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ABSTRACT

INTRODUCTION: The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a protein belonging to neurotrophins that plays
a key role in the proper development and functioning of the mammalian central nervous system. Previous studies have
focused on assessment of the BDNF concentration in blood serum as a potential biomarker in neurological disorders.
Recently, the BDNF signalling pathway has been recognised as a potential target for anticancer drugs, while its receptor
(TrkB) as an oncogene in colorectal cancer cells. Despite the significant role in carcinogenesis, there are few studies on
BDNF as a biomarker in colorectal cancer.

MATERIAL AND METHODS: The study included 25 patients with clinically and histopathologically confirmed colo-
rectal cancer, who were qualified for treatment. Prior to the first administration of chemotherapy, venous blood samples
were collected from the patients and the biochemical parameters routinely determined prior to treatment were evaluated.
Additionally, the serum BDNF concentration was determined by the immunoenzymatic method in all the patients.
RESULTS: The serum BDNF concentration in patients was 50.24 +23.37 ng/ml. The BDNF concentration did not differ
significantly between women and men. A negative correlation was found between the BDNF and CRP concentration
and the BDNF and LDH concentration. The BDNF levels were significantly higher in patients who underwent primary
tumour resection before chemotherapy. There was no correlation between the BDNF concentration and age, gender,
BMI, CEA marker and liver enzymes in patients with colorectal cancer. There was no correlation between the BDNF
concentration and clinical response to the treatment.

CONCLUSIONS: BDNF cannot be considered as a prognostic factor in patients with colorectal cancer.
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STRESZCZENIE

WSTEP: Neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego (Brain-Derived Neutortophic Factor — BDNF) jest biatkiem
nalezacym do rodziny neurotrofin, ktére odgrywa kluczowa role w prawidtowym rozwoju i funkcjonowaniu osrodko-
wego uktadu nerwowego ssakow. Dotychczasowe badania dotyczyty glownie oceny stgzenia BDNF w surowicy krwi,
jako potencjalnego biomarkera w schorzeniach neurologicznych. Ostatnio $ciezka sygnatowa BDNF uznana zostala za
potencjalne miejsce uchwytu lekow przeciwnowotworowych, a jego receptor (TrkB) za onkogen w komorkach raka
jelita grubego. Pomimo znaczgcej roli w nowotworzeniu, niewiele jest prac dotyczacych BDNF jako biomarkera w raku
jelita grubego.

MATERIAL | METODY: Badaniem obj¢to grupe 25 0séb z potwierdzonym klinicznie i histopatologicznie rakiem jelita
grubego, ktorzy zostali zakwalifikowani do leczenia. Przed pierwszorazowym podaniem chemioterapii od pacjentéw po-
brano probki krwi zylnej i dokonano oceny parametréw biochemicznych oznaczanych rutynowo przed leczeniem. Do-
datkowo metoda immunoenzymatyczng oznaczono st¢zenia BDNF w surowicy krwi wszystkich badanych pacjentow.
WYNIKI: Stgzenie BDNF w surowicy pacjentdéw wyniosto 50,24 + 23,37 ng/ml i nie réznilo si¢ istotnie pomi¢dzy
kobietami i mezczyznami. Stwierdzono ujemng korelacj¢ migdzy stezeniem BDNF i CRP oraz BDNF i LDH. Stezenie
BDNF byto znamiennie wyzsze u chorych, ktorzy przed chemioterapia byli poddani resekcji guza pierwotnego. Nie
wykazano zaleznosci pomigdzy stgzeniem BDNF a wiekiem, ptcig, wskaznikiem BMI, markerem CEA oraz enzymami
wskaznikowymi watroby u pacjentéw z RJIG. Nie zaobserwowano zalezno$ci pomig¢dzy stezeniem BDNF a odpowiedzig

kliniczng na zastosowane leczenie.

WNIOSKI: BDNF nie moze by¢ uznany za czynnik prognostyczny u chorych z rakiem jelita grubego.

StOWA KLUCZOWE

rak jelita grubego, surowica krwi, biomarker, neurotropowy czynnik pochodzenia mézgowego

INTRODUCTION

The brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a pro-
tein belonging to neurotrophins that plays a key role in
the proper development and functioning of the mamma-
lian central nervous system (CNS). The main source of
BDNF secretion is neurons [1].

BDNF interacts with target cells via the tropomyosin
receptor kinase B (TrkB) membrane receptor and the
low affinity nerve growth factor receptor (p75"™). The
addition of neurotrophin to the extracellular domain of
the TrkB receptor results in its dimerisation, phospho-
rylation and subsequent activation of intracellular kina-
se cascades leading to various effects, e.g. gene expres-
sion changes, which in turn affects the differentiation
process, growth, plasticity and survival of neurons [2].
Stimulation of the p75N™ receptor, depending on the
participation of the BDNF precursor or its mature form
and cooperation with the sortilin receptor, may lead to
the activation of both pro-apoptotic signalling pathways
and cell survival cascades [3,4].

The participation of BDNF and its TrkB receptor in on-
cogenesis has been the subject of many studies in recent
years. It was first characterised in the case of neoplasms
affecting the central nervous system (CNS), but in re-
cent years it has been demonstrated that this compound
also plays a key role in the pathogenesis of non-neuro-
genic neoplasms, including colorectal cancer [5].

