u poddanych radioterapii
wykazano nizsze wartosci median MMP9, MMP2, CD44, tPA OPN u 0s6b, u ktérych
stosowano hormonoterapie odnotowano nizsze wartosci MMP2, uPA i OPN i u chorych
leczonych bifosfonianami zaobserwowano nizsze wartosci MMP9, TPA, uPA i OPN
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w poréwnaniu do chorych, u ktérych tego leczenia nie zastosowano. Obliczenia nie wykazaty
istotnego  statystycznie wplywu zastosowanego leczenia onkologicznego na stezenia

wskaznikdw biochemicznych kaskady nowotworowe;.

Tabela 40. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka prostaty
z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do leczenia onkologicznego

Leczenie MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
onkologiczne (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Chemioterapia
tak, n=3 (19%) 43497 220,84 183,78 5714,34 548,71 32690,84
nie, n=13 (81%) 371,83 247,90 160,80 4736,35 661,79 31434,59
p=0,59*" p=0,78 p=0,78 p=0,22 p= 0,50 p= 0,68
Radioterapia
tak, n=6 (38%) 359,10 234,62 148,28 4825,35 672,72 21768,8
nie, n=10 (62%) 462,34 242,38 168,66 5570,48 636,97 42899,03
p=0,17"*" p= 0,62 p=0,33 p= 0,62 p=0,79 p=0,28
Hormonoterapia
tak, n=6 (38%) 427,06 216, 61 166,70 5570,38 591,35 23134,03
nie, n=10 (62%) 367,86 257,23 160,80 4928,26 691,59 33314,56
p=0,41"" p=0,17 p=0,83 p= 0,55 p=0,11 p=0,30
Bisfosfoniany
tak, n=5 (31%) 296,97 295,86 164,75 5189,25 633,99 10846,95
nie, n=11 (69%) 439,98 236,87 160,80 9120,16 661,79 33938,49
p=0,14"*" p= 0,90 p=0,78 p=1,00 p=0,73 p=0,23
“mediana

** test Manna-Whitneya

Tabela 41 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikow w odniesieniu do
wynikéw leczenia. Mediany MMP9, tPA i uPA byty nizsze u chorych z dobrym wynikiem
leczenia w poréwnaniu z grupg chorych ze ztym wynikiem leczenia. Wartosci median
pozostatych wskaznikow (MMP2, CD44 i OPN) byly wyzsze u chorych, u ktorych
odnotowano dobry wynik leczenia.

W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzitem istotnej statystycznie réznicy
pomiedzy stezeniem MMP9, tPA i uPA a wynikiem leczenia.

Tabela 41. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w podgrupie chorych na raka prostaty
z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do wynikéw leczenia

Wyniki leczenia MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Poprawa lub stabilizacja
n=7 (64%) 423,89 236,87 168,66 5426,61 548,71 31182,29
p=0,63"" p=0,29" p=0,29" p=0,21" p=0,29" p=0,92"
Pogorszenie lub zgon
n=4 (36%) 481,64" 208,47 141,11 6729,64 678,67 23888,20
“mediana

** test Manna-Whitneya
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W badaniach statystycznych dotyczacych wskaznikow biochemicznych kaskady
RANK, RANKL i OPG,

w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego stwierdzitem podwyzszenie mediany

osteoklastogenezy nowotworowej, w zakresie aktywnosci

RANK u chorych, u ktorych przerzut do kregostupa byt pierwszym objawem choroby
nowotworowej. Nie odnotowatem zalezno$ci na poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy
aktywnosciag RANK a obecnoscig przerzutu nowotworowego do kregostupa jako pierwszego
objawu choroby nowotworowej (tabela 42). Zaden z chorych nie miat leczonego operacyjnie
ogniska pierwotnego. Odnotowatem zalezno$¢ na poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy
stezeniem OPG a czasem od wystgpienia pierwszych objawdw przerzutu do kregostupa
(ryc. 48).

Tabela 42. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka prostaty z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do danych z wywiadu chorobowego

Dane z wywiadu chorobowego RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)
Przerzut do kregostupa pierwszym objawem
choroby nowotworowej
tak, n=3 (19%) 0,447 0,30 64,12
nie, n=13 (81%) 0,11 0,40 96,52
p=1,00"" p=1,00 p=0,84
Operacja ogniska pierwotnego A
Czas od wystgpienia pierwszych objawow
przerzutu nowotworowego do kregostupa p=0,30 + p=0,97 p=0,01

“mediana
i S
****nie byto operacji ogniska pierwotnego

Korelacje wartosci median wskaznikow biochemicznych kaskady osteoklastogenezy
nowotworowej z wynikami badan klinicznych przedstawia tabela 43. Mediana OPG byta
podwyzszona, u chorych z zajeciem dwdch i trzech odcinkéw kregostupa, w poréwnaniu
z grupg chorych u ktorych przerzut nowotworowy obejmowat jeden odcinek kregostupa.
W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzitem istotnych statystycznie zaleznosci
pomiedzy stezeniem OPG a rozlegtoscig zmian w kregostupie. W analizowanej grupie 0sob
u wszystkich stwierdzono przerzuty w innych czesciach szkieletu kostnego.

U chorych z obecnoscig przerzutow w narzagdach wewnetrznych byta podwyzszona
mediana OPG. Nie wykazatem zaleznoSci na poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy
aktywnoscig OPG a obecnoscig przerzutow w narzadach wewnetrznych.

W skali Tokuhaschi, wraz z zaawansowaniem choroby nowotworowej ulegata

podwyzszeniu warto$¢ mediany RANK i RANKL. Przeprowadzone obliczenia statystyczne
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nie wykazaty istotnych zaleznosSci pomiedzy RANK i RANKL a stopniem zawansowania
choroby nowotworowej w skali Tokuhashi.

Z uwagi na specyfike badanej grupy nie byto mozliwosci przeprowadzenia
klasyfikacji chorych w skali de Walda.

Statystyczng korelacje na poziomie istotnosci wykazatem pomiedzy aktywnoscig OPG

a poziomem wapnia zjonizowanego (ryc. 49).

Tabela 43. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka prostaty z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do objawdéw choroby i wynikéw badan
klinicznych

Dane kliniczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)
Lokalizacja w kregostupie
jeden odcinek, n=4 (25%) 0,22 " 0,41 62,92
dwa i trzy odcinki, n=12 (75%) 0,16 0,32 98,56
p=0,95"*" p= 0,40 p=0,33

Przerzuty w szkielecie kostnym e

Przerzuty w narzadach wewnetrznych

tak, n=3 (19%) 0,00 0,24 96,52

nie, =13 (81%) 2,44 0,40 72,42
p=0,26 ** p=06 p= 0,90

Skala Tokuhaschi

1 do 8 punktéw, n=9 (56%) 0,11 0,12 96,52

9 do 15 punktdw, n=7 (44%) 0,44 0,41 72,42
p=0,91"*" p=0,08 p=0,79

Skala De Walda e

Ca (mml) p=0,76 """ p=0,12 p=0,02

Fosfataza zasadowa (U/L) p=0,40""" p= 0,54 p=0,19

“mediana

** test Manna-Whitneya

*** zalezno$¢ monotoniczna Spearmana

" u wszystkich chorych byty przerzuty w szkielecie kostnym
" brak mozliwosci sklasyfikowania chorych w skali De Wold

W badaniach statystycznych dotyczacych wskaznikow biochemicznych kaskady
osteoklastogenezy nowotworowej stwierdzitem nizsze mediany RANK i RANKL u chorych
leczonych chemioterapig, radioterapig i hormonoterapig w poréwnaniu do chorych, u ktorych
tego leczenia nie stosowano (tabela 44). W tej analizie stwierdzitem istotne statystycznie
korelacje pomiedzy aktywnoscia RANKL a zastosowaniem hormonoterapii (ryc. 50).
Mediany OPG byly nizsze w grupach chorych, u ktérych stosowano chemioterapie,
radioterapie, hormonoterapie i bifosfoniany, a badania zaleznosci korelacji pomiedzy
aktywnosciag OPG, a zastosowaniem bifosfonianéw stwierdzitem na poziomie istotnosci
statystycznej (ryc. 51).
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Tabela 44. Mediany wskaznikéw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka prostaty z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do leczenia onkologicznego

Leczenie onkologiczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (pg/ml)

Chemioterapia

tak, n=3 (19%) 0,00 0,12 61,73

nie, n=13 (81%) 0,21 0,41 100,61
p=0,48"" p=0,20 p=0,07

Radioterapia

tak, n=6 (38%) 0,16 0,44 68,86

nie, =10 (62%) 0,235 0,18 98,56
p=095"" p=0,36 p= 0,45

Hormonoterapia

tak, n=6 (38%) 0,05 0,09 80,32

nie, n=10 (62%) 0,34 0,47 87,10
p=0,33"*" p=0,003 p=0,91

Bisfosfoniany

tak, n=5 (31%) 0,21 0,40 64,12

nie, n=11 (69%) 0,11 0,24 120,44
p=072"" p=1,00 p= 0,04

“mediana

** test Manna-Whitneya

Tabela 45 przedstawia wartosci median aktywnosci wskaznikow w odniesieniu do
wynikoéw leczenia. Mediany RANK, RANKL i OPG byly nizsze u chorych z dobrym
wynikiem leczenia w poréwnaniu z grupg chorych ze zlym wynikiem leczenia.
W przeprowadzonych obliczeniach nie stwierdzitem istotnych statystycznie roznic pomiedzy
stezeniem RANK, RANKL i OPG a wynikiem leczenia.

Tabela 45. Mediany wskaznikdw biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej w podgrupie chorych
na raka prostaty z przerzutem nowotworowym do kregostupa w odniesieniu do wynikéw leczenia

Whyniki leczenia RANK RANKL OPG
(ng/ml) (ng/ml) (pg/ml)
Poprawa lub stabilizacja, n=7 (64%) 0,00* 0,12 72,42
p=0,58"" p=0,50 p=0,92
Pogorszenie lub zgon, n=4 (36%) 0,22 0,35 124,04

“mediana
**test Manna-Whitneya

6. Podsumowanie wynikow

W tym rozdziale zostaty zestawione wybrane wyniki (z poprzedniego rozdziatu)
aktywnosci badanych wskaznikow kaskady i osteoklastogenezy nowotworowej i ich korelacje
z pierwotnym umiejscowieniem nowotworu, rozlegtoscia zmian nowotworowych

w kregostupie, szkielecie kostnym. Rdéwniez zostaty podsumowane Korelacje wartosci
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wskaznikow ze skalami Tokuhaschi, De Walda, poziomem wapnia zjonizowanego i fosfatazy

zasadowej oraz zastosowanym leczeniem onkologicznym.
6.1. Poréwnanie aktywnosci wskaznikow kaskady nowotworowej

Poréwnanie warto$ci median wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej
w grupie | — chorzy z przerzutami nowotworowymi do kregostupa i ustalonym ogniskiem
pierwotnym nowotworu i podgrupach: 1.1 — chorzy na raka nerki z przerzutami do kregostupa,
.2 — chore na raka piersi przerzutami do kregostupa, 1.3 — chorzy na raka prostaty
przerzutami do kregostupa w odniesieniu do podgrup kontrolnych (tabela 46). Wartosci
median MMP2 i tPA byty podwyzszone, natomiast ekspresja MMP9 byta obnizona w grupie |
i podgrupach 1.1, 1.2, 13. Mediany CD44 i OPN wykazywaty podwyzszone wartosci w grupie
I, .21 1.3 po za grupg chorych na raka nerki z przerzutami (1.1). Ekspresja uPA byta obnizona
u wszystkich chorych, poza podgrupg chorych na raka z przerzutami (podgrupa I.3).
Zalezno$ci na poziomie istotnosci statystycznej odnotowatem pomiedzy stezeniem MMP9
u chorych w grupie | i podgrupach 1.1 i 1.3 a grupg kontrolng Il i podgrupami kontrolnymi
(1.2, 11.3) i pomiedzy ekspresja tPA i OPN w grupie | a grupg kontrolng (I1).

