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Wykaz skrótów używanych w rozprawie doktorskiej. 

ALU - (ang. Alu elements); element transpozycyjny (transpozon) należący do grupy SINE (ang. 

Short Interspersed Nuclear Elements); 

AUC - (ang. area under the curve), pole pod krzywą; 

ccfDNA - (ang. circulating cell free DNA), krążące wolne pozakomórkowe DNA; 

CTC - (ang. circulating tumor cell), krążące komórki nowotworowe; 

ctDNA - (ang. circulating tumor deoxyribonucleic acid), krążący nowotworowy kwas 

deoksyrybonukleinowy; 

DII - (ang. DNA integrity index), indeks integralności DNA; 

DNA - (ang. deoxyribonucleic acid), kwas deoksyrybonukleinowy; 

EMT - (ang. epithelial-mesenchymal transition), przejście epitelialno-mezenchymalne; 

G1 - rak wysokozróżnicowany (niski stopień złośliwości); 

G2 - rak średniozróżnicowany (pośredni stopień złośliwości); 

G3 - rak niskozróżnicowany (wysoki stopień złośliwości); 

IPMNs - (ang. Intraductal papillary mucinous neoplasms), wewnątrzprzewodowe brodawkowate 

nowotwory śluzowe trzustki; 

IQR - (ang. interquartile range), rozstęp międzykwartylowy, różnica między trzecim a pierwszym 

kwartylem; 

LINEs - (ang. Long Interspersed Nuclear Elements), grupa retrotranspozonów niezawierających 

sekwencji LTR (ang. Long Terminal Repeats); 

LINE1 - Long interspersed element (LINE) 1 retrotranspozon niezawierający sekwencji LTR (ang. 

Long Terminal Repeats) należący do grupy LINEs; 

MCNs - (ang. Pancreatic mucinous cystic neoplasm), nowotwory śluzowe torbielowate trzustki; 

mtCN - (ang. mitochondrial DNA copy number), liczba kopii DNA mitochondrialnego; 
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mtDNA – (ang. mitochondrial DNA), DNA mitochondrialny; 

N0 - węzły chłonne bez przerzutów; 

N1 - przerzuty do węzłów chłonnych; 

ND1 - (ang. Mitochondrially Encoded NADH, Ubiquinone Oxidoreductase Core Subunit 1), gen 

kodujący podjednostkę 1 dehydrogenazy NADH; 

nDNA - (ang. nuclear DNA), DNA jądrowy; 

NX – sytuacja, w której nie można ocenić obecności przerzutów do węzłów chłonnych; 

NS - (ang. not statistically significant), nieistotne statystycznie; 

PanIN - (ang. Pancreatic intraepithelial neoplasia), śródnabłonkowa neoplazja trzustkowa; 

PC - (ang. pancreatic cancer), rak trzustki; 

PCR - (ang. Polymerase Chain Reaction), reakcja łańcuchowa polimerazy; 

PDAC - (ang. pancreatic ductal adenocarcinoma), gruczolakorak trzustki; 

pz – para zasad; 

qPCR – (ang. quantitative reverse transcription PCR), ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy; 

R0 - ujemny margines chirurgiczny; 

R1 – mikroskopowo dodatni margines chirurgiczny; 

real-time PCR – ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy; 

ROC - (ang. receiver operating characteristic); narzędzie statystyczne służące do oceny poprawności 

klasyfikatora; 

RM - (ang. resection margin), margines chirurgiczny; 

SINEs – (ang. Short Interspersed Elements), grupa retrotranspozonów niezawierających sekwencji 

LTR (ang. Long Terminal Repeats); 

SLCO2B1 - (ang. Solute Carrier Organic Anion Transporter Family, member 2B1), gen kodujący 

polipeptyd transportujący aniony organiczne 2B1; 

T2 - guz ograniczony do trzustki o największym wymiarze > 2 cm; 
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T3 - guz wykraczający poza trzustkę nienaciekający pnia trzewnego ani tętnicy krezkowej górnej; 

T4 - guz wykraczający poza trzustkę naciekający pień trzewny lub tętnicę krezkową górną; 

TX – sytuacja, w której nie można ocenić guza pierwotnego. 
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1.1 Streszczenie. 

Większość przypadków raka trzustki stanowi gruczolakorak trzustki, charakteryzujący się 

niekorzystnym rokowaniem i niską medianą czasu przeżycia.  Rozprawę doktorską stanowi cykl trzech 

publikacji, które łączy zagadnienie czynników prognostycznych w populacji pacjentów z 

gruczolakorakiem trzustki.  

W pracach oryginalnych badano wartość prognostyczną  czynników dotąd nie badanych w 

tkance gruczolakoraków trzustki, takich jak względna liczba kopii DNA mitochondrialnego (z ang. 

relative mtDNA copy number) oraz indeks integralności DNA (z ang. DNA integrity index). Oba 

parametry były wyliczane na podstawie danych uzyskanych z użyciem ilościowej reakcji łańcuchowej 

polimerazy (z ang. qPCR, real-time PCR). Próbki guzów pochodziły od pacjentów z potwierdzonym 

histopatologicznie gruczolakorakiem przewodowym trzustki, zaś próbki kontrolne pochodziły z 

otaczającej tkanki trzustkowej marginesu chirurgicznego. Wykazaliśmy, że względna liczba kopii 

mitochondrialnego DNA z tkanki gruczolakoraka trzustki jest istotnie statystycznie niższa niż 

względna liczba kopii mitochondrialnego DNA z otaczającej tkanki trzustkowej (P<0.001). Następnie 

wykazaliśmy istotny statystycznie spadek względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego wraz ze 

zmniejszającym się stopniem zróżnicowania histopatologicznego (P<0.001). Ponadto wykazano, że 

próbki pochodzące z guzów, które w badaniu histopatologicznym zostały oznaczone jako R1 (z uwagi 

na obecność komórek nowotworowych w marginesie chirurgicznym) miały istotnie statystycznie 

wyższy indeks integralności DNA wyrażony jako stosunek stosunek LINE1 300/79 niż próbki 

pochodzące z kontrolnej otaczającej tkanki trzustkowej (P<0.05). Ponadto wykazano, że indeks 

integralności DNA (DII) wyrażony jako stosunek LINE1 300/79 jest dobrym parametrem 

różnicującym guzy R1 od otaczającej tkanki trzustkowej (P<0.05), a także od guzów R0. W badaniach 

nie udało się dowieść wartości prognostycznej względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego ani 

wartości prognostycznej indeksu integralności DNA w populacji pacjentów z gruczolakorakiem 
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przewodowym trzustki. 

Ostatnia praca cyklu ma charakter przeglądowy i dotyczy wartości prognostycznej parametrów 

cytometrycznych takich jak ploidia i indeks DNA w populacji pacjentów z operacyjnym 

gruczolakorakiem trzustki. Wyniki przedstawionych badań wskazują, że indeks DNA oznaczany z 

użyciem cytometrii statycznej jest silnym czynnikiem prognostycznym w populacji pacjentów z 

gruczolakorakiem trzustki. Natomiast, przedstawione badania nad indeksem DNA oznaczanym z 

użyciem cytometrii przepływowej dostarczyły sprzecznych wyników. Po części można to tłumaczyć 

faktem, iż większość z tych badań miała charakter retrospektywny i była oparta na archiwalnych 

bloczkach parafinowych. 
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1.2 Abstract. 