The signalling pathways of, e.g. phosphatidylinosi-
tol-3-kinase (PI-3K), mitogen-activated protein kinase
(MAPK) and protein kinase C (PKC), induced by the
interaction of BDNF with TrkB, stimulate the proli-
feration, invasion, metastasis, neovascularisation and
survival of tumour cells. The signalling pathways of
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WSTEP

Neurotropowy czynnik pochodzenia modzgowego
(Brain-Derived Neutortophic Factor — BDNF) jest bial-
kiem nalezacym do rodziny neurotrofin, ktére odgrywa
kluczowa role w prawidtowym rozwoju i funkcjonowa-
niu osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) ssakow.
Glownym zrédtem jego wydzielania sa neurony [1].
BDNF oddzialuje na komoérki docelowe za posredni-
ctwem receptora blonowego o aktywnosci kinazy tyro-
zynowej B (Tropomyosin Receptor Kinase B — TrkB)
i receptora niskiego powinowactwa do nerwowego
czynnika wzrostu (Low Affinity Nerve Growth Factor
Receptor — p758™). Przytaczenie neurotrofiny do ze-
wnatrzkomorkowej domeny receptora TrkB powoduje
jego dimeryzacjg, fosforylacje, a nastgpnie uruchomie-
nie wewnatrzkomérkowych kaskad kinaz prowadza-
cych do réznych efektow, np. zmian w ekspresji gendw,
co w rezultacie wplywa na proces réznicowania, wzrost,
plastycznosé i przezywalnos¢ neurondéw [2]. Stymula-
cja receptora p75N™®, w zaleznosci od udziatu prekur-
sora BDNF lub jego formy dojrzalej oraz kooperacji
z receptorem sortilinowym, moze powodowac aktywa-
cj¢ zardwno proapoptotycznych szlakéw sygnatowych,
jak 1 kaskad prowadzacych do przezycia komorki
[3.4].

Przedmiotem wielu badan ostatnich lat jest udziat
BDNF i jego receptora TrkB w onkogenezie. Po raz
pierwszy zostal on scharakteryzowany w przypadku
nowotworéow dotyczacych osrodkowego ukladu ner-
wowego (OUN), jednak w ostatnich latach wykazano,
ze zwigzek ten odgrywa takze kluczowa role w patoge-
nezie nowotworow nieneurogennych, w tym raka jelita
grubego [5].
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extracellular signal regulated kinase (ERK) and seri-
ne/threonine protein kinase (Akt) activated by BDNF
additionally cause the resistance of cancer cells to cy-
tostatic drugs [6,7,8]. Moreover, the cell lines of colo-
rectal cancer produce endogenous BDNF and together
with TrkB they form an autocrine loop stimulating the
proliferation and survival of tumour cells. In the cancer
cells of colorectal cancer, increased BDNF expression
in comparison with unchanged cells is also observed.
Increased BDNF expression is associated with a poor
prognosis and course of the disease [9].

Excessive BDNF expression mainly concerns neopla-
stic cells, but this factor is also present in blood serum.
Few studies attempt to correlate the concentrations of
peripherally circulating BDNF in order to assess its
usefulness as a diagnostic and prognostic marker in co-
lorectal cancer, even though it may significantly con-
tribute to changes in the serum concentrations of this
neurotrophin [5].

MATERIAL AND METHODS

The study involved 25 patients treated in the Onco-
logy Department with Haematological Subdivision
of the Provincial Specialist Hospital No. 3 in Rybnik
(46 Energetykow St., 44-200 Rybnik). They were per-
sons with previously diagnosed and clinically and hi-
stopathologically confirmed colorectal cancer. During
standard evaluation of the biochemical parameters of
blood before the first administration of chemotherapy,
2 additional ml of blood were collected and the BDNF
concentration was determined. Other data, including
demographic data, as well as biochemical parameters
and evaluation of the treatment results, were obtained
from the medical history.

The inclusion criteria included: (1) histopathological-
ly confirmed disseminated colorectal cancer, (2) indi-
cations for chemotherapy, (3) age between 18 and 80
and (d) written informed consent of the patient to parti-
cipate in the study. The exclusion criteria included the
lack of consent of the patient to participate in the study.
After clarifying the purpose and principles of the stu-
dy, all the individuals gave their informed and volun-
tary consent to be included in the study. The study was
conducted with the consent of the Bioethics Commit-
tee of the Medical University of Silesia in Katowice
(No. KNW/022/KB1/69/12).

The BDNF concentration was determined in serum
obtained by collecting whole blood from the veins in
the elbow crease in the morning on an empty stomach.
After centrifuging the blood at 1000 x g for 15 minutes
at +4°C, the obtained serum was separated into the de-
scribed Eppendorf tubes and frozen at -75°C until the
determinations were made. In all the subjects the BDNF
concentration was determined by the immunoenzyma-
tic method using a Cloud-Clone Corp. kit, catalogue
number SEAOI11Hu. The determinations were made
according to the manufacturer’s protocol. The BDNF
concentrations were determined based on a standard

Szlaki sygnatowe, m.in. kinazy 3-fosfatydyloinozyto-
lu (Phosphatidylinositol-3-Kinase — PI-3K), kinaz ak-
tywowanych mitogenami (Mitogen-Activated Protein
Kinase — MAPK) oraz kinazy biatkowej C (Protein Ki-
nase C — PKC), indukowane poprzez interakcj¢ BDNF
z TrkB stymulujg proliferacje, inwazje, przerzutowa-
nie, neowaskularyzacj¢ oraz przezycie komorek guza
nowotworowego. Aktywowane przez BDNF Sciezki
sygnatowe kinaz regulowanych sygnatami zewnatrz-
komérkowymi (Extracellular Signal Regulated Kinase
— ERK) oraz serynowo-treoninowej kinazy biatkowe;j
(Serine/threonine Protein Kinase — Akt) powoduja do-
datkowo oporno$¢ komoérek nowotworu na dziatanie
lekow cytostatycznych [6,7,8]. Co wigcej, linie komor-
kowe raka jelita grubego produkuja endogenny BDNF
i wraz z TrkB tworza autokrynng petle pobudzajaca
proliferacj¢ i przezycie komorek guza. W komorkach
nowotworowych raka jelita grubego (RJG) obserwuje
si¢ rowniez zwigkszong ekspresj¢ BDNF w poréwna-
niu z komoérkami niezmienionymi nowotworowo, ktora
zwigzana jest ze ztym rokowaniem i przebiegiem cho-
roby [9].

Nadmierna ekspresja BDNF dotyczy glownie komorek
nowotworowych, jednak czynnik ten obecny jest takze
w surowicy krwi. Niewiele prac badawczych podej-
muje probe skorelowania stezen obwodowo krazacego
BDNF, aby oceni¢ jego przydatno$¢ jako markera diag-
nostycznego i prognostycznego w RJG, cho¢ nowotwor
moze w znacznym stopniu przyczynic si¢ do zmian ste-
zen tej neurotrofiny w surowicy krwi [5].