Tabela 46. Pordwnanie wartosci median wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej w zaleznosci od ogniska
pierwotnego nowotworu

Wskazniki biochemiczne MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Grupa I, n=60 1" p=0,01" 1 1 1p= 0,003 ! 1p=0,01
Podgrupa 1.1, n=15 1p=0,004" | 1 ! 1 ! !
Podgrupa 1.2, n=15 ! 1 1 1 ! 1
Podgrupa 1.3, n=15 1 p=0,09" 1 1 1 1 1

't wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany
**test Manna Whitneya

ZaleznoSci pomiedzy aktywnoscig median wskaznikéw biochemicznych kaskady
nowotworowej w grupie | i podgrupach: 1.1, 1.2, 1.3 a rozlegloScig przerzutéw
nowotworowych w kregostupie przedstawia tabela 47. Podwyzszong warto$¢ mediany
wskaznika OPN odnotowatem w grupie | i we wszystkich podgrupach (1.1, 1.2, 1.3) Korelacja
ta wykazata zalezno$¢ na poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy ekspresjg OPN w grupie
| a rozlegtoscig przerzutow nowotworowych w kregostupie. W zakresie aktywnosci MPP9
(za wyjatkiem podgrupy 1.2), MMP2 (za wyjatkiem podgrupy 1.3), tPA (za wyjatkiem
podgrupy 1.1), uPA (za wyjatkiem podgrupy 1.1) odnotowatem podwyzszone wartosci median

badanych wskaznikdéw. W przeprowadzonych obliczeniach wykazatem zalezno$¢ na poziomie
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istotnosci statystycznej pomiedzy wzrostem ekspresji uPA w podgrupie 1.2 a rozlegtoscia

przerzutéw w kregostupie.

Tabela 47. Poréwnanie wartosci median wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej z rozlegtoscig przerzutow
nowotworowych w kregostupie

Analizowani chorzy MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Grupa I, n=60 1 1 ! 1 1 1 p=0,05"
Podgrupa 1.1, n=15 1 1 ! ! ! 1
Podgrupa 1.2, n=15 ! 1 1 1 t p=0,04" | t
Podgrupa 1.3, n=15 1 ! 1 1 1 1

*t wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany
* *test Manna Whitneya

ZaleznoSci pomiedzy wartoSciami median wskaznikéw biochemicznych kaskady
nowotworowej w grupie | i podgrupach: 1.1, 1.2 a obecnoScig przerzutow w szkielecie
kostnym, przedstawia tabela 48. Podwyzszong ekspresje wskaznikow MMP2, CD44, OPN
I obnizong MMP9 odnotowatem w grupie | i w podgrupach 1.1, 1.2 (badania wykazaty
zaleznosci na poziomie istotnoSci statystycznej pomiedzy aktywnoscia MMP2, CD44
a obecnoscig przerzutow nowotworowych w szkielecie kostnym w grupie 1). W zakresie

aktywnosci tPA, uPA takich zaleznosci nie wykazatem.

Tabela 48. Por6wnanie wartosci median wskaznikéw biochemicznych kaskady nowotworowej, a obecno$cig przerzutow
nowotworowych w szkielecie kostnym

Analizowani chorzy MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Grupa I, n=60 v 1 p=0,04" 1 p=0,04 ! 1p=0,003 1
Podgrupa 1.1, n=15 ! 1 1 ! ! 1
Podgrupa 1.2, n=15 ! 1 1 1 1 1
Podgrupa 1.3, n=15 o

"t wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany
*test Manna Whitneya
**u wszystkich chorych byty przerzuty w szkielecie kostnym

Zalezno$ci pomiedzy wartoSciami median wskaznikéw biochemicznych kaskady
nowotworowej w grupie | i podgrupach: 1.1, 1.2, 1.3 a zaawansowaniem choroby
nowotworowej w skali Tokuhaschi przedstawia tabela 49. Wzrost wartosci median
wskaznikdbw MMP9 i uPA (z wyjatkiem podgrupy 11.2) odnotowatem w grupie | i wszystkich
badanych podgrupach (korelacje te nie wykazaty istotnosci statystycznych). W zakresie
aktywnosci MMP2, CD44, tPA takich zaleznosci nie wykazatem.

72



Tabela 49. Poréwnanie wartosci median wskaznikow biochemicznych ze skalg Tokuhaschi

Analizowani chorzy MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Grupa I, n=60 17 ! ! 1 p=0,05" | t !
Podgrupa 1.1, n=15 1 ! 1 1 1 1
Podgrupa 1.2, n=15 1 ! ! ! ! 1 p=0,03"
Podgrupa 1.3, n=15 1 1 ! ! 1 1

e Mo Wy 2 ESzeni vartose medieny

Zalezno$ci pomiedzy wartoSciami median wskaznikéw biochemicznych kaskady
nowotworowej w grupie | i podgrupach: 1.1, 1.2, 1.3 a stanem immunologicznym wg skali de
Walda przedstawia tabela 50. Wzrost wartosci median wszystkich badanych wskaznikdw:
MMP9, MMP2, CD44, tPA, uPA i OPN wykazatlem w grupie | i wszystkich badanych
podgrupach. Przeprowadzone obliczenia statystyczne wykazaly zaleznosci na poziomie
istotnosci pomiedzy wzrostem stezenia CD44, tPA w grupie | i tPA, uPA w podgrupie 1.2

a stanem immunologicznym chorych.

Tabela 50. Poréwnanie wartosci median wskaznikow biochemicznych ze skalg De Walda

Analizowani chorzy MMP9 MMP2 CD44 tPA uPA OPN
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
Grupa I, n=60 1 1 1 p=0,04" | t p=0,00 1 1 p=0,03
Podgrupa 1.1, n=15 1 1 1 1 1 1
Podgrupa 1.2, n=15 1 1 1 t p=0,03" | t p=0,03 | 1
Podgrupa 1.3, n=15 o

"t wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany
*test Manna Whitneya
** brak mozliwosci sklasyfikowania chorych w skali De Walda

Zalezno$¢ na poziomie istotnosci statystycznej (zalezno$¢ monotoniczna Spearmana)
wykazatem pomiedzy MMP9 w podgrupie 1.3 i MMP2 w podgrupie 1.2 a poziomem wapnia
zjonizowanego we krwi (ryc. 44).

Zalezno$ci na poziomie istotnoSci statystycznej wykazatem pomiedzy aktywnosciag
tPA, uPA, OPN w grupie I i pomiedzy OPN w podgrupach 1.1 i 1.3 a poziomem aktywnosci
fosfatazy zasadowej (ryc. 47).

ZaleznoSci pomiedzy wartoSciami median wskaznikéw biochemicznych kaskady
nowotworowej w grupie | leczeniem

I podgrupach: 1.1, 1.2, 1.3 a zastosowanym

onkologicznym przedstawia tabela 51. Podwyzszong ekspresje wskaznikow MMP2, uPA
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i obnizong MMP9, OPN odnotowatem w grupie I.

Wykazatem zaleznoSci na poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy aktywnoscig
MMP9, MMP2 i OPN a zastosowang radioterapig i OPN a zastosowaniem bifosfonianow.
Obnizong ekspresje MMP9 i tPA wykazatem u chorych z przerzutami z nerki (podgrupa I.1).
Obliczenia statystyczne wykazaty zalezno$¢ na poziomie istotnosci pomiedzy stezeniem
MMP9 a zastosowaniem radioterapii i pomiedzy aktywnoscig MMP9 i tPA a zastosowaniem
bifosfonianow.

Spadek ekspresji tPA i OPN i wzrost ekspresji uPA wykazatem u chorych
z przerzutami z piersi (podgrupa 1.2). Nie wykazalem zaleznosci na poziomie istotnosci
statystycznej pomiedzy stezeniem tPA, OPN i uPA a poszczegblnymi sposobami leczenia

onkologicznego u chorych na raka piersi z przerzutami nowotworowymi.

Tabela 51. Korelacja pomiedzy wartosciami median wskaznikéw biochemicznych, a zastosowanym leczeniem

onkologicznym

Analizowani chorzy

MMP9
(ng/ml)

MMP2
(ng/ml)

CD44
(ng/ml)

tPA
(pg/ml)

uPA
(pg/ml)

OPN
(pg/ml)

Grupa I, n=60

chemioterapia

¥

!

1

radioterapia

| p=0,004"

t p=0,013

1p=0,004

hormonoterapia

!

1

bifosfoniany

!

1

| p=0,03

Podgrupa 1.1, n=15

chemioterapia

radioterapia

1 p=0,01"

hormonoterapia

++

bifosfoniany

| p=0,03"

Podgrupa 1.2, n=15

chemioterapia

1t p=0,04"

radioterapia

I p=0,01"

hormonoterapia

bifosfoniany

Podgrupa 1.3, n=15

chemioterapia

radioterapia

hormonoterapia

bifosfoniany

"t wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany

*test Manna Whitneya

++ nie byfa zastosowana hormonoterapia
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6.2. Poréwnanie aktywnosci wskaznikow kaskady osteoklastogenezy

Poréwnanie warto$ci median wskaznikdw biochemicznych kaskady osteogenezy
nowotworowej w grupie | — chorzy z przerzutami nowotworowymi do kregostupa i ustalonym
ogniskiem pierwotnym nowotworu i podgrupach: 1.1 — chorzy na raka nerki z przerzutami do
kregostupa, 1.2 — chore na raka piersi z przerzutami do kregostupa, 1.3 — chorzy
na raka prostaty z przerzutami do kregostupa w odniesieniu do podgrup kontrolnych (tabela
52). Wartosci median OPG byty podwyzszone w grupie | i podgrupach: 1.1, 1.2, 1.3 (zalezno$¢
na poziomie istotnosci statystycznej stwierdzitem pomiedzy grupg I, a grupg kontrolng II).
Aktywnosci RANK (za wyjatkiem podgrupy 1.2) i RANKL (za wyjatkiem podgrupy 1.3) byty
tez podwyzszone. W badaniach statystycznych wykazatem zalezno$¢ na poziomie istotnosci
w zakresie aktywnosci RANKL pomiedzy podgrupa 1.2 a podgrupg kontrolna II.

Tabela 52. Por6wnanie wartosci median wskaznikow biochemicznych kaskady osteoklastogenezy nowotworowej
w zaleznosci od ogniska pierwotnego nowotworu

Wskazniki biochemiczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (ng/ml)
Grupa | n=60 1 1 1
p=0,01
Podgrupa 1.1, n=15 1 1 1
Podgrupa 1.2, n=15 ! 1 1
p=0,01"
Podgrupa 1.3, n=15 1 ! 1

*t wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany
*test Manna Whitneya

Zaleznosci  pomiedzy  wartosciami  median  wskaznikdw  biochemicznych
osteoklastogenezy nowotworowej w grupie | i podgrupach: 1.1, 1.2, 1.3 a rozlegtoscig
przerzutow nowotworowych w kregostupie przedstawia tabela 53. Obnizone warto$ci median
wskaznika RANKL odnotowatem we wszystkich analizowanych grupach (korelacja ta nie
wykazata istotnosci statystycznej). Podobnej zaleznosci i innych nie stwierdzitem pomiedzy
RANK i OPG a rozlegtoscig przerzutow nowotworowych w kregostupie.