Most pancreatic cancer cases are pancreatic adenocarcinomas with poor prognosis and a low 

median survival. The doctoral dissertation is a series of three publications that combine the issue of 

prognostic factors in the population of patients with pancreatic adenocarcinoma. 

In the original studies, the prognostic value of factors not previously studied in the tissue of 

pancreatic adenocarcinomas, such as relative mtDNA copy number and DNA integrity index, were 

investigated. Both parameters were calculated from the data obtained by the quantitative PCR-based 

assay. The tumors samples originated from the patients with pathologically confirmed pancreatic  

ductal adenocarcinoma and the control adjacent pancreatic tissue specimens were received from  

surgical margins. We provided the first evidence that mitochondrial DNA (mtDNA) copy number is  

significantly lower in pancreatic cancer tissue (P < 0.001) compared to adjacent normal pancreatic  

tissue. Next, we demonstrated a significant decrease in median mtDNA copy number across the  

differentiation. Furthermore we showed that specimens from the tumors pathologically marked as R1 

(microscopic residual tumor) had a significantly higher LINE1 300/79 ratio values than specimens  

from adjacent normal pancreatic tissue (P<0.05) and LINE1 300/79 ratio is a good parameter  to 

distinguish between R0 and R1 tumors. The survival analyses in both studies failed to show a 

significant prognostic value for neither mtDNA copy number nor DNA integrity index. 

The last paper of the cycle is a review and concerns the prognostic value of cytometric 

parameters such as ploidy and DNA index within the population of patients with resectable 

pancreatic adenocarcinoma. The results of the presented studies indicate that the DNA index 

determined with the use of static image cytometry is a strong prognostic factor in the population of 

patients with pancreatic adenocarcinoma. However, the presented studies on the DNA index 
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determined with the use of flow cytometry provided contradictory results. Most of these studies   

were retrospective and based on archival paraffin-embended samples.   Therefore they delivered   

only limited evidence. 

 

  

http://rcin.org.pl



   

 

14 

 

 

 

 

2. Innowacyjność rozprawy. 

Obserwacje wykraczające poza aktualną wiedzę literaturową zawarte w pracy zatytułowanej 

„Is mitochondrial DNA copy number  a good prognostic marker in resectable pancreatic cancer?”: 

- określenie względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego w tkance resekcyjnych 

gruczolakoraków trzustki; 

- porównanie wartości względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego z próbek 

pochodzących z tkanek resekcyjnych gruczolakoraków trzustki z wartościami z próbek 

pochodzących z tkanki trzustkowej; 

- określenie korelacji pomiędzy względną liczbą kopii DNA mitochondrialnego a 

parametrami histopatologicznymi dla gruczolakoraka przewodowego trzustki; 

- określenie korelacji pomiędzy wartością względnej liczby kopii DNA 

mitochondrialnego a długością przeżycia pacjentów z operacyjnym gruczolakorakiem 

przewodowym trzustki. 

        Obserwacje wykraczające poza aktualną wiedzę literaturową zawarte w pracy zatutyłowanej 

„Clinical value of tissue DNA integrity index in pancreatic cancer”:  

- określenie indeksu integralności DNA w tkance resekcyjnych gruczolakoraków 

trzustki; 

- porównanie wartości indeksu integralności DNA z próbek pochodzących z tkanek 

resekcyjnych gruczolakoraków trzustki z wartościami z próbek pochodzących z tkanki 

trzustkowej; 

- określenie korelacji pomiędzy indeksem integralności DNA a parametrami 
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histopatologicznymi dla gruczolakoraka przewodowego trzustki; 

- określenie korelacji pomiędzy wartością indeksu integralności DNA 

mitochondrialnego a długością przeżycia pacjentów z operacyjnym gruczolakorakiem 

przewodowym trzustki. 

Dodatkowe atuty projektów: 

-połączenie metod diagnostyki molekularnej z wartością kliniczną pod postacią korelacji 

badanych parametrów z wynikami histopatologicznymi i przede wszystkim z długością przeżycia 

pacjentów z operacyjnym gruczolakorakiem trzustki; 

-przeprowadzenie analiz na tkankach guzów, co pozwala na możliwie najlepszą ocenę, w 

porównaniu do badań opartych na liniach komórkowych, modelach zwierzęcych czy krwi obwodowej. 
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Wstęp 

3.1 Rokowania w raku trzustki. 

Według raportu GLOBOCAN, w 2018 roku w Polsce odnotowano 5786 nowych przypadków 

raka trzustki oraz 5715 przypadków zgonów z powodu tego nowotworu [1]. Zarówno w Polsce, jak i 

na świecie wskaźnik zgonów z powodu raka trzustki jest bliski wskaźnikowi zachorowalności [1,2]. 

W 2018 r. zarejestrowano na świecie 458918 nowych przypadków raka trzustki oraz 432242 zgony z 

powodu raka trzustki [3]. Dodatkowo, zapadalność na raka trzustki wciąż ma tendencję wzrostową 

[4]. 

Dziewięćdziesiąt procent nowotworów trzustki stanowi gruczolakorak trzustki (ang. pancreatic 

ductal adenocarcinoma, PDAC) [5] o niekorzystnym rokowaniu. W momencie rozpoznania choroby 

jest ona nieoperacyjna w większości przypadków [6,7]. Siedemdziesiąt sześć procent chorych na 

gruczolakoraka trzustki umiera w ciągu jednego roku od postawienia diagnozy [8]. Zaledwie 15-20% 

pacjentów kwalifikuje się do operacji [6], jedynej metody, która w połączeniu z chemioterapią daje 

szanse na całkowite wyleczenie. Średni czas przeżycia dla pacjentów poddanych operacji z ujemnym 

marginesem chirurgicznym (resekcja R0) kształtuje się według danych literaturowych na poziomie 

19,7-26,8 miesiąca, zaś dla pacjentów z mikroskopowo dodatnim marginesem chirurgicznym (resekcja 

R1) wynosi 14,3-17,7 miesiąca [9,10]. 

W ciągu ostatnich kilku dziesięcioleci postępy w leczeniu raka trzustki były ograniczone. 

Pięcioletni wskaźnik przeżycia wzrósł z 2,5% (95% przedział ufności, 2,0–3,0) w latach 1975–1977 

do 8,5% (95% przedział ufności, 8,0 –9,0) w latach 2006–2012 [4]. Figura 1. pochodzi z oficjalnej 

witryny internetowej stowarzyszenia Pancreatic Cancer Action i ilustruje trendy wskaźników 5-

letniego przeżycia dla nowotworów o różnych lokalizacjach na przestrzeni dekad. 
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Figura 1. Trendy wskaźników 5-letniego przeżycia dla nowotworów o różnych lokalizacjach na 

przestrzeni dekad 
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W obliczu niekorzystnych rokowań w raku trzustki i dużej liczby nowych projektów 

badawczych w zakresie jego terapii, szczególne miejsce zajmują badania nad wczesnym 

wykrywaniem raka trzustki oraz czynnikami prognostycznymi i predykcyjnymi u pacjentów z już 

rozpoznaną chorobą. Podczas studiów doktoranckich moje prace koncentrowały się wokół czynników 

prognostycznych w populacji pacjentów z operacyjnym gruczolakorakiem trzustki: zarówno nad 

oceną wartości prognostycznej czynników już poznanych w warunkach wybranego pojedynczego 

ośrodka, a także na poszukiwaniu nowych czynników prognostycznych. W rozprawie doktorskiej 

zawarłam wyniki najciekawszych i innowacyjnych projektów. Rozprawę stanowi cykl trzech 

publikacji: dwie prace oryginalne i jedna przeglądowa. 