MATERIAL | METODY

W badaniu udziat wzigto 25 0sob leczonych na Od-
dziale Onkologii z Pododdziatem Hematologicznym
SPZ0OZ Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego nr 3
w Rybniku (ul. Energetykow 46, 44-200 Rybnik). Byty
to osoby z wcze$niej rozpoznanym i potwierdzonym
klinicznie oraz histopatologicznie nowotworem jelita
grubego. W trakcie standardowej oceny parametréw
biochemicznych krwi przed pierwszorazowym poda-
niem chemioterapii dodatkowo pobrano 2 ml krwi,
w ktorej oznaczono stgzenie BDNF. Pozostate dane,
w tym demograficzne, parametry biochemiczne i ocen¢
wynikow leczenia, uzyskano z historii choroby.
Kryteria wlaczenia obejmowaly: 1) potwierdzony hi-
stopatologicznie rozsiany nowotwor jelita grubego,
2) wskazania do chemioterapii, 3) wick od 18 do
80 r.z. oraz d) pisemna $wiadoma zgoda pacjenta na
udzial w badaniu. Kryteriami wylaczenia byt brak zgo-
dy pacjenta na udziat w badaniu. Po wyjasnieniu celu
i zasad badania wszystkie osoby wyrazily swiadoma
i dobrowolng zgod¢ na wilaczenie do badania. Na jego
przeprowadzenie uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej
dzialajacej przy Slaskim Uniwersytecie Medycznym
w Katowicach (nr KNW/022/KB1/69/12).

Stezenie BDNF oznaczano w surowicy krwi uzyskane;j
przez pobranie krwi pelnej z zyt zagiecia tokciowego
w godzinach rannych na czczo. Po odwirowaniu krwi
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curve prepared for the series of dilutions available in
the standard kit (recombinant human BDNF). Measu-
rements of absorbance in the tested samples were per-
formed with a Mindray MW-12A apparatus at 450 nm
wavelength. The sensitivity of the kit was 0.068 ng/ml.
The intra-serial and inter-serial errors were below 10%
and below 12%, respectively.

Statistical analysis was conducted using Statistica 12
and MS Excel 2013. The values calculated for quantita-
tive variables are presented as the arithmetic mean with
standard deviation (SD) or as a percentage. Differences
between two averages were verified by Student’s t-test
for independent samples. Non-parametric data were
analysed using the Kruskal-Wallis test. Spearman’s
rank correlation coefficient was used to assess correla-
tion. The value of p < 0.05 was considered statistically
significant.

RESULTS

The study involved 25 people aged from 35 to 77
(median 65). Among the respondents, 20% were wo-
men and 80% men. The mean body weight was 79.28
+ 13.65 kg and the height 167.16 £ 8.51 cm. The
body mass index (BMI) before treatment was 28.34 +
4.13 kg/m?, while after treatment 28.40 + 4.41 kg/m>.
It was found that the BDNF concentration in the studied
group of patients was 50.24 + 23.37 ng/ml (Table I).

It was shown that the BDNF concentration increased
slightly with age, but the results were not statistically
significant (R Spearman = 0.268; p = 0.194) (Fig. 1).
It was found that the BDNF concentration (R Spear-
man = 0.3438; p = 0.09) rose with an increase in BMI
(before the treatment); the obtained correlations were
not statistically significant (Fig. 2).
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Fig. 1. Correlation between patients’ age and BDNF concentration
Ryc. 1. Zalezno$¢ pomigdzy wiekiem pacjentow a stezeniem BDNF.

The age, body weight and height, BMI and BDNF con-
centration did not differ significantly between women
and men (Tab. II).

No significant differences were found between operated
and non-operated patients in terms of age, body weight,
height and BMI before and after treatment. The concen-
trations of alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AspAT) and carcinoembryonic anti-
gen (CEA) did not differ significantly.
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w warunkach 1000 x g, przez 15 min w temp. +4°C, uzy-
skano surowice, ktorg rozdzielono do opisanych probo-
wek typu Eppendorfizamrazano w temp. -75°C do czasu
wykonania oznaczen. U wszystkich badanych wykona-
no oznaczenia st¢zenia BDNF metoda immunoenzy-
matyczng za pomocg zestawu firmy Cloud-Clone Corp.
o numerze katalogowym SEAOI11Hu, zgodnie z pro-
tokotem producenta. Stgzenia BDNF wyznaczono na
podstawie krzywej standardowej sporzadzonej dla sze-
regu rozcienczen dostgpnych w zestawie standardow
(rekombinowany ludzki BDNF). Pomiary absorban-
cji w badanych probkach przeprowadzono z zastoso-
waniem aparatu Mindray MW-12A przy dlugosci fali
450 nm. Czulos¢ kitu wynosita 0,068 ng/ml. Blad we-
wnatrzseryjny i miedzyseryjny wynosit odpowiednio
ponizej 10% 1 ponizej 12%.

Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu
programu Statistica 12 oraz MS Excel 2013. Warto$ci
obliczone dla zmiennych ilo§ciowych przedstawiono
jako $rednig arytmetyczng z odchyleniem standardo-
wym (SD) lub w procentach. Réznice pomigdzy dwiema
srednimi weryfikowano testem t-Studenta dla prob nie-
zaleznych. Dane nieparametryczne analizowano testem
Kruskala-Wallisa. Do oceny korelacji wykorzystano test
Spearmana. Za znamienng statystycznie przyj¢to war-
tos¢ p < 0,05.

WYNIKI

W badaniu udziat wzieto 25 oséb w wieku od 35 do
77 lat (mediana 65). Sposrod badanych 20% stanowi-
ly kobiety a 80% mezczyzni. Srednia masa ciata wy-
nosita 79,28 + 13,65 kg, natomiast wysokos¢ 167,16
+ 8,51 cm. Wskaznik masy ciata (Body Mass Index,
BMI) przed leczeniem wynosit 28,34 + 4,13 kg/m?, po
leczeniu 28,40 + 4,41 kg/m?. Stwierdzono, ze stezenie
BDNF w badanej grupie chorych wynosito 50,24 +
23,37 ng/ml (tab. I).