Tabela 53. Zaleznosci pomiedzy wartosciami median wskaznikéw biochemicznych, a rozlegtoscig przerzutéw
nowotworowych w kregostupie

Wskazniki biochemiczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (ng/ml)
Grupa | n=60 1" ! !
Podgrupa 1.1, n=15 ! ! 1
Podgrupa 1.2, n=15 1 ! 1
Podgrupa 1.3, n=15 ! ! 1

't wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany
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Zaleznosci  pomiedzy  wartosciami  median  wskaznikdw  biochemicznych
osteoklastogenezy nowotworowej w grupie | i podgrupach: 1.1, 1.2, 1.3 a obecnoscig
przerzutbw w szkielecie kostnym przedstawia tabela 54. Obnizone wartosci median
wskaznika OPG odnotowatem w grupie | i w podgrupach 1.1, 1.2. Przeprowadzone obliczenia
nie wykazaty istotnosci statystycznej pomiedzy aktywnoscig OPG a obecnoscig przerzutéw
w innych czesciach szkieletu kostnego.

Tabela 54. Poréwnanie wartosci median wskaznikéw biochemicznych z obecnoscig przerzutéw nowotworowych w szkielecie
kostnym

Wskazniki biochemiczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (ng/ml)
Grupa | n=60 1 1 !
Podgrupa 1.1, n=15 ! 1 !
Podgrupa 1.2, n=15 1 ! !
Podgrupa 1.3, n=15 T - -

1 wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany
** u wszystkich chorych z przerzutami nowotworowymi do kregostupa obecne byty przerzuty w innych czesciach szkieletu kostnego

Zaleznosci  pomiedzy  wartosciami  median  wskaznikdw  biochemicznych
osteoklastogenezy nowotworowej w grupie | i podgrupach: 1.1, 1.2, 1.3 a zaawansowaniem
choroby nowotworowej w skali Tokuhaschi przedstawia tabela 55. Wzrost ekspresji
wskaznika RANK odnotowatem w grupie | i wszystkich badanych podgrupach, ale nie
wykazatem korelacji na poziomie istotnosci statystycznej. W zakresie aktywnosci OPG
(z wyjatkiem podgrupy 1.1) stwierdzitem spadek ekspresji, ale tez nie wykazatem korelacji na
poziomie istotnosci statystycznej pomiedzy aktywnoscig OPG a zaawansowaniem choroby
w skali Tokuhaschi.

Tabela 55. Poréwnanie wartosci median wskaznikow biochemicznych ze skalg Tokuhaschi

Wskazniki biochemiczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (ng/ml)
Grupa | n=60 1 1 !
Podgrupa 1.1, n=15 1 ! 1
Podgrupa 1.2, n=15 1 ! !
Podgrupa 1.3, n=15 1 1 !

"t wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany
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ZaleznoSci  pomiedzy  wartosciami  median  wskaznikdw  biochemicznych
osteoklastogenezy nowotworowej w grupie | i podgrupach: 1.1, 1.2 a skalg de Walda
przedstawia tabela 56. Wzrost ekspresji wskaznikbw RANK, RANKL i OPG wykazatem
w grupie | i wszystkich podgrupach (za wyjatkiem OPG w podgrupie 1.1). Przeprowadzone
obliczenia statystyczne wykazaty zaleznoSci na poziomie istotnosci pomiedzy wzrostem

stezenia RANKL, a stanem immunologicznym chorych.

Tabela 56. Por6wnanie wartosci median wskaznikow biochemicznych ze skalg De Walda

Wskazniki biochemiczne RANK (ng/ml) RANKL (ng/ml) OPG (ng/ml)
Grupa | n=60 1 1t p=0,04" 1
Podgrupa 1.1, n=15 1 1 !
Podgrupa 1.2, n=15 1 1 1
Podgrupa 1.3, n=15 7 _ _

*t wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany
*test Manna Whitneya
** brak mozliwosci sklasyfikowania chorych w skali De Walda

Zalezno$¢ na poziomie istotnosci statystycznej (zalezno$¢ monotoniczna Spearmana)
wykazatem pomiedzy OPG w podgrupie 1.3, a poziomem wapnia zjonizowanego we krwi
(ryc. 48). ZaleznoSci na poziomie istotnosci statystycznej (zalezno$¢ monotoniczna
Spearmana) wykazatem pomiedzy aktywnosciag RANK w grupie |, podgrupach 1.1, 1.2
i pomiedzy OPG, w grupie | a poziomem aktywnosci fosfatazy zasadowej (ryc. 51).

Zaleznosci  pomiedzy  wartosciami  median  wskaznikdw  biochemicznych
osteoklastogenezy nowotworowej w grupie | i podgrupach: 1.1, 1.2, 1.3 a zastosowanym
leczeniem onkologicznym przedstawia tabela 57. Obnizong ekspresje wskaznika RANKL
odnotowalem w podgrupie | 2. Nie wykazalem zaleznosci na poziomie istotnosci
statystycznej pomiedzy aktywnosciag RANKL a zastosowang chemioterapig, radioterapia,
hormonoterapig i bifosfonianami, w podgrupie 1.2. Obnizong ekspresje wskaznika OPG,
wykazatem u chorych w grupie | i podgrupach: 1.2, 13. Obliczenia statystyczne wykazaty
zalezno$¢ na poziomie istotnosci pomiedzy stezeniem OPG a zastosowaniem bifosfoniandw,

w podgrupie 1.3.
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Tabela 57. Por6éwnanie
onkologicznym

wartosci  median wskaznikéw biochemicznych,

a zastosowanym

leczeniem

Analizowani chorzy

RANK (ng/ml)

RANKL (ng/ml)

OPG (ng/ml)

Grupall, n=60

chemioterapia

T+

radioterapia

hormonoterapia

bifosfoniany

Podgrupa 1.1, n=15

chemioterapia

radioterapia

p=0,03+

hormonoterapia

++

bifosfoniany

Podgrupa 1.2, n=15

chemioterapia

radioterapia

hormonoterapia

bifosfoniany

Podgrupa 1.3, n=15

chemioterapia

radioterapia

hormonoterapia

i

p=0,003+

bifosfoniany

| p=0,04+

't wzrost wartosci mediany, | zmniejszenie wartosci mediany

*test Manna Whitneya

** brak mozliwosci sklasyfikowania chorych w skali De Walda
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7. Dyskusja

Ztozone sg procesy komorkowe i molekularne w kaskadzie i osteoklastogenezie
nowotworowej. Niektore zmiany ogdlnoustrojowe zwigkszajg ryzyko rozsiewu choroby. Do
takich czynnikow nalezg: stres, zabiegi chirurgiczne, radioterapia i inne. Poznanie roli
nowotworowych  komoérek  macierzystych, przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego
i immunosupresji w procesie onkogenezy jest jednym z priorytetow wspoéiczesnej medycyny
[119, 137].

Nowotworowe  komorki  macierzyste sg  populacjg  niezréznicowanych,
samoodnawiajgcych sie komdrek w guzie nowotworowym, sg odpowiedzialne za wzrost guza
i tworzenie wtornych ognisk nowotworu. Podobnie jak inne komérki macierzyste funkcjonuja
w otoczeniu innych komdrek organizmu tzw. niszy, skad czerpig sygnaty do réznicowania
i proliferacji. Zaburzenia w szlakach sygnatowych pomiedzy nowotworowymi komaorkami
macierzystymi a niszg, wynikajgce m.in. z nabytych mutacji onkogennych, moga prowadzi¢
do niekontrolowanych podziatdw komorek macierzystych i ich uniezaleznienia od pierwotnej
niszy lub zajmowania nowego mikrosrodowiska [150].

Coraz wiecej danych wskazuje na to, iz gltbwng przyczyng progresji nowotworu jest
przejscie epitelialno-mezenchymalne (EMT), podczas ktdrego zmianie ulega synteza szeregu
bialek uwarunkowana, miedzy innymi, zmianami profilu ekspresji kodujgcych je gendw.
Proces przejscia epitelialno-mezenchymalnego jest bezposrednio zwigzany z r6znicowaniem
oraz zaburzeniami rdznicowania komaorek macierzystych, utratg ich charakterystycznych
wiasnosci, a takze wzrostem ich migracji. Nalezy dodac, iz EMT pobudza skfadniki macierzy
komdrkowej i aktywuje kaskady sygnatowe [140]. Gos i wsp. — 2009 opisujg w swojej pracy
wptyw EMT na zmiane fenotypu komarki nablonkowej, co jest SciSle zwigzane ze wzrostem
inwazyjnosci komoérek. Do czynnikow kontrolujgcych ten proces nalezg miedzy innymi:
TGF-B, Wnt i FGF. Markery, ktérych synteza wzrasta najbardziej na skutek przejscia EMT,
to rézne biatka, MMP oraz czynniki transkrypcyjne, co znajduje potwierdzenie w badaniu
wiasnym.

Molekularnym zmianom podczas EMT towarzyszg zmiany morfologiczne, ktorych
efektem jest zmiana fenotypu epitelialnego na mezenchymalny. Po utworzeniu przerzutu
komorki nowotworowe ulegajg procesowi odwrotnemu — MET (przejscie mezenchymalno —
epitelialne) [133]. Obserwujgc wyniki uzyskane w kaskadzie nowotworowej w badaniu
wihasnym, najwyzszg ekspresje w przypadku metaloproteinaz z przerzutami nowotworowymi,

m.in. chorych na raka nerki, piersi i prostaty do kregostupa odnotowano w przypadku
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metaloproteinazy 2. Pomimo wykazania, przez innych autorOw znacznego wptywu ekspresji
MMP9 na tworzenia przerzutdw, w mojej analizie byt to czynnik wykazujacy najnizsza
ekspresje [8, 34].

Potwierdzenie wptywu ekspresji analizowanych enzyméw na powstawanie zmian
nowotworowych mozna znalezé w wielu doniesieniach naukowych. Liu B. i wsp. [80]
wskazujg MMP1, MMP2, MMP3, MMP9 i MMP13 jako czynniki zwigzane z powstawaniem
przerzutdow nowotworowych. Sposréd nich wyrdzniajg MMP2 oraz MMP9 jako przyczyne
powstawania ognisk wtornych w kosci. MMP2 jest wydzielana przede wszystkim przez
fibroblasty i osteoblasty oraz uczestniczy w procesie aktywacji MMP13 i niszczenia btony
podstawnej, podczas gdy MMP9, wydzielana gtdwnie przez osteoklasty i komorki systemu
immunologicznego, w tym makrofagi i neutrofile, jest zwigzana z procesem rozrostu guza.
Oba enzymy majg zdolno$¢ rozszczepiania kolagenu typu I, 1l, V i odgrywajg istotng role
w degradacji macierzy kostnej [80]. We wiasnej analizowanej grupie chorych stwierdzono
ekspresje MMP2 i MMP9 jako charakterystyczng dla przerzutow raka piersi i prostaty do
kregostupa.