3.2 Liczba DNA mitochondrialnego w raku trzustki. 

Pierwsza praca oryginalna nosi tytuł: „Is mitochondrial DNA copy number a good prognostic 

marker in resectable pancreatic cancer?”. Jest to pierwsza w literaturze praca na temat względnej liczby 

kopii DNA mitochondrialnego w tkance resekcyjnych gruczolakoraków trzustki. 

Mitochondria są samoreprodukującymi się organellami w cytoplazmie komórek 

eukariotycznych, które posiadają własny pozajądrowy materiał genetyczny. Liczba kopii DNA 

mitochondrialnego (mtDNA) przypadająca na jedno mitochondrium wynosi od 1 do 15, a średnia 

osiąga prawie 5. Każda komórka ludzka zawiera około 100 mitochondriów, co daje całkowitą 

przybliżoną liczbę molekuł mtDNA na komórkę ludzką około 500 [11]. 

W porównaniu z genomowym DNA nuklearnym, mtDNA cechuje szybsze tempo mutacji 

spowodowane ciągłą ekspozycją na mutagenne rodniki tlenowe, brak ochronnych mechanizmów 

naprawy DNA oraz brak histonów. Potencjalny związek pomiędzy większą częstością mutacji mtDNA 

a patofizjologią różnych schorzeń jest często badanym zagadnieniem [12,13]. Zidentyfikowano kilka 

rodzajów zmian dotyczących mtDNA w ludzkich nowotworach. Wśród nich, mutacje punktowe i 

zmiany liczby kopii są dwiema najczęstszymi zmianami. Różnego rodzaju mutacje genowe mtDNA 
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stwierdzono w nowotworach hematologicznych [14,15] i guzach litych, takich jak rak 

wątrobowokomórkowy, rak piersi, żołądka, prostaty i jelita grubego [16]. Równolegle zaobserwowano 

także zmiany ilościowe mtDNA w niektórych typach nowotworów [12]. Wzrost zawartości mtDNA 

stwierdzono w gruczolakoraku płuc i raku brodawkowatym tarczycy [12,17], zaś zmniejszenie w raku 

pęcherza, piersi, przełyku, nerek i wątroby [12,18,19]. W związku z tymi doniesieniami (popartymi 

także badaniami in vitro [20-22]), wysunięto wniosek, że zmiana liczby kopii mtDNA jest związana z 

kancerogenezą, a zatem czynnik ten może mieć zastosowanie kliniczne, szczególnie jako biomarker i 

czynnik prognostyczny. W literaturze medycznej badania koncentrują się wokół liczby kopii mtDNA 

w leukocytach krwi obwodowej lub w tkance nowotworowej. W odniesieniu do biomarkera 

nowotworowego, zwiększona liczba kopii mtDNA we krwi obwodowej była powiązana ze 

zwiększonym ryzykiem raka nerki, raka piersi, żołądka i jelita grubego, czerniaka i glejaków [23-27]. 

Odmienną korelację zanotowano w przypadku gruczolakoraka przełyku, raka pęcherza i raków skóry 

(non-melanoma skin cancer), gdzie zmniejszona liczba kopii mtDNA we krwi obwodowej była 

powiązana ze zwiększonym ryzykiem zachorowania [28,29]. Zależność między liczbą kopii mtDNA 

krwi obwodowej a ryzykiem nowotworzenia badano również w przypadku raka trzustki [30]. W tym 

badaniu wyższa liczba kopii mtDNA była istotnie związana ze zwiększonym ryzykiem raka trzustki. 

Pod względem czynnika prognostycznego niska liczba kopii mitochondrialnego DNA w tkance guza 

była skorelowana z gorszym rokowaniem u pacjentów z rakiem piersi [31]. Podobnie, zwiększone 

poziomy liczby mtDNA w tkance guza związane były z lepszym przeżywaniem w raku nadnerczy, 

raku nerkowokomórkowym chromochłonnym i nerwiaku o niskim stopniu złośliwości [12]. Odwrotny 

trend, polegający na krótszym przeżyciu u pacjentów z wyższymi wartościami mtDNA w tkance guza, 

odnotowano w przypadku jasnokomórkowego raka nerki, raka szyjki macicy i czerniaka [12,32]. 

W przedstawionej publikacji zastosowano metodę PCR w czasie rzeczywistym dla 

zsynchronizowanej kwantyfikacji jądrowego DNA (nDNA) i mtDNA w tkankach pochodzących z 

guza oraz otaczającej tkanki trzustkowej od pacjentów z resekcyjnym gruczolakorakiem trzustki. 
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Wyniki wyrażono jako względny stosunek ilości mitochondrialnego DNA do jądrowego DNA. Według 

dostępnej literatury, jest to pierwsze badanie, w którym w oparciu o qPCR dokonano analizy liczby 

kopii mitochondrialnego DNA (mtCN) w tkance gruczolakoraka trzustki (PC), sprawdzono korelację 

między mtCN a parametrami histopatologicznymi i długością przeżycia. 

3.3 Indeks integralności DNA w raku trzustki. 

Kolejna praca oryginalna nosi tytuł: „Clinical value of tissue DNA integrity index in pancreatic 

cancer.”  Jest to pierwsza w literaturze praca na temat indeksu integralności DNA w tkance 

gruczolakoraka przewodowego trzustki. 

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest cząsteczką, która może znajdować się zarówno 

wewnątrz, jak i na zewnątrz komórki (z ang. cell-free DNA). DNA pozakomórkowe można znaleźć 

we krwi, a także w innych płynach biologicznych. Zdegradowane fragmenty DNA uwolnione do 

osocza krwi nazywane są krążącym DNA pozakomórkowym (z ang. circulating cell-free DNA, 

ccfDNA) i   pochodzą przede wszystkim z komórek apoptotycznych i z komórek nekrotycznych. O 

pochodzeniu ccfDNA informuje długość fragmentów DNA a także stosunek ilości dłuższych do 

krótszych fragmentów DNA [33]. Apoptoza komórek jest procesem naturalnym, w wyniku którego 

powstają małe fragmenty DNA o podobnej długości 185-200 par zasad. Dla kontrastu, w wyniku 

procesu martwicy guza nowotworowego powstają fragmenty DNA o różnej długości, generalnie 

powyżej 200 par zasad [34]. Krążące DNA nowotworowe (z ang. circulating tumor DNA, ctDNA) to 

obecne w krwiobiegu pofragmentowane cząsteczki DNA pochodzenia nowotworowego. CtDNA może 

pochodzić bezpośrednio z guza lub z krążących komórek nowotworowych (z ang. circulating tumor 

cells, CTC) [35]. 