Wykazano, ze wraz z wiekiem nieznacznie zwigkszato
si¢ stezenie BDNF, jednak uzyskane rezultaty nie byty
znamienne statystycznie (R Spearman=0,268;p=0,194
— ryc. 1). Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem BMI
(przed leczeniem) rosto stezenie BDNF (R Spearman =
0,3438; p = 0,09), przy czym uzyskane zaleznosci nie
byly znamienne statystycznie (ryc. 2).
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Fig. 2. Correlation between BMI (before treatment) and BDNF concentration.
Ryc. 2. Zalezno$¢ pomiedzy BMI (przed leczeniem) a stezeniem BDNF.
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However, it was shown that the BDNF concentration
was significantly higher in the patients in whom the
primary tumour was removed before chemotherapy
(CHTH) (as compared to non-operated patients); the
opposite correlation was observed in the case of lacta-
te dehydrogenase (LDH) and C-reactive protein (CRP)
(Tab. 11II).

A negative correlation was found between BDNF and
LDH, i.e. the BDNF concentration decreased with an

Table I. Demographic data and other indicators of studied patient population
Tabela I. Dane demograficzne oraz inne wskazniki badanej populacji chorych

Wiek, masa i wysokos¢ ciata, BMI oraz stezenie BDNF
nie roznity si¢ istotnie pomigdzy kobietami i mezczy-
znami (tab. II).

Nie stwierdzono znamiennych réznic pod wzglgdem
wieku, masy 1 wysokosci ciata oraz BMI przed i po
leczeniu pomigdzy pacjentami operowanymi i nieope-
rowanymi. Rowniez stezenia aminotransferazy alani-
nowej (Alanine Aminotransferase — ALT), aminotran-
sferazy asparaginianowej (4dspartate Aminotransferase

' 25th 75th
n glean/ - Mediall Min  Max  quartilel5th  quartil7th  SD
kwartyl kwartyl
women/kobiety 5 (20%)
Gender/Pte¢
men/mezczyzni 20 (80%)
Age (years)/(Wiek (lata) 25 63.68 65.00 35.00 77.00 59.00 70.00 9.92
Body mass (kg)/Masa ciata (kg) 25 79.28 77.30 51.30 110.00 70.50 87.70 13.65
Height (cm)/Wysokos¢ (cm) 25 167.16 167.00 151.00  182.00 161.00 173.00 8.51
before CHTH (1)/
przed CHTH () 25 28.34 28.60 19.79 34.74 25.53 31.09 413
after CHTH (Il)/
BMI (kg/m?) oo CHTH (1) 25 28.40 29.82 15.81 34.15 25.59 31.64 4.41
difference (I-11)/ ! ) ) ) ]
r6znica (11l 25 0.06 1.22 3.98 0.59 0.06 0.55 0.28
BDNF (ng/ml) 25 50.24 45.29 21.01 104.48 34.43 61.4 23,37
Table II. Analysis of selected variables in women and men
Tabela Il. Analiza wybranych zmiennych u kobiet i mezczyzn
Men (n = 20)/Mezczyzni (n = 20) Women (n = 5)/Kobiety (n = 5)
mean/$rednia SD mean /$rednia SD
Age (years)/Wiek (lata) 62.95 10.71 66.60 5.64 0.221
Body mass (kg)/Masa ciata (kg) 79.40 12.99 78.80 17.78 0.313
Height (cm)/Wysokos$¢ (cm) 168.70 6.95 161.00 12.06 0.088
before CHTH (1)/przed CHTH (1) 27.91 441 30.06 2.29 0.212
BMI (kg/m?) after CHTH (Il)/po CHTH (1) 27.97 472 30.11 2.52 0.232
difference (I-1l)/ré6znica (I-11) -0.06 1.51 -0.04 1.16 0.982
BDNF (ng/ml) 49.58 21.94 52.83 31.27 0.261
Table Ill. Analysis of selected variables in operated and non-operated patients
Tabela lll. Analiza wybranych zmiennych u pacjentéw operowanych i nieoperowanych
Operated (n =16)/Operowani (n =16)  Non-operated (n = 9)/Nieoperowani (n = 9)
P
mean/$rednia SD mean/$rednia SD
Age (years)/Wiek (lata) 65.43 740 60.55 13.24 0.245
Body mass (kg)/Masa ciata (kg) 79.63 9.67 78.65 19.57 0.868
Height (cm)/Wysokos¢ (cm) 166.37 8.15 168.55 9.43 0.549
BMI (kg/m?) before CHTH/przed CHTH 28.83 3.38 27.48 5.33 0.445
after CHTH/po CHTH 29.10 3.33 27.16 591 0.302
LDH (1u/) 212.22 7473 329.27 193.51 <0.01
AspAT (IU/l) 21.27 13.09 25.16 17.18 0.530
ALT (UM 20.79 11.62 24.37 17.90 0.548
CEA (ng/ml) 400.78 1490.56 790.20 1801.37 0.566
CRP (mg/l) 9.71 12.71 42.15 30.35 <0.01
BDNF (ng/ml) 59.28 23.60 34.15 11.76 <0.01
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increase in the LDH concentration; the obtained cor-
relation was at the limit of statistical significance
(p = 0.079; Fig. 3). A negative correlation was found
between BDNF and CRP, i.e. the BDNF concentration
decreased with an increase in the CRP concentration;
the obtained correlation was statistically significant
(p <0.05; Fig. 4).

It was found that after 6 cycles of chemotherapy par-
tial remission (PR) of the disease occurred in 28% of
patients, stabilisation (stable disease — SD) in 60% and
progression (progressive disease — PD) in 12% of the
patients (Fig. 5).
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Fig. 3. Correlation between LDH and BDNF concentrations.
Ryc. 3. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniami LDH i BDNF.

°© CRP_PRZE:BDNF: r =-0,5477; p = 0,0102; r2= 0,3000
°

80

BDNF

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
CRP_PRZE

Fig. 4. Correlation between CRP and BDNF concentrations.
Ryc. 4. Korelacja pomiedzy stezeniami CRP a BDNF.