Jak podkresla Tauro i wsp. [138] przerzuty do kosci, w tym do kregostupa, sg czeste
w rozwoju raka piersi i siegajag okoto 80%. W nowotworach prostaty, przerzuty do kosci
wystepujg u prawie 90% chorych (6). Wedtug badaczy, podwyzszona ekspresja MMP2 jest
Scisle powigzana ze stopniem agresji komorek rakowych oraz przezywalnoscig [17, 138].
Prowadzili oni badania nad poziomem ekspresji MMP2 i MMP9, ktorych wydzielanie
zwigzane jest z powstawaniem przerzutowych komérek nowotworowych, zwtaszcza do kosci.
Pod uwage wzieto dwie linie komdrkowe u pacjentek z nowotworem piersi - MDA-MB-231
i MCF-7 oraz linie kontrolng HS578Bst — zdrowe komorki przylegajace do nowotworu na
odcinku 10 cm. Prébki zostaty pobrane od 80 chorych oraz 40 tkanek z grupy kontrolnej
i zbadane przy pomocy IHC. Wyzsza ekspresja obu markeréw zostata odnotowana
w komérkach nowotworowych, u 83,75% kobiet (p<0.01). Jest to kolejny dowdd na to,
ze badanie ekspresji markeréw stuzy jako istotny czynnik prognostyczny w nowotworze
piersi i jest bezpo$rednio zwigzany ze zmianami nowotworowymi oraz przerzutowymi
kregostupa.

Tauro i wsp. — 2017 uwazajg, ze odpowiednio dobrane inhibitory MMP2 i innych
metaloproteinaz moga poprawi¢ wyniki leczenia przerzutow nowotworowych do kosci.

W grupie chorych w badaniu wtasnym, zwiekszona ekspresja MMP2 miata miejsce
rowniez u pacjentéw ze zmianami przerzutowymi do kregostupa w raku nerki. Nie wykazano

jednak istotnosci statystycznej pomiedzy grupg chorych z przerzutami i bez. Istniejg jednak
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publikacje, w ktdrych wykazano istotng korelacje pomiedzy ekspresja MMP2 a przerzutami
do kosci [8, 34, 77].

Wang i wsp. — 2015 wykazali istotnos¢ statystyczng p<0,05 badajac wptyw ekspresji
EZH2, MMP2 i TIMP2 na powstawanie zmian przerzutowych do kregostupa u pacjentow
z rakiem nerki. Analizujgc doniesienia na temat przerzutdbw do kosci, nalezy podkreslié
ogromne znaczenie wskaznikow biochemicznych jako czynnikéw prognostycznych,
mogacych wptyng¢ na leczenie chorych. W badaniu przeprowadzonym przez Woodwarda
i wsp. 2011 na grupie 803 chorych z rakiem nerki, przerzuty do kosci pojawity sie u 32%
pacjentow. Na podstawie analizy piSmiennictwa, Santini i wsp. — 2013 dowiedli, ze Sredni
czas pojawienia sie przerzutu do kosci u pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem nerki wynosi
Srednio 25 miesiecy (10).

Biorgc pod uwage badania nad ekspresjg genéw kodujacych MMP w raku ptuc mozna
zauwazy¢, iz skupiaja sie one w wiekszosci na analizie zwigzanej z MMP2 oraz MMPO.
Genom kodujacym inne metaloproteinazy poswieca sie mniej uwagi, poniewaz odgrywajg
wazna role zarowno w zdrowych tkankach, jak i procesach patologicznych. W dostepnych dla
mnie pracach wykazano, ze poziom ekspresji np. MMP3, MMP8, MMP12, MMP13, MMP15
czy MMP28 pozostaje czesto taki sam, zarbwno w przypadku komdrek zdrowych, jak
i dotknietych nowotworem [78]. Geny, ktorych ekspresja jest podwyzszona w tkance
nowotworowej w raku ptuc, obejmujg: MMP1, MMP2, MMP7, MMP9, MMP12 oraz
MMP14 [8]. W badaniu przeprowadzonym przez Gokaslana i wsp. 1998 wykazano wyzszg
ekspresje MMP9 u 0s6b z nowotworem ptuc niz u oséb ze zdiagnozowanym rakiem piersi,
tarczycy i nerki. Ekspresja MMP2 i MMP9 zwieksza sie wraz ze stopniem zaawansowania
nowotworu w przypadku nowotworu ptuc [8].

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach poziom MMP9 byt podwyzszony
u chorych z nowotworami nerki, piersi i prostaty oraz wedtug kryterii skali Tokuhashi wraz
z zaawansowaniem choroby nowotworowej, natomiast poziom MMP2 byt u nich obnizony.
Pomimo, ze powyzsza korelacja nie byla na poziomie istotnosci statystycznej, oznaczanie
tych markeréw moze odzwierciedlac stopien zaawansowania choroby nowotworowe;j.

Kolejnym ciekawym spostrzezeniem jest obnizenie poziomu MMP9 u chorych
z przerzutami do kregostupa z nerki i piersi, ktérzy byli leczeni chemioterapia, radioterapig
i bifosfonianami. Korelacje na poziomie istotnosci statystycznej odnotowatem u chorych na
raka nerki z przerzutami do kregostupa leczonych radioterapig (p<0,01) i bifosfonianami
(p<0,05). Oznaczenie MMP9 w tych podgrupach chorych moze by¢ przydatne

W monitorowaniu leczenia.
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Osteopontyna jest jednym z markeréw z wyboru przy monitorowaniu leczenia
choroby nowotworowej, dzieki ktéremu mozna kontrolowa¢ proces namnazania komérek
nowotworowych. Dane otrzymane w badaniu wiasnym pozwalajg potwierdzi¢ zwigzek
zachodzacy pomiedzy zwiekszonym stezenie OPN a progresjg choroby.

W literaturze mozna znalez¢ informacje na temat zwigzku nadekspresji OPN
z tworzeniem przerzutdw nowotworowych w wielu narzadach. W przypadku nowotworu
piersi, jajnika i prostaty OPN wigze sie do powierzchownych integryn avpl, avf5, avfe,
avp3, co skutkuje zwiekszeniem adhezyjnosci komorek oraz ich migracji. W przypadku raka
ptuc OPN bierze udziat w wigzaniu CD44 z integrynami, aktywuje FAK, Pi3K i AKT oraz
wzmacnia dziatanie VEGF. OPN jest zwigzana ze zwiekszonym uwalnianiem
metyloproteinaz w przypadku nowotworu mdzgu, watroby, trzustki, jelita grubego, jajnika,
prostaty oraz $linianek, a co za tym idzie z progresjg nowotworu [14, 67, 112, 156].

Et-Tanani i wsp. — 2006 potwierdzajg swojg analizg prawidtowos¢ o korelacji wzrostu
poziomu OPN z powstaniem nowotworu oraz tworzeniem zmian przerzutowych do innych
narzadow [40].

W badaniu wiasnym wykazano podwyzszong ekspresje OPN u chorych z przerzutami
do kregostupa, w poréwnaniu z grupg chorych bez ognisk wtérnych, niezaleznie od
lokalizacji ogniska pierwotnego (p<0,01). Podwyzszone wartosci OPN korelowaty w mojej
analizie z rozlegtoscig przerzutéw nowotworowych w kregostupie (p<0,05) i skalg De Wlada
(p<0,03).

Podwyzszony poziom OPN wykazatem tez u chorych z obecnosScig przerzutow
w innych czesciach szkieletu kostnego, ale nie wykazatem korelacji na poziomie istotnosci
statystycznej. Podobne wyniki otrzymat Ramankulov i wsp. — 2007 w badaniach na grupie 80
pacjentéw z rakiem nerki u ktorych wystapity przerzuty. Badanie wykazato istotnie wyzszy
poziom stezenia OPN. Wysoki poziom OPN wigzat sie réwniez z krotkg przezywalnoscig
[112].

Stezenie OPN czesto jest czynnikiem prognostycznym w przypadkach wystapienia
kostnych zmian przerzutowych w nowotworach piersi, prostaty, ptuc czy szyjki macicy [67].
Potwierdzajg to moje wyniki badan, u chorych o lepszym rokowaniu mediana wartosci OPN,
w przypadkach przerzutow do kregostupa z nerki i piersi, byfa nizsza niz u chorych, u ktérych
obserwowano pogorszenie lub zgon, ale nie wykazalem zalezno$ci na poziomie istotnosci
statystycznej.

Ramankulov i wsp. — 2017 sugeruje uzaleznienie procesu terapeutycznego raka piersi
i prostaty w zaleznosci od poziomu OPN. W przypadku raka prostaty wynika to z faktu,
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ze stezenie OPN zmienia sie rownolegle ze stopniem zaawansowania nowotworu [112].

Na podstawie analiz, Pio i wsp. 2017 wykazali istotng statystycznie réznice (p<0.05)
pomiedzy nadekspresja OPN a zmianami przerzutowymi do kos$¢ca w raku piersi [106].

Pojawity sie sugestie dotyczace redukcji stezenia OPN na poziomie RNA. Niektorzy
twierdza, iz badania, ktére majg na celu poszukiwanie sposobéw zahamowana wydzielania
OPN mogloby przyczyni¢ sie do spowolnienia czy zahamowania rozwoju choroby
nowotworowej. Do tej pory podano dwa potencjalne sposoby wdrozenia rozwigzania tego
problemu, a mianowicie poprzez rozkfad rybozymow oraz hybrydyzacje antysensownych
oligonukleotydéw. Jednakze, obie metody zawierajg ograniczenia  wynikajgce
z trudnosci dostarczenia leku na bazie kwasu nukleinowego do poziomu
wewnatrzkomérkowego. Podjeto proby inhibicji OPN przy uzyciu przeciwciat oraz peptydow
syntetycznych [19, 67, 106, 147].

Kolejne analizy w mojej pracy obejmowaty ekspresje wskaznika CD44. Rezultaty
badania wiasnego pozwalajg na stwierdzenie zwigzku pomiedzy ekspresjg CD44 a obecnoscig
przerzutow do kregostupa. W badaniu wykazano podwyzszony poziom CD44 u chorych
z przerzutem do kregostupa w odniesieniu do chorych z grupy kontrolnej. Analiza ekspresji
CD44 wykazata podwyzszone wartosci wraz z zaawansowaniem choroby w skali De Walda,
a w grupie | zalezno$¢ byta na poziomie istotnosci statystycznej (p<0,04). W moich
badaniach wykazatem podwyzszony poziom CD44 u chorych leczonych bifosfonianami.
Korelacja ta dla og6tu chorych i dla pacjentek z przerzutami z raka piersi byla na poziomie
istotnosci statystycznej, odpowiednio p< 0,01 i p < 0,05.

Ekspresja CD44 moze wykazywac odwrotng korelacje z ryzykiem rozwoju przerzutow
nowotworowych. Na podstawie mojego materiatu wykazatem lepsze rokowanie u chorych
z podwyzszonym poziomem CD44 zaréwno dla ogétu chorych i w poszczegbinych
podgrupach, jednak te zaleznosci nie byty na poziomie istotnosci statystycznej. W raku szyjki
macicy stwierdzono, ze wysoki poziom receptora CD44 hamuje powstawanie przerzutow
[98]. Podobnie w raku piersi, interakcja hialuronian — CD44 chronita przed wystagpieniem
przerzutow [21, 83]. W nowotworach prostaty podwyzszona ekspresja CD44 sprzyja
wystepowaniu przerzutow [35].

Wyniki badan przedstawione w literaturze pozwalajg potwierdzi¢ wptyw ekspresji
czasteczek CD44 jako czynnika prognostycznego i progresji raka piersi. Morris i wsp. — 2001
wyrdzniajg intensyfikacje amplifikacji wariantu polimorficznego V6 (typ CD44) jako
negatywny czynnik prognostyczny w raku piersi [88]. Podobne uwagi mozna znalez¢ w pracy
autorstwa Sheen-Chen i wsp. — 1999 na temat udziatu antygenu CD44 w rozwoju guza
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i powstawaniu przerzutow nowotworowych, w szczegdlnosci do kosci [121].