Indeks integralności DNA (z ang. DNA integrity index, DII) jest względnym stosunkiem ilości 

dłuższych fragmentów DNA do fragmentów krótszych. W onkologii DII służy jako marker wczesnego 

wykrywania, odpowiedzi na leczenie i rokowania dla pacjentów z rakiem [36]. W dostępnej literaturze 
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raportowano, że DII jest pomocnym biomarkerem do wykrywania: raka wątrobowokomórkowego, 

raka jelita grubego, raka gruczołu krokowego, ostrej białaczki szpikowej (AML), raka piersi i 

czerniaka [37-43]. Ponadto, wykazano przydatność indeksu integralności DNA w monitorowaniu 

odpowiedzi na terapię w raku odbytnicy i raku jamy nosowo-gardłowej [44,45]. W licznych badaniach 

wskazywano również na indeks integralności DNA (oznaczany z krwi) jako na potencjalny czynnik 

prognostyczny w przypadku takich nowotworów jak chłoniak, rak wątrobowokomórkowy, rak jelita 

grubego, piersi i płuc [34, 37, 46-49]. 

Analiza indeksu integralności DNA może być przeprowadzona na podstawie krążącego w 

krwiobiegu DNA nowotworowego (z ang. liquid biopsy) lub DNA pochodzącego bezpośrednio z 

tkanki nowotworowej uzyskanej drogą resekcji lub biopsji [50]. W wyniku martwicy powstają na ogół 

dłuższe fragmenty DNA. Dlatego zmiany wartości indeksu integralności DNA (DII) obserwowane we 

krwi powinny odzwierciedlać zmiany na poziomie tkanki guza. 

DII jest najczęściej oznaczany na podstawie amplikonów ALU i/lub LINE1. Sekwencje ALU 

są rozproszone w całym genomie ludzkim. Ich znaczna liczba kopii stanowi prawie 11% ludzkiego 

genomu [51]. Sekwencje te są silnie konserwowane ewolucyjnie w genomach naczelnych. Są to 

transpozony o długości około 300 par zasad, należące do klasy transpozonów RNA (retroelementów) 

o typie non-LTR (nieposiadające sekwencji LTR – z ang. Long Terminal Repeats) z grupy SINE (z ang. 

Short Interspersed Nuclear Elements). SINE nie kodują funkcjonalnych białek, tak więc do procesu 

transpozycji wykorzystują inne retrotranspozony (np. LINE) [52,53]. Elementy LINE (z ang. Long 

Interspersed Nuclear Elements) to transpozony I klasy (retrotranspozony) o typie non-LTR i długości 

około 6000 par zasad, które stanowią 20% ludzkiego genomu. Sekwencje LINE wykazują zdolność do 

autotranspozycji, mogą także powielać sekwencje ALU. Do tej pory ALU i LINE1 były opisywane jako 

najobficiej występujące sekwencje w ludzkim genomie, z odpowiednio około 1 200 000 i 520 000 

kopiami w genomie [54]. Do oceny integralności DNA najczęściej stosuje się ALU115 i ALU247, dwa 

amplikony o długości odpowiednio 115 i 247 pz, a także LINE1 79 i LINE1 300, dwa amplikony o 
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długości odpowiednio 79 i 300 pz. Analiza ALU, LINE1 z wykorzystaniem qPCR jest najczęściej 

stosowaną metodą wykrywania wskaźnika integralności DNA [55, 56]. 

Celem pracy było zbadanie indeksu integralności DNA (DII) w tkankach pochodzących z guza 

oraz otaczającej tkanki trzustkowej od pacjentów z resekcyjnym gruczolakorakiem trzustki oraz 

zbadanie korelacji między DII tkanki nowotworowej a parametrami klinicznymi, histopatologicznymi 

oraz całkowitym przeżyciem. W tym prospektywnym badaniu oceniliśmy wskaźnik integralności 

DNA, stosując: stosunek ALU (wyniki qPCR dla ALU227 / ALU115 pz), współczynnik LINE1 (wyniki 

qPCR dla LINE1 300 / LINE1 79 pz) i średnią z powyższych wartości. Ideą badania było sprawdzenie 

klinicznej wartości indeksu integralności DNA u pacjentów z rakiem trzustki. Istnieje wiele badań, w 

których analizowano integralność DNA we krwi, ale nie bezpośrednio w tkance nowotworowej. 

Według naszej wiedzy jest to pierwsze badanie opisujące indeks integralności DNA w tkance raka 

trzustki. 

3.4 Ploidia i indeks DNA w raku trzustki. 

Ploidia jest to liczba zestawów chromosomów w jądrze komórkowym. Dotyczy to komórek 

somatycznych znajdujących się w fazie G0 / G1 mitotycznego cyklu komórkowego. Typowa 

prawidowo zbudowana ludzka komórka somatyczna zawiera 46 chromosomów, co stanowi całkowitą 

wielokrotność liczby monoploidalnej 23 (2n = 46) [57]. Wyróżniamy następujące typy rozkładów 

ploidii w komórkach: rozkład haploidalny (haploid, 1 zestaw), rozkład diploidalny (diploid, 2 

zestawy), triploid (3 zestawy), tetraploid (4 zestawy), pentaploid (5 zestawów), heksaploid (6 

zestawów), itd. Ogólny termin poliploid/rozkład poliploidalny jest używany do opisu komórek z 

trzema lub więcej zestawami chromosomów. Euploidia jest to stan komórki (lub organizmu) mającej 

całkowitą wielokrotność liczby monoploidalnej, zaś aneuploidia to stan braku euploidii [58]. 

Indeks DNA jest to stosunek średniej zawartości DNA jądrowego komórek w fazie G0/G1 

pochodzących z badanej tkanki (np. tkanki guza) do średniej zawartości DNA jądrowego znanych 
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komórek o rozkładzie diploidalnym [57].  

Cytometria statyczna i przepływowa to metody służące do oznaczania ploidii i indeksu DNA. 

W cytometrii przepływowej średnia zawartość DNA jądrowego jest wyznaczana na podstawie 

nasilenia fluorescencji materiału genetycznego pochodzącego z komórek w fazie G0/G1. Graficznym 

przedstawieniem rozkładu ploidii w badanej populacji jest histogram DNA, a jednym z parametrów 

indeks DNA [59]. 

Ploidia i związany z nią indeks DNA są uważane za parametry rokownicze w wielu typach 

nowotworów, m.in. w raku piersi, jelita grubego, gruczołu krokowego, w raku żołądka, szyjki i trzonu 

macicy [59-63]. Wyniki przedstawionych badań wskazują, że indeks DNA oznaczany z użyciem 

cytometrii statycznej jest silnym czynnikiem prognostycznym w populacji pacjentów z 

gruczolakorakiem trzustki. Jednakże badania nad ploidią i indeksem DNA oznaczanych metodą 

cytometrii przepływowej bazują w większości na próbkach pochodzących z bloczków parafinowych, 

cechują się niejednorodną metodologią, a ich wyniki bywają sprzeczne [64-67]. 

Poniżej przedstawiono badania dotyczące związku między przeżywalnością pacjentów z resekcyjnym 

gruczolakorakiem przewodowym trzustki a ich wskaźnikiem ploidii / indeksu DNA. Wyniki 

podobnych badań podsumowano w tabeli I. 
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Tabela 1.: Zestawienie badań nad ploidią i indeksem DNA w raku trzustki.  
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4. Cel pracy i zadania badawcze. 