No differences were found in the BDNF concentration
(measured before the start of CHTH) and clinical re-
sponse to treatment (Tab. V).

DISCUSSION

The first evidence of BDNF presence in serum and plas-
ma appeared in scientific reports more than 20 years
ago. The differentiated synthesis and release of BDNF
are associated with various diseases. To this very day,
researchers have been trying to identify the processes
of regulation and function of peripherally circulating
BDNF. Lommazsch et al. [10] studied the concentration
of the neurotrophin in a group of 140 healthy subjects,
aged 20—60 years. The average BDNF concentration in
serum amounted to 22.6 ng/ml. Shimizu et al. [11] ana-
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—AspAT) i antygenu rakowo-ptodowego (Carcinoemb-
ryonic Antigen — CEA) nie roznily si¢ istotnie.
Wykazano natomiast, ze stgzenie BDNF bylo znamien-
nie wyzsze u chorych, ktorym przed chemioterapia
(Chemotherapy — CHTH) usunigto guza pierwotnego
(w poréwnaniu z pacjentami nieoperowanymi); od-
wrotng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku dehy-
drogenazy mleczanowej (Lactate Dehydrogenase —
LDH) i biatka C-reaktywnego (C-Reactive Protein —
CRP) — tabela III.

Stwierdzono ujemna korelacje pomigdzy BDNF i LDH,
tj. wraz ze wzrostem st¢zenia LDH zmniejszato si¢ ste-
zenie BDNF, a uzyskana zaleznos$¢ byta na granicy zna-
miennosci statystycznej (p = 0,079; ryc. 3). Stwierdzo-
no ujemng korelacj¢ pomigdzy BDNF i CRP, tj. wraz ze
wzrostem stgzenia CRP zmniejszalo si¢ stezenie BDNF,
a uzyskana zalezno$¢ byla znamienna statystycznie
(p <0,05; ryc. 4).

Stwierdzono, ze po 6 cyklach chemioterapii u 28% ba-
danych wystapita czgsciowa remisja choroby (Partial
Remission — PR), u 60% stabilizacja (Stable Disease
— SD), natomiast u 12% jej progresja (Progressive
Disease — PD) —ryc. 5.

PD 12%

PR 28%
SD 60%

Odpowiedz po 6 cyklach

Fig. 5. Clinical response after 6 cycles of chemotherapy.
Ryc. 5. Odpowiedz kliniczna po 6 cyklach chemioterapii.

Nie wykazano roznic w stgzeniu BDNF (oznaczanego
przed rozpoczgciem CHTH) a odpowiedzig kliniczng
na zastosowane leczenie (tab. IV).

DYSKUSJA

Pierwsze dowody wskazujace na obecnos¢ BDNF
W surowicy i osoczu krwi pojawity si¢ w doniesieniach
naukowych ponad 20 lat temu. Zrdéznicowana synteza
i uwalnianie BDNF maja zwiazek z réznymi schorze-
niami. Do dzisiejszego dnia badacze probuja zidenty-
fikowac procesy regulacji i funkcji kragzacego obwodo-
wo BDNF. Lommazsch i wsp. [10] zbadali stezenia tej
neurotrofiny w grupie 140 zdrowych o0séb w wieku 20—
—60 lat. Srednie stezenie BDNF w surowicy krwi wy-
niosto 22,6 ng/ml. Shimizu i wsp. [11] analizowali
stezenie BDNF u 50 zdrowych osob, ktére wyniosto
27,7 £ 11,4 ng BDNF/ml. Podobne wyniki, tj. 26,5 +
7 ng/ml oraz 25,3 £ 15 ng/ml, uzyskali inni autorzy
[12,13]. Nizsze st¢zenia zanotowali natomiast Toyooka
iwsp. [14] 11,4 = 7,7 ng/ml (n = 35), Noga i wsp. [15]
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Table IV. BDNF concentration in patients depending on treatment response

Tabela IV. Stezenie BDNF u pacjentéw w zaleznosci od odpowiedzi na leczenie

Stabilisation (SD) (n=15)/

Partia Iresponse (PR)
(n =7)/Czesciowa

Progression (PD) (n = 3)/ Kruskal-Wallis

Response to treatment / Stabilizacja (SD) (n = 15) odpowiedz (PR) (n = 7) Progresja (PD) (n = 3) test/Test Kruskala-  p
Odpowiedz na leczenie - - - .
median/ mean / median/ e odnia median e dnia Wallisa
mediana $rednia mediana mediana
BDNF (ng/ml) 37,00 50,78 54,78 49,98 44,95 48,10 H=0,326 0,849

lysed the BDNF concentration in 50 healthy subjects
and it reached 27.7 £+ 11.4 ng BDNF/ml. Similar results,
namely 26.5 = 7 ng/ml and 25.3 £ 15 ng/ml were ob-
tained by other authors. On the other hand, lower con-
centrations were reported by Toyooka et al. [14] 11.4 +
7.7 ng/ml (n = 35), Noga et al. [15] 17.3 £ 1.6 ng/ml
(n=20) and Rosenfeld et al. [16] 18.9 + 5.7 ng/ml.

It was also found that the BDNT concentration decrea-
ses with age [10,17]. When considering gender as the
differentiating factor, it was found that it mainly con-
cerns women, whilst in men it remains at similar level.
The neurotrophin concentration decline in women may
be a result of the effect of oestrogens on BDNF synthe-
sis. The post-menopausal decrease in oestrogen levels
results in a significant decline in BDNF concentration
in women [18,19]. The studies of Pillai et al. [20] de-
monstrated a lower BDNF concentration in serum of
depression-affected women than men. It may be added
that available literature contains materials presenting
opposing results. Thus, Lang et al. [21] analysed the
serum BDNF concentrations in 64 healthy men and 54
women aged from 29 to 55. The concentration of this
neurotrophin correlated positively with age but did not
differ in terms of gender. Laske et al. [22] demonstrated
no correlation between age or gender and serum BDNF
concentrations in 41 fibromyalgia patients. Similarly,
Shimizu et al. [23] did not notice a correlation between
serum BDNF levels and age in a group of 33 depressed
patients. No correlation between the BDNF concentra-
tion and gender or age was observed in our study.
Evaluation of the correlation between the expression
of BDNF and the development of neurological dise-
ases and malignant neoplasms of the nervous system
has also become the subject of many studies. The latest
research results indicate the presence of endogenous
expression of BDNF also in non-neuronal tumour cells.
Increasingly more scientific evidence confirms the role
of BDNF in the proliferation, invasion and metastasis
of malignancies such as breast cancer, ovarian cancer,
lung cancer, prostate cancer, hepatocellular cancer,
pancreatic cancer, bladder cancer, melanoma, multiple
myeloma and colorectal cancer [5,24].