Mrochem i Bartnik — 2008 zauwazajg znaczacg role wigzania CD44 z OPN
w powstawaniu przerzutow. Wigzanie to indukuje migracje komorek nowotworowych oraz
inwazje tkanek [89]. Glikoproteina CD44 kontroluje transdukcje sygnatu. 1zoformy CD44
uczestnicza w szlakach sygnatowych, od sygnatéw indukowanych przez czynnik wzrostu do
szlakdw regulowanych przez Wnt. Rola czionkéw rodziny CD44 w progresji guza
i przerzutach jest najprawdopodobniej zwigzana z funkcjg réznych izoform jako centrow
sygnatowych [98].

Kolejnym analizowanym wskaznikiem biochemicznym potencjatu przerzutowego
W mojej pracy jest aktywator plazminowy typu urokinazowego (UPA). W badaniu wiasnym
wykazatem obnizong jego aktywno$¢ w pordwnaniu z grupg kontrolng, poza podgrupa
chorych na raka prostaty z przerzutem nowotworowym. Udowodnitem istotno$¢ statystyczng
poréwnujac wartosci median uPA ze skalg De Walda (p<0,05) i rozlegtoscig przerzutow
w kregostupie (p<0,05) w odniesieniu do podgrupy pacjentek z rakiem piersi. W tej
analizowanej podgrupie ekspresja uPA byla podwyzszona wraz z zaawansowaniem zmian
przerzutowych w kregostupie i zaawansowaniem choroby w skali De Walda. U chorych
z korzystnym rokowaniem odnotowalem podwyzszone wartosci median uPA dla ogdtu
chorych i podgrupie z nowotworem nerki, natomiast w podgrupach z nowotworami piersi
i prostaty mediany byly obnizone (nie stwierdzitem zaleznoSci na poziomie istotnosci
statystycznej).

Subramian i wsp. 2006 oraz Croucher i wsp. 2007 i wsp. wysuneli wniosek, iz uPA
jest odpowiedzialne za powstawanie ognisk wtérnych i naciekanie sgsiednich komérek
u kobiet z rakiem piersi. Dzieje sie tak na skutek degradacji macierzy zewnatrzkomérkowej,
zaburzen kontroli adhezji i migracji komorek oraz aktywizacji angiogenezy [30, 135].
Qin i wsp. — 2008 dodajg, ze obnizenie ekspresji inhibitora PAI-1 w potgczeniu
z nadeskpresjg UPA jest cechg charakterystyczng dla raka piersi o wolniejszym przebiegu
[100].

Kolejnym poddanym analizie aktywatorem plazminogenu jest typ tkankowy — tPA.
Jakubiszyn i wsp. — 2006 wyszczegolniajg tPA jako jeden z elementdéw biorgcych udziat
w powstaniu i przerzutu nowotworu. Dodajg, ze znacznie podwyzszone stezenie PAI-1,
u-PAR i tPA jest cechg charakterystyczng dla nowotworow ztosliwych [65]. Dane otrzymane
w badaniu wiasnym pokazujg wptyw ekspresji tPA jako czynnika charakterystycznego dla
przerzutdw nowotworowych do kregostupa. We wszystkich badanych podgrupach wykazano
wzrost ekspresji t-PA. Dla ogbtu chorych z przerzutami do kregostupa a grupa kontrolng
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wykazatem zalezno$¢ na poziomie istotnosci statystycznej (p<0,001).

Chigira i Shinozaki 1990 opublikowali wyniki badan przeprowadzonych na 26
pacjentach z przerzutami do kosci i 9 z guzem pierwotnym, majgcych na celu ustalenie
ekspresji wybranych markerow. Pod uwage wzieli tPA, CA 15-3, CA 19-9, antygen raka
ptaskonabtonkowego (SCA Ag), CEA, alfa-fetoproteine (AFP) i sterczowg fosfataze kwasng
(PAP). U 19 pacjentow z przerzutami do kosci wykazano nadekspresje co najmniej jednego
ze wskaznikdbw. Najczulszym markerem w diagnostyce i prognozowaniu zmian
przerzutowych okazat sie by¢ tPA. W przypadku raka piersi, oprocz tPA, najwyzszg ekspresje
wykazat CA 15-3 [23].

W badaniu wiasnym potwierdzono wzrost ekspresje tPA u pacjentek z rakiem piersi
porébwnujac wartosci median wskaznikow kaskady nowotworowej ze skalg De Walda
(p=0,03) i z rozlegtoscig przerzutdw nowotworowych w kregostupie (p<0,04). U wszystkich
chorych, u ktérych stosowano bifosfoniany, obserwowano spadek ekspresji tPA, a réznica
w grupie | i podgrupie 1.1 (przerzuty z nerki), u chorych u ktérych stosowano i nie stosowano
bifosfonianéw, byla na poziomie istotnosci statystycznej, odpowiednio p<0,01 i p< 0,05.

Od czasu odkrycia w 1989 roku, VEGF jest uwazany za najwazniejszy czynnik
angiogeniczny, zarowno w tkankach zdrowych, jak i stanach patofizjologicznych. Udziat
VEGF w przebiegu choréb nowotworowych jest opisany w wielu pracach. Kajdaniuk i wsp. —
2011 opisujg ekspresje naczyniowo-srodblonkowego czynnika wzrostu w przebiegu
nowotworow i aktywacji proceséw przerzutowych, zaznaczajac, ze stopien ekspresji
wskaznika jest $ciSle zwigzany ze stopniem agresji guza i rokowaniem [68]. Trwajg badania
nad terapig antyangiogenna. Giownym zatozeniem terapii jest zastosowanie odpowiednich
inhibitorow VEGF, ktére majg blokowac receptory tkanek nowotworowych i przekazywanie
sygnatéw proangiogennych [103, 154].

W badaniu wiasnym, aktywno$¢ VEGF;gsb nalezy uzna¢ za nieoznaczalng. Woolard
i wsp. 2004 zajeli sie wnikliwg analizg wptywu VEGFiesb na procesy komdrkowe. Wedtug
autorow, VEGFgsb hamuje aktywacje receptora VEGFR-2, a tym samym obniza przeptyw
sygnatu VEGFR-2, aktywacje MAPK i procesy angiogenezy [153].

W swojej pracy Peiris-Pages — 2012 skupita sie m.in. na ocenie ekspresji VEGFigsb
w nowotworach. Autorka podaje, iz w badaniach przeprowadzonych na myszach,
nadekspresja VEGFgsb byta czynnikiem op6zZniajagcym rozwdj czerniaka, guza nerki, jelita
I prostaty. Rekombinant ludzkiego genu rhVEGF;6sb podany myszom zadziatat podobnie, co
wskazuje na potencjat wskaznika jako czynnika antynowotworowego. Jednakze, wydaje sie
by¢ to prawdopodobne tylko w przypadku pacjentéw z wysoka ekspresja VEGF. Nieustannie
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trwajg badania i ukazujg sie publikacje, w ktorych wymienia sie VEGFigsb jako czynnik
antyangiogenny, ktérego odpowiednie wykorzystanie moze sta¢ sie waznym czynnikiem
prognostycznym w przypadku powstawania i leczenia nowotwor6w oraz zmian
przerzutowych [103]. W kontekscie wynikow powyzszych badan obserwacje powstate
W niniejszej pracy wskazujg na znaczne zaawansowanie procesu nowotworowego
w ocenianej grupie chorych, u ktorych doszio do rozwoju przerzutbw. W zwigzku
z powyzszym dla powstawania przerzutow istotne znaczenie wydaje sie mie¢ calkowite
zahamowanie produkcji VEGF165. Ponadto w niniejszej pracy obserwowano tendencje do
rozwoju zaburzen w uktadzie krzepniecia u chorych z catkowitym zahamowaniem produkcji
VEGF165. Nadkrzepliwo$¢ jest powszechnie znanym zjawiskiem towarzyszagcym
agresywnym procesom nowotworowym. Oczywiscie w interpretacji powyzszych obserwacji
nalezy rowniez uwzgledni¢ kwestie poziomu detekcji VEGF165. Zaawansowana choroba
nowotworowa moze prowadzi¢ do tak znacznego obnizenia wytwarzania VEGF165, ze
wartosci jego stezen osiggng poziom znajdujacy sie ponizej progu detekcji stosowanych
testow laboratoryjnych.

Zajmujac sie zagadnieniem patogenezy powstawania przerzutow do Kkregostupa,
nalezy zwréci¢ uwage na uktad RANK/RANKL/OPG, ktorego zaburzenia réwnowagi sg
odpowiedzialne za procesy degradacji kosci i osteolizy nowotworowej. Do syntetyzowanych
przez nowotwor czynnikdéw pobudzajgcych réznicowanie, namnazanie i aktywacje komorek
kosciogubnych nalezg IL-1, -6, -8, -11, TNF, sSRANKL, M-CSF, TGF-b, VEGF, MMP, PTH,
PTH-rP i prostaglandyny [57, 111, 115, 130, 148]. Mogg one, np. IL-1, -6, -8 i TNF,
stymulowac osteoklastogeneze w sposdb niezalezny od RANKL, podczas gdy M-CSF
wzmaga wytwarzanie RANKL przez komorki podscieliska i przedtuza funkcjonowanie
osteoklastéw blokujac ich apoptoze [5].

W badaniach wiasnych dotyczacych osteoklastogenezy nowotworowej podwyzszong
ekspresje RANK, RANKL i OPG wykazatem u wszystkich chorych z przerzutami do
kregostupa (grupa 1) i przerzutami z nerki, piersi, prostaty (podgrupy 1.1, 1.2, 1.3)
w poréwnaniu z grupami kontrolnymi. Takiej zaleznosci nie wykazywata aktywno$¢ RANK
u pacjentek z przerzutami z piersi i aktywno$¢ RANKL u chorych na raka prostaty
z przerzutami. Badania statystyczne wykazaly w zakresie osteoprotegryny istotna roznice
(p=0,01) pomiedzy grupg | a grupa kontrolng. R6wniez na poziomie istotnosci statystycznej
wykazatem zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig RANKL u chorych na raka piersi z przerzutami
nowotworami a grupg kontrolna.

Zang i wsp. — 2015 przeprowadzili analize 11 badan, majgcych na celu ustalenie
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zaleznosci pomiedzy ekspresjg OPG a ogniskami przerzutowymi do kosci w przebiegu raka
prostaty i raka ptuc. W tym celu zestawiono wyniki 3 grup chorych — pacjentéw ze zmianami
przerzutowymi, pacjentdbw bez przerzutdw oraz probki zdrowych komérek. U chorych
z rakiem stercza z przerzutami do kosci, poziom OPG byt wyzszy niz u pozostatych osob.
W badaniu dotyczacym raka ptuc, poziom OPG byt wyzszy u chorych z przerzutami oraz
u pacjentdw z nowotworem bez przerzutow, niz w grupie kontrolnej. Jednakze poziom OPG
nie roznit sie znacznie u chorych z przerzutami i bez [155].

W pracy wykazano zalezno$¢ pomiedzy wzrostem aktywnosci RANK, RANKL, OPG
(tylko aktywno$¢ OPG w nowotworach przerzutowych z nerki byta obnizona),
a zaawansowaniem choroby w skali De Walda. Istotno$¢ na poziomie statystycznym (p<0,05)
stwierdzono w odniesieniu do RANKL.