4.1 Cel pracy. 

Ocena wybranych czynników prognostycznych w populacji pacjentów z operacyjnym przewodowym 

gruczolakorakiem trzustki.  

 

4.2 Zadania badawcze służące realizacji celu. 

• Oznaczenie względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego w tkance resekcyjnych 

gruczolakoraków trzustki i w kontrolnych tkankach trzustkowych. 

• Ocena korelcji między względną liczbą kopii DNA mitochondrialnego a wartościami 

parametrów histopatologicznych oraz długością przeżycia pacjentów z operacyjnym 

gruczolakorakiem przewodowym trzustki. 

• Oznaczenie indeksu integralności DNA w tkance resekcyjnych gruczolakoraków 

trzustki i w kontrolnych tkankach trzustkowych. 

• Ocena korelacji między indeksem integralności DNA a wartościami parametrów 

histopatologicznych oraz długością przeżycia pacjentów z operacyjnym 

gruczolakorakiem przewodowym trzustki. 
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5. Zalety i ograniczenia metod badawczych użytych w pracach 

oryginalnych. 

 

Zalety i ograniczenia ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy. 

 

Zalety ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy: 

-umożliwia oszacowanie początkowej liczby cząsteczek DNA; 

-pozwala na szybką analizę ilości produktu; 

-wysoka czułość i specyficzność. 

 

Ograniczenia metody ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy: 

-wymaga specjalnie przystosowanego termocyklera; 

-badania, sprzęt i odczynniki konieczne do analizy nie są tanie; 

-metoda wymaga doświadczenia, specjalistycznej wiedzy i przeszkolenia zespołu wykonującego 

analizy; 

-nieprawidłowości na którymkolwiek etapie projektowania testu (wybór odpowiednich sekwencji 

sondy i starterów, dobór warunków reakcji, określenie specyficzności reakcji) mogą skutkować 

otrzymaniem zafałszowanych wyników. 
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6. Wyniki prac wchodzących w skład zbioru. 

6.1 Wyniki pracy „Is mitochondrial DNA copy number a good prognostic marker in resectable 

pancreatic cancer?” 

6.1.1 Charakterystyka pacjentów biorących udział w badaniu. 

Wyniki otrzymano z 74 próbek (43 z tkanki gruczolakoraka przewodowego trzustki, 31 z 

otaczającej kontrolnej tkanki trzustkowej). Średnia wieku w grupie gruczolaka przewodowego trzustki 

wynosiła 63.44 lat (w zakresie od 40 do 84), zaś w grupie kontrolnej otaczającej tkanki trzustkowej 

wynosiła 64.10 lat (w zakresie od 37 do 84). W grupie gruczolakoraka trzustki było 44.19% kobiet i 

55.81% mężczyzn. W grupie kontrolnej było 48.39% kobiet i 51.61% mężczyzn. W tabeli 2. 

podsumowano podstawową charakterystykę włączonych do badania pacjentów [69]. Pomiędzy 

grupami nie było istotnych statystycznie różnic w zakresie wieku, pochodzenia etnicznego i płci [69].  

 

Charakterystyka Grupa 

gruczolakoraka 

(n=43) 

N (%) 

Grupa kontrolna 

(n=31) 

N (%) 

Wartość P 

Etniczność 

    Rasa biała 

 

43 (100.0) 

 

31 (100.0) 

 

ns 

Płeć 

     Mężczyźni 

     Kobiety 

 

24 (55.81) 

19 (44.19) 

 

16 (51.61) 

15 (48.39) 

 

ns 

ns 

Wiek (średnia; lata) 63.44 64.10 ns 

 

 

Tabela 2. Podstawowa charakterystyka włączonych do badania pacjentów; ns - (ang. not statistically 

significant), nieistotne statystycznie, ns – P>0.05. 
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Tabela 3. zestawia podstawowe parametry histopatologiczne badanych guzów gruczolakoraka 

przewodowego trzustki, takie jak stopień rozrostu guza, zajęcie regionalnych węzłów chłonnych, 

stopień zróżnicowania histopatologicznego, lokalizację w zakresie trzustki oraz stan marginesu 

chirurgicznego [69]. 

Parametry histopatologiczne Grupa gruczolakoraka trzustki (n=43) 

N (%) 

Rozległość guza pierwotnego 

     T2 

     T3 

     T4 (typ borderline) 

 

2 (4.65) 

38 (88.37) 

3 (6.98) 

Zajęcie węzłów chłonnych 

     N0 

     N1 

     nieokreślone 

 

5 (11.63) 

37 (86.05) 

1 (2.33) 

Stopień zróżnicowania histologicznego 

     G1 

     G2 

     G3 

     nieokreślony 

 

9 (20.93) 

29 (67.44) 

4 (9.30) 

1 (2.33) 

Położenie guza w obrębie trzustki 

     Głowa 

     Pogranicze głowy i trzonu 

     Pogranicze trzonu i ogona 

     Inne 

 

36 (83.72) 

3 (6.98) 

2 (4.65) 

2 (4.65) 

Status marginesu chirurgicznego 

     R0 

     R1 

    nieokreślony 

 

15 (34.88) 

27 (62.79) 

1 (2.33) 

Tabela 3. Podstawowe parametry histopatologiczne badanych guzów gruczolakoraka przewodowego 

trzustki. 
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6.1.2 Określenie względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego jako stosunku 

ND1/SLO2B1, w tkankach pochodzących z gruczolakoraka trzustki oraz z otaczającej tkanki 

trzustkowej. 

Mediana względnej liczby kopii mitochondrialnego DNA w 43 próbkach pochodzących z 

tkanek gruczolakoraka przewodowego trzustki była równa 123, zaś rozstęp ćwiartkowy wyniósł 75. 

Mediana względnej liczby kopii mitochondrialnego DNA w 31 próbkach pochodzących z kontrolnych 

otaczających tkanek trzustkowych była równa 195, zaś rozstęp ćwiartkowy wyniósł 462. Względna 

liczba kopii mitochondrialnego DNA z tkanki gruczolakoraka trzustki była istotnie statystycznie niższa 

niż względna liczba kopii mitochondrialnego DNA z otaczającej tkanki trzustkowej (P<0.001) [69] 

(Fig.1A). W grupie gruczolakoraka trzustki, dla większości guzów zanotowano względną liczbę kopii 

DNA mitochondrialnego w zakresie od 50 do 200 [69] (Fig.1B). W badanej populacji było 7 par próbek 

(tkanka guza i otaczająca kontrolna tkanka trzustkowa). Także w tej podgrupie względna liczba kopii 

mitochondrialnego DNA z tkanki gruczolakoraka trzustki była istotnie statystycznie niższa niż 

względna liczba kopii mitochondrialnego DNA z otaczającej tkanki trzustkowej (P>0.05) [69] (Fig.4 

w Suplemencie). 

6.1.3 Określenie korelacji pomiędzy względną liczbą kopii DNA mitochondrialnego a 

parametrami histopatologicznymi w grupie gruczolakoraka trzustki. 