Yang et al. [7] attempted to analyse BDNF expression in
66 samples from tumours and 88 samples from adjacent
healthy tissue of patients with colorectal cancer. Addi-
tionally, the expression of this neurotrophin was stu-
died in three cell lines of colorectal cancer. The BDNF
expression was significantly higher in the tumour cells
than in the healthy tissue cells. A positive correlation
between increased expression of BDNF and differen-
tiation of colorectal tumours was also observed in the

17,3 = 1,6 ng/ml (n = 20) oraz Rosenfeld i wsp. [16]
18,9 + 5,7 ng/ml.

Stwierdzono ponadto, ze stezenie BDNF maleje wraz
z wiekiem [10,17], przy czym — uwzgledniajac pte¢
jako czynnik roznicujacy — stwierdzono, ze gtéwnie do-
tyczy to kobiet, za§ u m¢zezyzn pozostaje na podobnym
poziomie. Mozliwym wytlumaczeniem spadku stezenia
neurotrofiny u kobiet jest wplyw estrogenow na syn-
tez¢ BDNF. Pomenopauzalny spadek stezenia estroge-
now skutkuje znacznym obnizeniem st¢zenia BDNF
u kobiet [18,19]. W badaniu Pillai i wsp. [20] zaobser-
wowano nizsze stezenia BDNF w osoczu chorujacych
na depresj¢ kobiet niz me¢zczyzn. Warto doda¢, ze w do-
stepnym pismiennictwie mozna doszukac si¢ przeciw-
stawnych wynikoéw. Lang i wsp. [21] przeanalizowali
stezenia BDNF w surowicy 64 zdrowych mezczyzn
i 54 kobiet w wieku 29-55 lat, stwierdzajac, ze kore-
lowaty one dodatnio z wiekiem, ale nie réznily si¢ pod
wzgledem plci. Laske i wsp. [22] nie wykazali zalez-
no$ci pomiedzy wiekiem i plcig a stgzeniem BDNF
w surowicy krwi 41 os6b chorujacych na fibromialgie.
Podobnie Shimizu i wsp. [23] nie zauwazyli zwigzku
pomiedzy stezeniem BDNF w surowicy krwi a wie-
kiem w grupie 33 0s6b chorujacych na depresje. W ba-
daniu wlasnym rowniez nie zaobserwowano zaleznosci
pomigdzy stezeniem BDNF a plcig i wiekiem.
Przedmiotem wielu badan stata si¢ takze ocena za-
leznosci pomigdzy ekspresja BDNF a rozwojem scho-
rzen neurologicznych oraz nowotwordéw ztosliwych
uktadu nerwowego. Najnowsze wyniki prac badaw-
czych wskazuja na obecno$¢ endogennej ekspresji
BDNF rowniez w nieneuronalnych komoérkach no-
wotworowych. Coraz wigce] dowodow naukowych
potwierdza role¢ tej neutrofiny w proliferacji, inwazji
1 przerzutowaniu nowotworoéw ztosliwych, takich jak
rak piersi, jajnikéw, pluc, prostaty, watrobowokomor-
kowy, ptuc, trzustki, pgcherza moczowego, czerniak,
szpiczak mnogi czy rak jelita grubego [5,24].

Yang i wsp. [7] podjeli probe analizy ekspresji BDNF
w 66 wycinkach pobranych z guza oraz 88 wycinkach
sasiadujacej tkanki zdrowej nalezacych do pacjentow
chorych na RJG. Dodatkowo ekspresj¢ tej neurotrofiny
zbadano w trzech liniach komorkowych RJG. Ekspresja
BDNF byta istotnie wigksza w komorkach nowotwo-
rowych niz komorkach tkanki zdrowej. W badanych
tkankach zauwazono takze dodatnig korelacje pomig-
dzy wzrostem ekspresji BDNF a zréznicowaniem gu-
zow jelita grubego. Zwickszona ekspresja BDNF wia-
zala si¢ rowniez z gorszym rokowaniem. Jezeli chodzi
o linie komodrkowe, to wszystkie trzy wykazaty silng
ekspresj¢ BDNF. Co wazne, zmniejszenie ekspresji
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studied tissues. Increased BDNF expression was also
associated with a worse prognosis. As far as cell lines
are concerned, all three showed strong BDNF expres-
sion. Importantly, a reduction in the expression of this
neurotrophin using anti-BDNF ribozymes in colorectal
cancer cell lines resulted in inhibition of the prolifera-
tion and induction of apoptosis. Brunetto de Farias et al.
[25] also analysed the expression of BDNF in tumour
tissue samples in 30 colorectal cancer patients. BDNF
was found in 93.3% of the preparations. Quantitative
evaluation of BDNF protein revealed a higher level of
BDNF in cancer cells than in neighbouring healthy tis-
sues.

Akil et al. [9] conducted a study on tumour and non-
-cancer tissue material from 16 patients with diagnosed
colorectal cancer and four human cell lines of colorec-
tal cancer. The control group consisted of 4 patients.
The expression of both BDNF and the TrkB receptor
was higher in the cell lines and cells of the tumour than
in the healthy and control tissues. These results indica-
te the potential prognostic and therapeutic value of this
neurotrophin.