Podwyzszone wartosci RANK zaobserwowatem wraz ze stopniem zaawansowania
choroby nowotworowej (skala Tokuhaschi) niezaleznie od lokalizacji ogniska pierwotnego
nowotworul.

Dostepne publikacje pozwalajg potwierdzi¢ wyniki otrzymane w mojej analizie,
podkre$lajgce znaczenie proceséw ukiadu RANK/RANKL/OPG zwigzanych ze zmianami
przerzutowymi do kosci w przebiegu wielu nowotworéw. Warto podkreslic znaczenie
skomplikowanych proceséw faricucha OPG/RANK/RANKL oraz role badan dotyczacych
udoskonalenia i implementacji wybranych proceséw z udziatem powyzszych wskaznikdw,
w celu walki z zaburzeniami metabolicznymi dotyczacymi uktadu kostnego [115, 130].

W moim materiale wykazatem obnizenie aktywnosci RANKL u wszystkich chorych,
u ktérych byta stosowana chemioterapia. Przeprowadzone obliczenia nie wykazaty istotnosci
statystycznej. Rowniez u wszystkich analizowanych chorych leczonych bifosfonianami
stwierdzitem obnizony poziom OPG, a u chorych na raka prostaty zalezno$¢ pomiedzy grupa
chorych leczonych bifosfonianami a nieleczonych byta na poziomie istotnosci statystycznej
(p<0,05).

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach wykazatem zite rokowanie
w przypadkach podwyzszonych wskaznikow RANK, RANKL i OPG u wszystkich
analizowanych chorych i u chorych na raka prostaty z przerzutami do kregostupa, podobnej
zaleznosci nie wykazatem w grupach chorych na raka nerki i piersi z przerzutami do
kregostupa. Wykazane zaleznosci nie byty na poziomie istotnosci statystycznej.

Weichlaus i wsp. — 2014 r przeprowadzili badania wptywu ekspresji OPG
w przerzutach w przebiegu raku piersi. Ekspresja OPG okazata sie byC czynnikiem

zwigzanym z powstawaniem ognisk przerzutowych. Autorzy dodaja, iz nizsze stezenie OPG

87



wigze sie z mniejszg inwazjg nowotworu [148].

Rychlik i wsp. — 2010 starali sie zbada¢ wptyw ekspresji markerow molekularnych
u pacjentdéw z rakiem prostaty z przerzutami do kosci. W tym celu poréwnali wyniki chorych
z pozytywnym oraz negatywnym wynikiem badan scyntygraficznych ukfadu kostnego.
Do analizowanych wskaZznikdw nalezaty poziom ekspresji OPG, PSA, testosteronu, albuminy,
globuliny wigzacej hormony piciowe (SHBG) i RANKL. Badanie potwierdzito zwiekszone
stezenie OPG i OPG/RANKL u chorych z pozytywnym wynikiem badania scyntygraficznego.
Otrzymane dane potwierdzajg osteoblastyczny charakter zmian oraz znaczenie wartosci
stosunku OPG/RANKL w procesie powstawania ognisk przerzutowych w szkielecie kostnym.
Im bardziej zaawansowany stopien nowotworu, tym wyzsza ekspresja powyzszych markerow,
przy czym ekspresja OPG jest wsrdd nich najwieksza [118].

Wyniki wiasne, korelacji skali De Walda, wskazaty na zaleznos¢ pomiedzy ekspresja
wybranych — wskaznikébw  kaskady, osteoklastogenezy  nowotworowej a  stanem
immunologicznym chorych. Na tej podstawie, mozna stwierdzic wpltyw ukiadu
immunologicznego na aktywno$¢ markeréw kaskady i osteoklastogenezy nowotworowej.

W progresji nowotworéw aktywna rola przypisywana jest populacji komérek
leukocytarnych. W przesziosci uwazano, ze nacieki leukocytarne w guzie majg zwigzek
z odpowiedzig immunologiczng gospodarza na rozwijajacy sie nowotwor. Do infiltrujgcych
guz komorek leukocytarnych naleza: makrofagi, neutrofile, eozynofile, komorki
dendrytyczne, komorki tuczne i limfocyty [151]. Makrofagi stanowig gtdwng komponente
grupy leukocytéw infiltrujgcych guz nowotworowy. Makrofagi, komorki wywodzace sie
z krazacych we krwi monocytow, sg jednymi z pierwszych komdrek pojawiajacych sie
w miejscu infekcji i/lub zranienia. Niszczg one patogeny dzieki wytwarzaniu reaktywnych
form tlenu (reactive oxygen speccies ROS) i azotu (reactive nitrogen species RNS), a poprzez
wytwarzanie cytokin i chemokin mobilizujg inne komérki uktadu immunologicznego [108].

Zgodnie z podstawowym pogladem reaktywne formy tlenu majg r6znoraki pozytywny
wplyw na karcinogeneze i rozw0j komorek nowotworowych: prowadzg do uszkodzenia
genomu i niestabilnosci mechanizméw genetycznych, zaburzen transdukcji sygnatu oraz
aberracji receptoréw czynnikéw wzrostu i czasteczek adhezyjnych, wspierajg ruchliwo$¢
komorek i ksztattujg mikrosrodowisko nowotworu poprzez indukowanie reakcji zapalnych,
regeneracyjnych i angiogenezy. Jednak pojawiajg sie liczne dowody wskazujgce, ze komorki
nowotworowe réwniez bronig sie przed uszkodzeniem oksydacyjnym, aby przetrwac
i skutecznie rozprzestrzeniaC sie. Ten "heretyczny" poglad otrzymat niedawno wazne

poparcie z badan na temat roli zdolnosci antyoksydacyjnej w komorce macierzystej
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nowotworu samoodnawiajacej sie i odpornej na leczenie chemoterapeutykami, ale takze
aktywnie przeksztatcajacej niektére onkogeny zwigzane z ich zdolno$cig do utrzymywania
podwyzszonego poziomu wewngtrzkomorkowego zredukowanego glutationu, gtéwnego
sktadnika buforu redoks, czy tez zmiany metabolizmu komorki polegajacej na wytwarzanie
mniej rodnikow tlenowych, jak w przemianie Warburga [97].

Wykazano znaczenie komdrkowych zdolnosci antyoksydacyjnych w przerzutach,
bedgcych wynikiem zlozonego programu komorkowego obejmujgcego zwigkszong
ruchliwo$é komdrek wraz ze zmianami w metabolizmie energetycznym. Przemiana Warburga
jest obserwowana w nowotworach ziodliwych, gdzie oksydacyjne uszkodzenie
mitochondrialne prowadzi do zwiekszonej opornosci komodrkowej na utleniacze.
Przeksztatcenie cytoszkieletu lezy u podstaw ruchliwosci komorki i jej agresywnego
zachowania [101].

Majewski — 2017 w swojej publikacji podkresla istotng role zachodzacg pomiedzy
komdrkami kostnymi a komorkami systemu immunologicznego. Autor objasnia mechanizm
oddziatywania receptorow i cytokin znajdujgcych sie na komoérkach odpornosciowych na
komorki kostne oraz opisuje istotne interakcje zachodzace pomiedzy ukfadem RANKL-
RANK-OPG a uktadem immunologicznym, dokumentujac wptyw zachodzacych reakcji na
metabolizm kosSci oraz procesy w nich zachodzace, m.in. zwigzane z powstawaniem zmian
przerzutowych.

Podsumowujac poréwnanie wynikow badan wiasnych z literaturg okazuje sie, ze rola
wybranych markeréw molekularnych kaskady i osteoklastogenezy nowotworowej u chorych
z przerzutami nowotworowymi, w tym do kregostupa, zastuguje na uwage i wnosi implikacje
do praktyki klinicznej. Wyniki badarn molekularnych sg uzupetnieniem danych klinicznych
uzyskanych z badan obrazowych i innych badan laboratoryjnych. Znalezienie odpowiednich
inhibitorow dla substancji biorgcych udziat w kaskadzie nowotworowej i osteoklastogenezie
nowotworowej moze doprowadzi¢c do wykorzystanie tych markerow do poszukiwania
nowych strategii terapeutycznych.

Z uwagi na ztozone mechanizmy kaskady nowotworowej, w ostatnim okresie duzo
uwagi poswieca sie terapii kombinowanej polegajacej na jednoczesnym lub sekwencyjnym
blokowaniu réznych Sciezek sygnatowych zwigzanych z oddziatywaniem mikrosrodowiska
na komérki nowotworowe. Chociaz wiele z tych proceséw wymaga jeszcze doktadniejszego
wyjasnienia, lepsze  rozumienie  zlozonej  zaleznoSci  pomiedzy  nowotworem
a mikro$rodowiskiem pozwoli wprowadzi¢ bardziej skuteczne terapie dla pacjentéw

z przerzutami nowotworowymi do kosci.
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Leczeniem adiuvantowym jest wprowadzenie do uzytku Kklinicznego lekow
hamujacych resorpcje kosci, ktdre podnosza stezenie OPG oraz inaktywuja RANKL -
antyresorpcyjnych  (bisfosfonianéw) oraz przeciwciat monoklonalnych (denosumab).
Bisfosfoniany, hamujgc dojrzewanie preosteoklastow i aktywnos$¢ dojrzatych osteoklastow
oraz indukujac ich apoptoze, przyczyniajg sie do redukcji zmian osteolitycznych. Zwigzki te
obnizajg synteze RANKL i wzmagajg wytwarzanie OPG. Ponadto bifosfoniany nie tylko
stymulujg apoptoze komdrek nowotworowych i zmniejszajg ich proliferacje, ale réwniez

wyraznie ograniczajg zdolnosci przerzutowe guza [5].
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8. Whnioski

1. Kaskada nowotworowa u chorych z przerzutami do kregostupa charakteryzuje sie
podwyzszong aktywnoscig MMP2, tPA, CD44 i OPN i obnizong aktywno$ciag MMP9 oraz
UPA. Kaskade osteoklastogenezy nowotworowej cechuje podwyzszony poziom stezenia
OPG, RANK i RANKL, poza przerzutami z sutka, gdzie RANK jest obnizony

i przerzutami z prostaty, gdzie nizsza jest wartoS¢ RANKL.

2. Badania wykazaty zalezno$¢ aktywnosci wskaZznikow kaskady i osteoklastogenezy
nowotworowej ze skalg de Walda. Stwierdzona korelacja wykazuje wpltyw stanu
immunologicznego chorego na stezenie badanych wskaznikow. Wraz z zawansowaniem
choroby nowotworowej ocenianej w skali Tokuhaschi obserwuje sie podwyzszone
poziomy MMP9 i obnizone MMP2 i RANK. Istniejg korelacje pomiedzy aktywnoscig

wskaznikdw kaskady nowotworowej a zastosowanym leczeniem onkologicznym.

3. Ocena markerow molekularnych MMP2, MMP9, tPA, OPN, RANK i RANKL
u chorych z przerzutami do kregostupa moze by¢ przydatna w okresleniu zaawansowania

choroby, planowaniu i monitorowaniu leczenia.
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10. Streszczenie

Struktury kostne kregostupa sg czestszym miejscem przerzutow nowotworowych do
szkieletu kostnego. Przerzuty nowotworowe do kregostupa sg diagnozowane najczesciej
w przebiegu raka piersi, gruczotu krokowego, nerki, ptuc i tarczycy. Stwierdzenie przerzutow,
w kregostupie pogarsza rokowanie. Z uwagi na niezadowalajgce wyniki leczenia chorych
z przerzutami nowotworowymi do kregostupa zostat podjety temat analizy zjawisk
molekularnych zwigzanych z kaskadg przerzutu nowotworowego i osteoklastogenezy
nowotworowej.