Względna liczba kopii mitochondrialnego DNA z tkanki gruczolakoraka trzustki była istotnie 

statystycznie niższa niż względna liczba kopii mitochondrialnego DNA z otaczającej tkanki 

trzustkowej (P<0.001). Co więcej, zaobserwowano spadek względnej liczby kopii DNA 

mitochondrialnego wraz ze zmniejszającym się stopniem zróżnicowania histopatologicznego. Test 

trendu Jonckheere-Terpstra wykazał istotność statystyczną dla tego trendu (w kolejności: kontrolna 

otaczająca tkanka trzustkowa, guzy wysokozróżnicowane (G1), guzy średniozróżnicowane (G2), guzy 
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niskozróżnicowane (G3), P<0.001). Ponadto, podgrupa guzów G2 miała istotnie statystycznie niższą 

względną liczbę kopii mitochondrialnego DNA w porównaniu z kontrolną otaczającą tkanką 

trzustkową, P<0.01 [69] (Fig.2A). W kontekście zajęcia węzłów chłonnych, badanie nie dowiodło 

istotnej statystycznie różnicy względnej liczby kopii mitochondrialnego DNA pomiędzy guzami N0 

(dla których badanie histopatologiczne nie wykazało przerzutów do węzłów chłonnych) a guzami N1 

(przerzutującymi do węzłów chłonnych) [69] (Fig.2B). W zakresie statusu marginesu chirurgicznego, 

zarówno próbki pochodzące z guzów R0 (dla których badanie histopatologiczne nie wykazało 

komórek nowotworowych w marginesie chirurgicznym), jak i próbki pochodzące z guzów R1 

(mikroskopowo widoczne komórki nowotworowe w marginesie chirurgicznym) miały istotnie 

statystycznie niższą wartość względnej liczby kopii mitochondrialnego DNA w porównaniu z 

otaczającą kontrolną tkanką trzustkową (P<0.05), co nie było zaskakujące zważywszy na fakt, że 

próbki z wszystkich guzów miały istotnie statystycznie niższą wartość względnej liczby kopii 

mitochondrialnego DNA w porównaniu z otaczającą kontrolną tkanką trzustkową. Badanie nie 

dowiodło istotnej statystycznie różnicy względnej liczby kopii mitochondrialnego DNA pomiędzy 

guzami R0 a guzami R1 [69] (Fig.2C). W odniesieniu do lokalizacji guza w obrębie trzustki, nie 

zanotowano istotnej statystycznie różnicy względnej liczby kopii mitochondrialnego DNA pomiędzy 

guzami położonymi w głowie trzustki a guzami o innych lokalizacjach [69] (Fig.2D). 

6.1.4 Wpływ względnej liczby kopii mitochondrialnego DNA na długość przeżycia 

pacjentów z operacyjnym gruczolakorakiem przewodowym trzustki. 

Aby określić optymalny punkt odcięcia wartości względnej liczby kopii DNA 

mitochondrialnego (mtCN) dla raka, przeprowadzono analizę krzywej ROC (z ang. ROC – Receiver 

Operating Characteristic). Wartość pola pod krzywą (z ang. area under the curve, AUC) w odniesieniu 

do względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego wyniosła 0.742, zaś wyznaczony punkt odcięcia 

dla raka był równy 231, z czułością na poziomie 90.7% i swoistością 46.9% [69] (Fig.3A). W oparciu 

o wyliczony optymalny punkt odcięcia mtCN, pacjentów podzielono na 2 grupy: z niską (mtCN≤231) 
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i wysoką (mtCN>231) wartością względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego. Następnie 

przeprowadzono analizę przeżycia z wykorzystaniem metody Kaplana-Meiera, wyniki porównano z 

użyciem testu log-rank (Mantel-Cox). Badanie nie dowiodło wartości prognostycznej względnej 

liczby kopii DNA mitochondrialnego w populacji pacjentów z gruczolakorakiem przewodowym 

trzustki [69] (Fig.3B). 
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6.2 Wyniki pracy „Clinical value of tissue DNA integrity index in pancreatic cancer”. 

6.2.1 Charakterystyka pacjentów biorących udział w badaniu. 

Wyniki otrzymano z 73 próbek (42 z tkanki gruczolakoraka przewodowego trzustki, 31 z 

otaczającej kontrolnej tkanki trzustkowej). Średnia wieku w grupie gruczolaka przewodowego trzustki 

wynosiła 63.60 lat (w zakresie od 40 do 84), zaś w grupie kontrolnej otaczającej tkanki trzustkowej 

wynosiła 64.19 lat (w zakresie od 37 do 84). W grupie gruczolakoraka trzustki było 45.24% kobiet i 

54.76%mężczyzn. W grupie kontrolnej było 48.39% kobiet i 51.61% mężczyzn. W tabeli 4. 

podsumowano podstawową charakterystykę włączonych do badania pacjentów [70]. Pomiędzy 

grupami nie było istotnych statystycznie różnic w zakresie wieku, pochodzenia etnicznego i płci [70].  

Charakterystyka Grupa 

gruczolakoraka 

(n=42) 

N (%) 

Grupa kontrolna 

(n=31) 

N (%) 

Wartość P 

Etniczność 

    Rasa biała 

 

42 (100.0) 

 

31 (100.0) 

 

ns 

Płeć 

     Mężczyźni 

     Kobiety 

 

23 (54.76) 

19 (45.24) 

 

16 (51.61) 

15 (48.39) 

 

ns 

ns 

Wiek (średnia; lata) 63.60 64.19 ns 

Tabela 4. Podstawowa charakterystyka włączonych do badania pacjentów. ns - (ang. not statistically 

significant), nieistotne statystycznie, ns – P>0.05. 
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Tabela 5. zestawia podstawowe parametry histopatologiczne badanych guzów gruczolakoraka 

przewodowego trzustki, takie jak stopień rozrostu guza, zajęcie regionalnych węzłów chłonnych, 

stopień zróżnicowania histopatologicznego, lokalizację w zakresie trzustki, stan marginesu 

chirurgicznego oraz występowanie towarzyszących zmian przednowotworowych [70]. 

Parametry histopatologiczne oraz 

towarzyszące zmiany przednowotworowe 

Grupa gruczolakoraka trzustki (n=42) 

N (%) 

Rozległość guza pierwotnego 

     T2 

     T3 

     T4 (typ borderline) 

 

2 (4.76) 

38 (90.48) 

2 (4.76) 

Zajęcie węzłów chłonnych 

     N0 

     N1 

     nieokreślone 

 

5 (11.90) 

36 (85.71) 

1 (2.38) 

Stopień zróżnicowania histologicznego 

     G1 

     G2 

     G3 

     nieokreślony 

 

9 (21.43) 

28 (66.66) 

4 (9.52) 

1 (2.38) 

Położenie guza w obrębie trzustki 

     Głowa 

     Pogranicze głowy i trzonu 

     Pogranicze trzonu i ogona 

     Inne 

 

35 (83.33) 

3 (7.14) 

2 (4.76) 

2 (4.76) 

Status marginesu chirurgicznego 

     R0 

     R1 

    nieokreślony 

 

15 (35.71) 

26 (61.90) 

1 (2.38) 

Towarzyszące zmiany przednowotworowe 

     PanIN 

     IPMNs 

     MCNs 

 

12 (28.57) 

3 (7.14) 

0 (0) 

Tabela 5. Podstawowe parametry histopatologiczne badanych guzów gruczolakoraka przewodowego 

trzustki oraz występowanie towarzyszących zmian przednowotworowych; PanIN - (ang. Pancreatic 

intraepithelial neoplasia), śródnabłonkowa neoplazja trzustkowa; IPMNs - (ang. Intraductal papillary 

mucinous neoplasms), wewnątrzprzewodowe brodawkowate nowotwory śluzowe trzustki; MCNs - 

(ang. Pancreatic mucinous cystic neoplasm), nowotwory śluzowe torbielowate trzustki. 
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6.2.2 Określenie indeksu integralności DNA w tkance gruczolakoraka trzustki i w 

otaczającej tkance trzustkowej. 