Recent studies have shown that cancer may significan-
tly contribute to changes in serum BDNF levels [26].
Brierley et al. [5] examined two cohorts, each consist-
ing of a control group and a group of over 90 patients
with diagnosed colorectal cancer. In the first cohort, the
serum BDNF concentrations were significantly decre-
ased in the patients (median — 18.8 ng/ml) compared
to the healthy control subjects (median — 23.4 ng/ml).
This result was confirmed in the second cohort where
the mean BDNF concentration in the group of patients
with colorectal cancer was lower than in the control
group. Taking into account scientific studies confirming
the excessive expression of BDNF in tumour cells, the
results of the cited researchers may suggest that the
concentrations of peripherally circulating BDNF do not
reflect changes in the tumour microenvironment. In one
of the authors’ own studies, the BDNF concentration
was significantly higher and amounted to 50.24 + 23.37
ng/ml, of which 49.58 + 21.94 ng/ml in men and 52.83
+31.27 ng/ml in women (p = 0.261). This result may be
influenced by a number of factors, including the num-
ber of subjects tested, the severity of the disease and the
methodological differences in determining BDNF.
BDNF plays a key role in maintaining energy homeo-
stasis, regulating appetite and maintaining of proper bo-
dy weight. In their reports, Lommatzsch et al. [10] sho-
wed a correlation between body weight gain and a de-
creased BDNF concentration in the plasma of 140 heal-
thy individuals. An 8-year-old girl with chromosomal
inversion including the BDNF gene had lower plasma
neurotrophin levels in comparison to the control group
matched in terms of age and BMI. Moreover, the child
suffered from obesity, hyperphagia and had a complex
neurobehavioral phenotype [27]. The most frequently
studied BDNF gene polymorphism (Val66Met) is asso-
ciated with the presence of methionine in 66 positions
of the polypeptide chain. This reduces the secretion of
neurotrophin outside the cell. Gunstad et al. [28] stu-
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tej neurotrofiny przy uzyciu rybozyméw anty-BDNF
w liniach komorkowych raka jelita grubego skutkowa-
to zahamowaniem proliferacji oraz indukcja apoptozy.
Roéwniez Brunetto de Farias i wsp. [25] analizowali
ekspresj¢ BDNF w probkach tkanek guza u 30 pacjen-
tow chorych na raka jelita grubego. BDNF stwierdzono
w 93,3% preparatow. Ilosciowa ocena biatka BDNF
ujawnita wyzszy poziom BDNF w komorkach raka niz
w sgsiednich, zdrowych tkankach.

Akil i wsp. [9] prowadzili badania nad materialem po-
branym z guza oraz tkanki nienowotworowej pocho-
dzacym od 16 pacjentéw ze zdiagnozowanym RIJG
i czterema ludzkimi liniami komoérkowymi raka jelita
grubego. Grupe kontrolng stanowito 4 pacjentow. Eks-
presja zarowno BDNF, jak i receptora TrkB byta wyz-
sza w liniach komorkowych i1 komorkach guza niz w
tkankach zdrowych oraz kontrolnych. Wyniki te wska-
Zujg na potencjalng warto§¢ prognostyczng i terapeu-
tyczng tej neurotrofiny.

Badania ostatnich lat wykazaly, ze nowotwor moze
w znacznym stopniu przyczyni¢ si¢ do zmian st¢zen
BDNF w surowicy krwi [26]. Brierley i wsp. [5] prze-
badali dwie kohorty, kazda ztozong z grupy kontrolne;j
i grupy ponad 90 pacjentow ze zdiagnozowanym RIJG.
W pierwszej kohorcie stezenia BDNF w surowicy byly
znaczaco obnizone u pacjentow chorych (mediana —
18,8 ng/ml) w poréwnaniu ze zdrowymi osobami z gru-
py kontrolnej (mediana — 23,4 ng/ml). Ten wynik po-
twierdzit si¢ w drugiej kohorcie, gdzie $rednie stgzenie
BDNF w grupie osob z RJG bylo nizsze niz w grupie
kontrolnej. Biorac pod uwage prace naukowe potwier-
dzajace nadmierng ekspresj¢ BDNF w komorkach gu-
za, wyniki cytowanych badaczy moga sugerowac, ze
stezenia krazacego obwodowo BDNF nie odzwiercie-
dlaja zmian w mikrosrodowisku guza. W badaniu
wlasnym wykazano, ze st¢zenie BDNF bylo znacz-
nie wyzsze i wyniosto 50,24 + 23,37 ng/ml, z czego
u mezczyzn 49,58 + 21,94 ng/ml oraz u kobiet 52,83 +
31,27 ng/ml (p = 0,261). Wptyw na taki wynik moze
mie¢ wiele czynnikéw, w tym liczba przebadanych
0sob, zaawansowanie choroby oraz r6znice metodycz-
ne w oznaczaniu BDNF.

BDNF odgrywa kluczowa rol¢ w utrzymaniu homeo-
stazy energetycznej, regulacji apetytu i utrzymaniu pra-
widtowej masy ciata. Lommatzsch i wsp. [10] w swoich
doniesieniach wykazali zwigzek pomiedzy przyrostem
masy ciata a zmniejszonym st¢zeniem BDNF w osoczu
140 zdrowych osob. U 8-letniej dziewczynki z chro-
mosomalng inwersja obejmujacg gen BDNF odnoto-
wano nizsze stezenia neurotrofiny w osoczu krwi niz
w dobranej pod wzglgdem wieku oraz wskaznika BMI
grupie kontrolnej. Dodatkowo u dziecka wystepowala
otyto$¢, hiperfagia oraz ztozony fenotyp neurobeha-
wioralny [27]. Najczesciej badany polimorfizm genu
BDNF (Val66Met) wigze si¢ z obecno$cia metioniny
w 66 pozycji tancucha polipeptydowego. Wplywa to na
zmniejszenie wydzielania neurotrofiny poza komorke.
Gunstad i wsp. [28] badali zwigzek pomigdzy wskaz-
nikiem BMI a polimorfizmem BDNF u 481 zdrowych
dorostych w wieku 18-82 lat. Badacze zaobserwowa-
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died the correlation between the BMI and BDNF poly-
morphism in 481 healthy adults aged 18 to 82. The
researchers observed lower BMI values in the healthy
subjects with the Met66Met polymorphism compared
to the Val66Met polymorphism. Pillai et al. [20] noted
an inverse correlation between body weight and BDNF
concentrations in the plasma of women with depressive
disorders and of healthy women. A study by El-Gharba-
wa et al. [29] conducted among 224 obese children and
104 children with normal body weight did not show any
correlation between the BMI and BDNF levels in se-
rum. Similar conclusions were reached by other authors
while examining 34 elderly people [30]. Nakzato et al.
[31] did not show any correlation between the body
mass index and BDNF concentration in serum in he-
althy subjects. It is possible that low levels of neuro-
trophin in patients with colorectal cancer may reflect
a BMI value indicating obesity, which is one of the risk
factors for sporadic colorectal cancer [5]. In our study,
we observed an upward trend in the BDNF concen-
tration in blood serum with an increasing BMI, but it
was not statistically significant. Moreover, there was no
correlation between the BDNF concentration and liver
indicator enzymes or CEA marker. It was also observed
that there were no differences in the BDNF concentra-
tion (determined before the start of CHTH) and clinical
response to treatment. In other words, BDNF cannot be
considered as a prognostic factor. Nonetheless, as indi-
cated in studies by other authors, BDNF expression in
a biopsy from a tumour may be a prognostic factor in
women with breast cancer [32].