Do celéw rozprawy naleza: 1. Ustalenie profilu wskaznikow biochemicznych kaskady
i osteoklastogenezy nowotworowej charakterystycznych dla przerzutéw nowotworowych do
kregostupa z poszczegdlnych narzgddw. 2. Korelacja aktywnosci markeréw biochemicznych
z wynikami badan klinicznych i skalami klinimetrycznymi. 3. Poszukiwanie implikacji
klinicznych.

Badania zostaly wykonane u chorych leczonych 2z powodu przerzutow
nowotworowych do kregostupa w latach od 2014 do 2016. Badaniami objeto 75 chorych,
38 kobiet i 37 mezczyzn, w wieku od 35 lat do 83 lat. Srednia wieku wynosita 64 lata.
Pierwsza grupa badawcza obejmowata 60 0s6b, z przerzutem do kregostupa i ustalonym
ogniskiem pierwotnym (nerka, piers, prostata, ognisko pierwotne w innym narzadzie). Druga
grupe stanowito 15 chorych ze zdiagnozowanym ogniskiem pierwotnym (nerka, piers,
prostata), przed jego operacja, bez obecnosci przerzutow do kregostupa.

U wszystkich os6b wigczanych do badania przeprowadzono badanie neurologiczne,
dokonano oceny nasilenia bolu w skali (VAS) i oceny klinimetrycznej (skala De Wald, skala
Tomita, skala Frankla). Ocena stanu chorego zostata uscislona na podstawie wynikdéw badarn
laboratoryjnych krwi. Zostaty zbadane we krwi wskaZniki biochemiczne kaskady
nowotworowej, odzwierciedlajagce aktywno$¢ proteolityczna, degradacje macierzy
zewnatrzkomorkowej, migracji, proliferacyji i zdolnosci do angiogenezy (osteopontyna —
OPN, érédbtonkowy — naczyniowy czynnik wzrostu -VEGF 165b, receptor — glikoproteina
transblonowa — CDA44, urokinazowy aktywator plazminogenu -uPA, tkankowy aktywator
plazminogenu — tPA, metaloproteinaza 2 i 9 - MMP2 i -9). Przeprowadzono tez badania
ukfadu RANK/RANKL/OPG regulujacego osteoklastogeneze nowotworowa. Wynik leczenia

zostat ustalony po 12 miesigcach od przeprowadzonych badan.
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1. Kaskada nowotworowa u chorych z przerzutami do kregostupa, niezaleznie od lokalizacji
ogniska pierwotnego, charakteryzuje sie podwyzszong aktywnosciag MMP2, tPA, CD44
i OPN i obnizong aktywnoscia MMP9 oraz uPA. Podobng zalezno$¢ stwierdzono
w zakresie aktywnosci MMP9, MMP2 i tPA w odniesieniu do przerzutdw z nerki, piersi
i prostaty. Kaskade osteoklastogenezy nowotworowej u pacjentow z przerzutami do
kregostupa, niezaleznie od ogniska pierwotnego, cechuje podwyzszony poziom stezenia
RANK RANKL i OPG. Nie stwierdzono takiej zaleznosci w przerzutach nowotworowych
z piersi w zakresie aktywnosci RANK, ktora byta obnizona i z prostaty w zakresie RANKL,
ktora tez byta obnizona.

2. Badania wykazaty zalezno$¢ aktywnosci wskaznikow kaskady i osteoklastogenezy
nowotworowej w odniesieniu do skali de Walda. Stwierdzona korelacja wykazuje wptyw
stanu immunologicznego chorego na stezenie badanych wskaZznikow. Aktywnosci
wszystkich  wskaznikdw kaskady nowotworowej byla podwyzszona u chorych
z immunosupresjg. W badaniach przeprowadzonych w zakresie osteoklastogenezy
nowotworowej zaleznosci byta podobna. Podwyzszone wartosci stwierdzono w zakresie
RANK, RANKL i OPG u pacjentbw z immunosupresjg (tylko w przerzutach
nowotworowych z nerki warto$ci OPG byta obnizona).

Podwyzszone warto$ci OPN stwierdzono w przypadkach rozlegtych przerzutéw
w kregostupie i ich obecnosSci w szkielecie kostnym. Spadek aktywnosci RANKL
odnotowano wraz z rozlegloscig przerzutow w kregostupie, a spadek stezenia OPG
u chorych z obecnoscig przerzutéw w szkielecie kostnym. Wraz z zawansowaniem choroby
nowotworowej ocenianej w skali Tokuhaschi obserwowano podwyzszone poziomy MMP9
i obnizone MMP2 i RANK. Korelacja pomiedzy aktywnoscig wskaZznikow kaskady
nowotworowej a zastosowanym leczeniem onkologicznym tez wykazata zaleznosci.
Obserwowano po leczeniu onkologicznym spadek stezenia MPP9 i tPA w przerzutach
z nerki do kregostupa, a spadek stezenia tPA i OPN w przerzutach nowotworowych z piersi.

3. Wykazany zwigzek pomiedzy analizowanymi biomarkerami kaskady nowotworowej
i osteoklastogenezy nowotworowej, a stopniem immunosupresji wskazuje na koniecznos¢
oceny stanu immunologicznego chorych z przerzutami nowotworowymi do kregostupa.
Oznaczenia markeréw molekularnych we krwi moze by¢ przydatne w ocenie stanu chorego,
ustaleniu planu 1 monitorowaniu leczenia. Z przeprowadzonych analiz najbardziej
przydatnymi markerami kaskady nowotworowej sg markery MMP2, MMP9, tPA, OPN,
a kaskady osteoklastogenezy nowotworowej RANK i RANKL.
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11.Summary

Bone structures of the spine are a frequent place of metastases to the skeletal system.
Spinal metastases are most often diagnosed in the course of breast cancer, prostate cancer,
kidney cancer, lung cancer and thyroid cancer. Spinal metastases worsen the prognosis of the
patient. Due to dissatisfactory results of treatment of patients with tumor metastases to the
spine, the subject of analysis of molecular phenomena related to the cascade of tumor
metastases and tumor osteoclastogenesis was taken.

The aims of the dissertation are: 1. Determining the profile of biochemical indicators
of the cascade of tumor metastases and tumor osteoclastogenesis characteristic for spinal
metastases from particular organs 2. Establising the correlation between biochemical markers,
clinical trial results and clinimetric scales 3. Searching for clinical implications.

The study was carried out on a group of patients with spinal metastases between 2014-
2016. The group consisted of 75 patients, including 38 women and 37 men, aged from 35 to
83 yrs. The average age was 64 years. The first research group included 60 people with
metastases people with to the spine and a fixed primary disease outbreak (from kidney, breast,
prostate, other organs). The second group consisted of 15 patients with diagnosed primary
disease outbreak (kidney, breast, prostate), before the surgery, without the presence of spinal
metastases. In all the subjects included in the study, a neurological examination was
performed
in order to assess severity of pain in VAS scale and clinimetric scales (De Wald scale, Tomita
scale, Frankel scale). The patient's condition assessment was specified on the basis of the
results of laboratory blood tests. Biochemical indicators of the tumor cascade were examined
using the blood test in order to reflect proteolytic activity, extracellular matrix degradation,
migration, proliferation and angiogenesis ability (osteopontin — OPN, vascular endothelial
growth factor — VEGF 165b, receptor - transmembrane glycoprotein — CD44, urokinase
plasminogen activator — uPA, tissue plasminogen activator — tPA, metalloproteinase 2 and 9 —
MMP2 and - 9). The RANK/RANKL/OPG system regulating tumor osteoclastogenesis was
also tested. The treatment results were determined 12 months after the biochemical tests.

Cancer cascade in patients with spinal metastases is characterized by increased activity
of MMP2, tPA, CD44 and OPN and decreased activity of MMP9 and uPA. A similar
relationship was found in the range of activity of MMP9, MMP2, and tPA with respect to the
metastases from renal, breast and prostate cancer. The cascade of tumor osteoclastogenesis in
patients with spinal metastases is characterized by raised levels of OPG, RANK and RANKL
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concentrations. There was no such relationship in breast cancer metastases in the range of
RANK activity, which was reduced and from prostate cancer in the scope of RANKL, which
was also reduced.

The study have shown the relationship between the activity of the cascade of tumor
metastases and tumor osteoclastogenesis with de Wald scale. The correlation shows the
impact of the patient’s immune system condition on the concentration of examined
biochemical indicators. The activity of all cancer cascade indicators was increased in patients
with immunosuppression. Research conducted in the range of tumor osteoclastogenesis
showed similiar outcomes. RANK, RANKL and OPG concentration levels were elevated in
patients with immunosuppression (OPG was decreased solely in patients with metastases from
renal cancer).

Elevated OPN values were found in cases of extensive metastases in the spine and
their presence in the skeletal system. Decrease in RANKL activity was noted along with the
extent of spinal metastases and the decrease in OPG concentration in patients with skeletal
system metastases. Along with the tumor advancement, assessed with Tokuhaschi scale,
increased levels of MMP9 and decreased levels of MMP2 and RANK were found.

The correlation between the activity of cancer cascade indicators and the applied
oncological treatment demonstrated dependencies. The decrease in MMP9 and tPA in
metastases from kidney cancer was noticed. Also, the decrease in tPA and OPN was observed
in metastases from breast tumor.

The relationship between the scrutinized biomarkers of the tumor cascade, tumor
osteoclastogenesis and the degree of immunosuppression indicates the need to assess the
immune system of patients with spinal metastases. Determination of molecular markers in the
blood may be useful in assessing the patient's condition, setting a plan and monitoring
treatment. The analysis proved the evaluation of MMP2, MMP9, tPA, OPN, RANK and
RANKL concentration levels to be very handy.
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12. Zatgczniki

12.1. Informacja o badaniu

INFORMACJA DLA PACJENTA
Temat badania:

Analiza stezenia we krwi wybranych markeréw molekularnych u chorych z przerzutami

nowotworowymi do kregostupa.

Wprowadzenie:

Zapraszamy Panig/Pana do uczestnictwa w badaniu naukowym. Zanim zdecyduje sie Pani/Pan
na udziat w tym badaniu, chcielibySmy wyjasni¢, jakie sa powody jego przeprowadzenia i na czym
bedzie ono polegac. Wszelkie watpliwosci wyjasni Pani/Panu lekarz.

Prognozowanie przebiegu choroby nowotworowej i optymalizacja leczenia opiera sie gtdwnie
na doktadnym okre$leniu stopnia zaawansowania Kklinicznego choroby. Wykorzystujac najnowsze
metody leczenia: chemioterapie, radioterapie i leczenie chirurgiczne mozemy skutecznie pomoc wielu
pacjentom.

Bardziej dogtebne zrozumienie zjawisk odpowiedzialnych za postep choroby i poznanie
molekularnych markeréw inwazyjnosci moze by¢ przydatne nie tylko do udoskonalenia diagnostyki
i prognozowania przebiegu choroby, ale takze do opracowania lekéw ,,celowanych”, skierowanych
wybidrczo w stosunku do czynnikow odpowiedzialnych za inwazyjno$¢ nowotwordw, oraz do
wdrozenia nowych schematow leczenia choroby. Prowadzone przez nas badania majg przyczynic sie
do skuteczniejszego leczenia.