Indeks integralności DNA (z ang. DNA integrity index, DII) był obliczony z użyciem: stosunku 

Alu247/115, stosunku LINE1 300/79 oraz średniej z powyższych wartości. Mediana indeksu 

integralności DNA wyrażonego jako stosunek Alu247/115 w 42 próbkach pochodzących z tkanek 

gruczolakoraka przewodowego trzustki była równa 1.23, zaś rozstęp ćwiartkowy wyniósł 1.92. 

Mediana stosunku Alu247/115 w 31 próbkach pochodzących z kontrolnych otaczających tkanek 

trzustkowych była równa 1.14, zaś rozstęp ćwiartkowy wyniósł 0.76. Mediana indeksu integralności 

DNA wyrażonego jako stosunek LINE1 300/79 w próbkach pochodzących z tkanek gruczolakoraka 

przewodowego trzustki była równa 1.24, zaś rozstęp ćwiartkowy wyniósł 5.43. Mediana stosunku 

LINE1 300/79 w próbkach pochodzących z kontrolnych otaczających tkanek trzustkowych była równa 

0.87, zaś rozstęp ćwiartkowy wyniósł 3.67. Mediana indeksu integralności DNA rozumianego jako 

średnia z sumy stosunków Alu247/115 i LINE1 300/79 w próbkach pochodzących z tkanek 

gruczolakoraka przewodowego trzustki była równa 1.24, zaś rozstęp ćwiartkowy wyniósł 4.08. 

Mediana stosunku LINE1 300/79 w próbkach pochodzących z kontrolnych otaczających tkanek 

trzustkowych była równa 1.03, zaś rozstęp ćwiartkowy wyniósł 2.43. Tkankowy indeks integralności 

DNA (rozumiany jako stosunek Alu247/115, stosunek LINE1 300/79 oraz średnia z powyższych 

wartości) w grupie gruczolakoraka trzustki był wyższy niż w grupie kontrolnej otaczającej tkanki 

trzustkowej, jednak różnica nie była istotna statystycznie (P=0.72 dla stosunku Alu, P=0.09 dla 

stosunku LINE1, P=0.5 dla średniej z powyższych wartości) [70] (Fig.2A). Następnie przeprowadzono 

analizę krzywej ROC (z ang. ROC – Receiver Operating Characteristic), aby określić optymalny 

punkt odcięcia wartości indeksu integralności DNA (DII) dla raka. Wartość pola pod krzywą (z ang. 

area under the curve, AUC) w odniesieniu do indeksu integralności DNA wyrażonego jako stosunek 

Alu247/115 wyniosła 0.525 (P=0.71), zaś wyznaczony punkt odcięcia był równy 1.7411, z czułością 

na poziomie 45.2% i swoistością 78.1% [70] (Fig.2B). Wartość pola pod krzywą (z ang. area under 
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the curve, AUC) w odniesieniu do indeksu integralności DNA wyrażonego jako stosunek LINE1 

300/79 wyniosła 0.6153 (P=0.09), zaś wyznaczony punkt odcięcia był równy 0.9054, z czułością na 

poziomie 71.4% i swoistością 59.4% [70] (Fig.2C). Jeśli chodzi o indeks integralności DNA wyrażony 

jako średnia z sumy stosunków Alu247/115 i LINE1 300/79, to dla tak rozumianego indeksu 

integralności DNA wartość pola pod krzywą (z ang. area under the curve, AUC) wyniosła 0.546 

(P=0.50), zaś wyznaczony punkt odcięcia był równy 1.1869, z czułością na poziomie 52.4% i 

swoistością 68.8% [70] (Fig.2D). 

6.2.3 Określenie związku pomiędzy tkankowym indeksem integralności DNA a statusem 

marginesu chirurgicznego w grupie gruczolakoraka trzustki. 

Próbki pochodzące z guzów, które w badaniu histopatologicznym zostały oznaczone jako R1 

(z uwagi na obecność komórek nowotworowych w marginesie chirurgicznym) miały istotnie 

statystycznie wyższy stosunek LINE1 300/79 (mediana 1.99, rozstęp ćwiartkowy 8.64) niż próbki 

pochodzące z kontrolnej otaczającej tkanki trzustkowej (mediana 0.87, rozstęp ćwiartkowy 3.67), 

P<0.05 [70] (Fig.3A). Następnie przeprowadzono analizę krzywej ROC (z ang. ROC – Receiver 

Operating Characteristic), aby określić optymalny punkt odcięcia wartości indeksu integralności 

DNA (DII) wyrażonego jako stosunek LINE1 300/79, który to punkt odcięcia pozwoli na rozróżnienie 

pomiędzy kontrolną otaczającą tkanką trzustkową a guzami R1. Wartość pola pod tą krzywą ROC (z 

ang. area under the curve, AUC) wyniosła 0.69 (P<0.05), zaś wyznaczony punkt odcięcia był równy 

0.9054, z czułością na poziomie 84.6% i swoistością 59.4% [70] (Fig.3B). Ten sam punkt odcięcia 

wartości stosunku LINE1 300/79 został wyznaczony na podstawie analizy krzywej ROC 

przeprowadzonej, aby zróżnicować guzy R1 od guzów R0 (mikroskopowo brak komórek 

nowotworowych w marginesie chirurgicznym). W tym przypadku wartość pola pod krzywą ROC (z 

ang. area under the curve, AUC) wyniosła 0.703 (P<0.05), czułość 84.6% i swoistość 57.1% [70] 

(Fig.3B). 
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6.2.4 Określenie związku pomiędzy tkankowym indeksem integralności DNA a 

pozostałymi parametrami histopatologicznymi w grupie gruczolakoraka przewodowego 

trzustki. 

Tkankowy indeks integralności DNA (rozumiany jako stosunek Alu247/115, stosunek LINE1 

300/79 oraz średnia z powyższych wartości) w grupie gruczolakoraka trzustki był wyższy niż w grupie 

kontrolnej otaczającej tkanki trzustkowej, jednak różnica nie była istotna statystycznie (P=0.72 dla 

stosunku Alu, P=0.09 dla stosunku LINE1, P=0.5 dla średniej z powyższych wartości). W odniesieniu 

do stopnia zróżnicowania histopatologicznego, nie zanotowano istotnej różnicy w wartościach indeksu 

integralności DNA pomiędzy guzami z różnym stopniem zróżnicowania histopatologicznego. 