Importantly, this study found a negative correlation be-
tween BDNF and CRP as well as between BDNF and
LDH, i.e. the BDNF concentration decreased with an
increasing CRP or LDH concentration. The obtained re-
sults indicate that inflammation (CRP) and a high tumo-
ur mass (high LDH) negatively influence BDNF secre-
tion. The above correlates well with other results of this
study, i.e. the BDNF concentration was significantly
higher in patients with primary tumour resection before
CHTH (compared to non-operated patients). There is
no data on this subject in the available literature.

CONCLUSIONS

1. There was no correlation between the BDNF con-
centration and age, gender, BMI, CEA marker or li-
ver enzymes in patients with colorectal cancer.

2. A negative correlation was found between BDNF
and CRP and BDNF and LDH.

3. It was shown that the BDNF concentration was sig-
nificantly higher in patients with colorectal cancer, in
whom the primary tumour was removed before the
administration of CHTH.

4. No differences were found in the BDNF concentra-
tion (before the administration of CHTH) and the
clinical response to treatment.

5. BDNF cannot constitute a prognostic factor in pa-
tients with colorectal cancer.

li nizsze wartosci wskaznika BMI u zdrowych osob
z polimorfizmem Met66Met w porownaniu z osobami
z polimorfizmem Val66Met. Pillai i wsp. [20] zauwa-
zyli odwrotna korelacj¢ pomigdzy masg ciala a steze-
niem BDNF w osoczu krwi kobiet chorujacych na za-
burzenia depresyjne oraz kobiet zdrowych. W badaniu
El-Gharbawy i wsp. [29], przeprowadzonym w grupie
224 otytych dzieci oraz 104 z prawidlowa masg ciata,
nie wykazano zalezno$ci pomigdzy wskaznikiem BMI
a stezeniem BDNF w surowicy krwi. Do podobnych
wnioskéw doszli inni autorzy, badajac grupg 34 osob
w wieku podesztym [30]. Nakzato i wsp. [31] nie wy-
kazali korelacji pomiedzy wskaznikiem masy ciala
a stezeniem BDNF w surowicy 0sob zdrowych. Ist-
nieje mozliwos$é, ze niskie stezenia neurotrofiny u pa-
cjentow z rakiem jelita grubego moga odzwierciedla¢
warto$¢ wskaznika BMI wskazujaca otytos¢, ktora jest
jednym z czynnikdéw ryzyka sporadycznego raka jelita
grubego [5]. W badaniu wtasnym zaobserwowano trend
wzrostowy stezenia BDNF w surowicy krwi wraz ze
wzrostem wskaznika BMI, jednak nie byt on istotny
statystycznie. Nie wykazano rowniez zaleznosci po-
miedzy stezeniami BDNF i enzymow wskaznikowych
watroby oraz markerem CEA. Zaobserwowano takze,
ze nie ma réznic w stezeniu BDNF (oznaczanego przed
rozpoczgciem CHTH) a odpowiedzig kliniczna na za-
stosowane leczenie. Innymi stowy BDNF nie moze by¢
uznany za czynnik prognostyczny. Jak wskazuja bada-
nia innych autoréw, ekspresja BDNF w bioptatach uzy-
skanych z guza moze by¢ czynnikiem prognostycznym
u kobiet z rakiem piersi [32].

Co wazne, w niniejszej pracy stwierdzono ujemng ko-
relacje pomigdzy BDNF i CRP oraz BDNF i LDH, tzn.
ze wraz ze wzrostem st¢zenia CRP lub LDH zmniejsza-
to si¢ stgzenie BDNF. Uzyskane wyniki wskazuja na
negatywny wplyw stanu zapalnego (CRP) oraz duzej
masy guza (wysokie LDH) na sekrecje BDNF. Powyz-
sze dobrze koresponduje z innymi wynikami tej pracy,
a mianowicie ste¢zenie BDNF byto znamiennie wyzsze
u chorych, u ktérych przed CHTH usunigto guza pier-
wotnego (W pordwnaniu z pacjentami nieoperowany-
mi). W dostepnym pismiennictwie brak jest jakichkol-
wiek danych na ten temat.

WNIOSKI

1. Nie wykazano zaleznosci pomigdzy wiekiem, plcia,
wskaznikiem BMI, markerem CEA oraz enzymami
wskaznikowymi watroby a stezeniem BDNF u pa-
cjentow z RIG.

2. Stwierdzono ujemna korelacj¢ pomigdzy BDNF
i CRP oraz BDNF i LDH.

3. Wykazano, ze stezenie BDNF byto znamiennie wyz-
sze u chorych z RJG, u ktérych przed rozpoczgciem
CHTH usunigto guza pierwotnego.

4. Nie wykazano roznic w stezeniu BDNF przed roz-
poczeciem CHTH a odpowiedzig kliniczng na zasto-
sowane leczenie.

5. BDNF nie moze by¢ czynnikiem prognostycznym
u chorych z rakiem jelita grubego.
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