Dlaczego wybrano Panig/Pana do badania?
Jest Pani/Pan w trakcie leczenia z powodu choroby nowotworowej, dlatego moze by¢
Pani/Pan wigczonaly do badania.

Zasady badania:

Postepowanie diagnostyczne bedzie oparte na rutynowych badaniach przeprowadzonych
w szpitalu i uzaleznione bedzie od Pani/Pana choroby i stopnia jej zaawansowania. Zostanie od
Pani/Pan pobrane do badania 10 ml krwi zylnej.
Ochrona danych osobowych:

Dane osobowe w czasie badania bedg traktowane zgodnie z obowigzujgcg na terenie
Rzeczpospolitej Polskiej Ustawg o Ochronie Danych Osobowych (Dz.U. 97.133.883) oraz
Rozporzadzeniem 8 Ustawy o Ochronie Danych Osobowych w Unii Europejskiej z 1998 roku.

Kontakt z lekarzem:

W przypadku jakichkolwiek watpliwosci prosze skontaktowac sie z lekarzem:

Imie i nazwisko: Jeremi Koscinski
Numer telefonu: 607-715-837
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12.2. Zgoda chorego na badanie

Temat badania:

Analiza stezenia we krwi wybranych markeréw molekularnych u chorych z przerzutami

nowotworowymi do kregostupa.

IMig | NAZWISKO PACIENTA: ..o et

Data UrOOZENIA: ..oeeeieeeeiee et eee et et e e et e e e e s re s

1. Potwierdzam, ze zapoznatam/tem sie z trescig informacji dla pacjenta (wersja z dnia 30. 01.
2014), dotyczg powyzszego badania i miatam/em mozliwos$¢ zadania pytan.

2. Przyjmuje do wiadomosci, ze moje uczestnictwo jest dobrowolne i ze moge sie wycofaé
z badania w dowolnym momencie, bez podania powodu, co nie wptynie na opieke medyczna
nade mng ani moje prawa.

3. Przyjmuje do wiadomosci, ze do moich danych dotyczacych badania bedg mieli wglad jedynie
lekarze uczestniczagcy w nim. Udzielam tym osobom pozwolenia na wglad do mojej
dokumentacji medycznej.

4. Wyrazam zgode na udziat w powyzszym badaniu.

5. Wyrazam zgode na pobranie 10 ml krwi zylnej.

Imie i nazwisko pacjenta Data Podpis
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12.3. Zgoda Komisji Bioetycznej

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 145/14

N podstawie pricpiséw Ustawy 2 dnia S grudnia 1996 r. o wawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz. U. 3011, Nr 277, poc. 1634 ¢ pdin. un); Rozporzydzenia Ministra Zilrowia i Opicki
Spoleczne] ¢ dnia 11 maja 1999r. w sprawie zasad ia i fi ia oraz trybu dualania komisji bioetycznych (Dz. U. Nr 47, por.430); Ustawy 7 dnia 6
wrieénia 200ir. Prawo farmaceutycenc (D U. 3 2004r. Nr 53, por. 533 z pitn. zm); Rozportqdsenia Ministra Finanstw ¢ duia 30 kteonis 20041, w sprawic abowigzkowego
ubezpicczenia odpawicdzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dr. U. 2004 nr 101, poz. 1034 = piin. om); Rozporsgdzenia Miivira Fimensdm 3 dnia 18 maja 2005r. ymieniajgce
ie w sprawie obowi bezpieczeni iedz cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, por. 845); Rozporzgdzenia Ministra Zidrawia 1 dnia 30 kwietnia
2004r. w sprawie spasobu prowadzenia badari kfini 2 wdzialem ich (Dz U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rotporuqdzenia Ministra Zdrowia x dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie ia ni iewanego cigthicgo nicpotqdanego duialania produkiu leczniczego (Dr. U. Nr 104, por. 1107); Rozporuyzenie Mimistra Zdrowia ¢ dni 15 fistopada 2010 .
W sprawic wiordw wnioskiw W zwigzku T iem Kfini ysakosci oplat za otenie whioskdw oraz sy ia koricowego 1 wykonania badania kiini
(Dz U. 2010r. pnr 222 poz. 1453, 2 poin. om.); Ustawy x dnia 20 maja 2010 7. o wyrobach medycznych (Dz. U. 2010r. nr 107 poz 679, 3 péin. um.); Rowporuydzenic Ministra Finansiw ¢
dnia 6 patdernikn 2010 1. w sprawic obowigzkawego ubesiecienia odpowieds i cywilnej sponsora i badacza kiini w Twiqzku iem badania lini
wyrobdsw (Dz U. 2010, Nr 194 poz. 1290);Ustawa 1 dnia 18 marca 2011 1. o Urzgdze Rejestracyi Prodisktdr Lecami Wyrobow i Produktsw Biobdjezych (Dz.U. 2011
ar 82 por, 431); Roxporuydzenic Ministra Zidrowia ¢ dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Praktyki Klinicine] (Dz. U, 2012, Ny 0 pox. 489); Rozporzqdzenic Ministra Zirowia : dnia 2
maja 2012r. w sprawie waordw » w owiquk 1 badan it produkiu leczniczego oraz w sprawie wysokosci i sposobu wisgczania oplat 1 Jotenie
waiosku o razpoczicie badania Kinicznego (Dz U. 2012, Nr @ paz 491); w oparciu o cjg Helsisishq - Zasady Fi o P ia w
Udginlem Ludz.

pery! i z

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 13 lutego 2014 r.
rozpatriyla wniosek dotyczgcy prowadzenia badari naukowych.

Kierownik projektu:
dr hab. Roman Jankowski

Miejsce prowadzenia badari:
Katedra i Klinika Neurochirurgii i Neurotraumatologii UM w Poznaniu

Gléwny badacy: lek. med. Jeremi Koscinski
Czlonkowie zespotu
badawczego: dr Bartosz Sokdéf

dr hab. Rodryg Ramiau prof. UM
dr hab. Stawomir Michalak

Temat badari:

»Analiza poziomu stezenia we krwi wybranych markeréw molekularnych
u chorych z przerzutami nowotworowymi do kregostupa”.

Komisja wydala uchwalg o pozylywnym zaopiniowaniu tego wniosku

Przewodniczqcy Komisji

P P

prof zw. dr hab. med. Pawet Checiriski
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12.4. Wykaz rycin cytowanych w rozdziale 5. Wyniki badan
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Rycina 5. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg MMP9 u chorych
z przerzutami nowotworowymi do kregostupa, a grupg kontrolna.
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Rycina 6. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresja tPA u chorych
z przerzutami nowotworowymi do kregostupa, a grupg
kontrolna.
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Rycina 7. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg OPN u chorych
z przerzutami nowotworowymi do kregostupa, a grupg kontrolna.
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Rycina 8. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjag OPG u chorych
z przerzutami nowotworowymi do kregostupa, a grupg
kontrolna.
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Rycina 9. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg MMP9 u chorych
na raka nerki z przerzutami nowotworowymi do kregostupa
a podgrupa kontrolna.
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Rycina 10. Zalezno$¢ pomiedzy medianami wskaznika
RANKL u chorych na raka piersi z przerzutami
nowotworowymi do kregostupa a grupa kontrolna.
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Rycina 11. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg MMP9 u chorych
na raka prostaty z przerzutami nowotworowymi do kregostupa
a podgrupa kontrolna.
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Rycina 12. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg uPA a czasem od
wystapienia pierwszych objawow przerzutu nowotworowego
do kregostupa.
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Rycina 13. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg OPN, a rozlegtoscig
zmian nowotworowych w kregostupie.
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Rycina 14. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresja wskaznika MMP2,
a obecnoscig przerzutow w szkielecie kostnym.
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Rycina 15. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg CD44, a obecnoscig
przerzutdw w szkielecie.
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Rycina 16. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg uPA, a obecnoscig
przerzutdw w szkielecie kostnym.
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Rycina 17. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg CD44, a stanem
immunologicznym chorego.
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Rycina 18. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresja tPA, a stanem
immunologicznym chorego.
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Rycina 19. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg OPN, a stanem
immunologicznym chorego.
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Rycina 20. Korelacja pomiedzy poziomami fosfatazy
zasadowej, a ekspresjg tPA.
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Rycina 21. Korelacja pomiedzy poziomem fosfatazy zasadowej,
a ekspresjg UPA.
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Rycina 22. Korelacja pomiedzy poziomami fosfatazy
zasadowej, a ekspresjg OPN.
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Rycina 23. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg MMP9, Rycina 24. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjag MMP2
a zastosowaniem radioterapii. a zastosowaniem radioterapii
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Rycina 25. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg OPN, a zastosowaniem
radioterapii.
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Rycina 26. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresja tPA a zastosowaniem
bifosfonian6w.
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Rycina 27. Zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg OPN a zastosowaniem
bifosfonian6w.
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Rycina 28. Korelacja pomiedzy ekspresjg OPG, a czasem od
wystapienia pierwszych objawow przerzutu nowotworowego
do kregostupa.
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Rycina 29. Zalezno$¢ pomiedzy medianami wskaznika RANKL
u chorych z przerzutami nowotworowymi do kregostupa a skalg
De Walda.
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Rycina 30. Korelacja pomiedzy poziomami fosfatazy
zasadowej, a ekspresjg RANK.

e
@
o
o
e

1000 1500
fosfataza zasadowa

Rycina 31. Korelacja pomiedzy poziomem fosfatazy zasadowej
a ekspresjg RANK.
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Rycina 32. Korelacja pomiedzy ekspresjg MMP9,
a czasem od wystgpienia pierwszych objawow przerzutu
nowotworowego do kregostupa.
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Rycina 33. Korelacja pomiedzy ekspresjg UPA, a czasem od
wystapienia pierwszych objawow przerzutu nowotworowego
do kregostupa.
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Rycina 34. Zalezno$¢ pomiedzy poziomami aktywnosci
OPN i fosfatazy zasadowej.
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Rycina 35. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig MMP9, Rycina 36. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig MMP9,
a zastosowaniem radioterapii. a zastosowaniem bifosfonianow.
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Rycina 37. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig tPA,
a zastosowaniem bifosfonianow.
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Rycina 38. Zalezno$¢ pomiedzy poziomem aktywnosci
RANKL, a czasem wystgpienia pierwszych objawow przerzutu
nowotworowego do kregostupa.
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Rycina 39. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig RANKL,
a stezeniem fosfatazy zasadowej.
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Rycina 40. Zalezno$¢ pomiedzy poziomem aktywnosci OPN,
a obecnoscig przerzutu do kregostupa jako pierwszego objawu
choroby nowotworowe;j.
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Rycina 41. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig uPA, a rozlegtoscig
zmian w kregostupie.
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Rycina 42. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig tPA,
a skalg De Walda.
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Rycina 43. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig uPA,
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Rycina 44. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig MMP2,

a skalg De Walda. a poziomem wapnia zjonizowanego.
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Rycina 45. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig RANK,
a poziomem fosfatazy zasadowe;.

Ca

Rycina 46. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig MMP9,
a poziomem Ca.
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Rycina 47. Zalezno$¢ pomiedzy poziomem aktywnoscig OPN
a fosfatazy zasadowej.
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Rycina 48. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig OPG, a czasem
od wystapienia pierwszych objawow przerzutu do kregostupa.
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Rycina. 49. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig OPG, a poziomem
wapnia.
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Rycina. 50. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig RANKL,
a stosowaniem hormonoterapii.
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Rycina. 51. Zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig OPG,
a stosowaniem bifosfoniandw.
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