Mediany wartości stosunku Alu247/115 dla guzów G1, G2, G3 wynosiły odpowiednio: 1.06, 1.62, 

0.82, P=0.94. Mediany wartości stosunku LINE1 300/79 dla guzów G1, G2, G3 wynosiły 

odpowiednio: 1.30, 1.57, 0.94, P=0.31. Mediany wartości indeksu integralności DNA rozumianego 

jako średnia z sumy stosunków Alu247/115 i LINE1 300/79 dla guzów G1, G2, G3 wynosiły 

odpowiednio: 1.14, 1.59, 0.88, P=0.88 [70] (Fig.4A).  

W kontekście zajęcia węzłów chłonnych, badanie nie dowiodło istotnej statystycznie różnicy 

w wartościach indeksu integralności DNA pomiędzy guzami N0 (dla których badanie 

histopatologiczne nie wykazało przerzutów do węzłów chłonnych) a guzami N1 (przerzutującymi do 

węzłów chłonnych). Mediany wartości stosunku Alu247/115 dla guzów N1 i N0 wynosiły 

odpowiednio: 1.23 i 1.97, P=0.80. Mediany wartości stosunku LINE1 300/79 dla guzów N1 i N0 

wynosiły odpowiednio: 1.24 i 1.79, P=0.68. Mediany wartości indeksu integralności DNA 

rozumianego jako średnia z sumy stosunków Alu247/115 i LINE1 300/79 dla guzów N1 i N0 wynosiły 

odpowiednio: 1.24 i 1.88, P=0.77 [70] (Fig.4B). 

W odniesieniu do lokalizacji guza w obrębie trzustki, nie zanotowano istotnej różnicy w 

wartościach indeksu integralności DNA pomiędzy guzami położonymi w głowie trzustki a guzami w 
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pozostałych lokalizacjach. Mediany wartości stosunku Alu247/115 dla guzów położonych w głowie 

trzustki i dla guzów w pozostałych lokalizacjach wynosiły odpowiednio: 1.60 i 0.73, P=0.51. Mediany 

wartości stosunku LINE1 300/79 dla guzów położonych w głowie trzustki i dla guzów w pozostałych 

lokalizacjach wynosiły odpowiednio: 1.83 i 0.76, P=0.31. Mediany wartości indeksu integralności 

DNA rozumianego jako średnia z sumy stosunków Alu247/115 i LINE1 300/79 dla guzów położonych 

w głowie trzustki i dla guzów w pozostałych lokalizacjach wynosiły odpowiednio: 1.68 i 0.80, P=0.51 

[70] (Fig.4C). 

6.2.5 Wpływ tkankowego indeksu integralności DNA na długość przeżycia pacjentów z 

operacyjnym gruczolakorakiem przewodowym trzustki. 

Aby określić optymalny punkt odcięcia wartości tkankowego indeksu integralności DNA 

(wyrażonego jako stosunek Alu247/115, stosunek LINE1 300/79 oraz średnia z powyższych wartości) 

dla raka, przeprowadzono analizę krzywej ROC (z ang. ROC – Receiver Operating Characteristic). 

W oparciu o wygenerowane punkty odcięcia, pacjentów z grupy gruczolakoraka przewodowego 

trzustki podzielono na podgrupy z wyższymi i niższymi wartościami indeksu integralności DNA. 

Następnie przeprowadzono analizę przeżycia z wykorzystaniem metody Kaplana-Meiera, wyniki 

porównano z użyciem testu log-rank (Mantel-Cox). Badanie nie dowiodło wartości prognostycznej 

tkankowego indeksu integralności DNA w populacji pacjentów z gruczolakorakiem przewodowym 

trzustki [70] (Fig.5). 
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7. Podsumowanie, wnioski i dyskusja. 

Pomimo postępów w leczeniu chirurgicznym i chemioterapeutycznym, jakie dokonały się w 

ostatnich latach, rokowanie chorych na raka trzustki jest bardzo złe. Dlatego też w wielu badaniach 

skupiono się na przyczynach dynamicznego przebiegu raka trzustki i wartości prognostycznej 

czynników możliwie najlepiej odzwierciedlających rozwój tego nowotworu. Badania oceniające 

wpływ prognostyczny ploidii i indeksu DNA przyniosły sprzeczne wyniki. Jednak większość z tych 

badań miała charakter retrospektywny i opierała się na analizie archiwalnych bloczków parafinowych, 

a zatem nie dostarczyły wystarczających dowodów potwierdzających lub wykluczjących tezę o 

wartości prognostycznej ploidii czy indeksu DNA w populacji pacjentów z rakiem trzustki.  

Praca zatytułowana ,,Is mitochondrial DNA a good prognostic marker in resectable pancreatic 

cancer?” jest pierwszą w literaturze pracą na temat względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego w 

tkance resekcyjnych gruczolakoraków przewodowych trzustki. W pracy dowiedziono, że względna 

liczba kopii mitochondrialnego DNA z tkanki gruczolakoraka trzustki jest istotnie statystycznie niższa 

niż względna liczba kopii mitochondrialnego DNA z otaczającej tkanki trzustkowej (P<0.001) [69]. 

Ponadto wykazano istotny statystycznie spadek względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego wraz 

ze zmniejszającym się stopniem zróżnicowania histopatologicznego (P<0.001) [69]. Badanie nie 

dowiodło korelacji pomiędzy względną liczbą kopii DNA mitochondrialnego a przerzutami do węzłów 

chłonnych, statusem marginesu chirurgicznego oraz lokalizacją guza w obrębie trzustki [69]. W 

badaniu nie udało się dowieść wartości prognostycznej względnej liczby kopii DNA 

mitochondrialnego w populacji pacjentów z gruczolakorakiem przewodowym trzustki [69].  

Wiadomo, że tkanki o wysokim zapotrzebowaniu energetycznym (np. mięsień sercowy czy 

mięśnie szkieletowe) zawierają więcej kopii mitochondrialnego DNA w przeliczeniu na komórkę od 

tkanek o mniejszych wydatkach energetycznych (jak nerki, wątroba czy płuca) [12]. Ponadto 

wiadomo, że tkanka mięśniowa zwiększa zawartość mitochondriów pod wpływem treningu 
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wytrzymałościowego [86]. A zatem, w warunkach fizjologicznych liczba kopii mtDNA z reguły 

odzwierciedla stan energetyczny komórek [87]. Zależność pomiędzy względną liczbą kopii DNA 

mitochondrialnego a rakiem jest nadal przedmiotem dyskusji, w której różne typy guzów dostarczają 

różnych wyników [12, 71]. Doniesienia literaturowe wskazują na związek między niską zawartością 

mtDNA a dynamicznym przebiegiem (w żargonie: ,,agresywnością”) raka, niemniej dokładne 

mechanizmy biologiczne pozostają niejasne. Postuluje się, że krytyczna redukcja zawartości mtDNA 

może upośledzać funkcjonowanie mitochondriów. Późniejsze zmiany w procesach komórkowych, 

takie jak oddychanie tlenowe, homeostaza wapniowa lub wewnętrzny szlak apoptotyczny, mogą z 

kolei wpływać na kancerogenezę, w tym progresję nowotworu [19]. Ponadto uważa się, że hipoksyjne 

mikrośrodowisko może stymulować obniżenie zawartości mtDNA w tkance guza [72], a jak 

powszechnie wiadomo, rak trzustki jest jednym z najbardziej hiposycznych nowotworów. Pomimo 

tych doniesień, w literaturze przestrzega się przed stawianiem znaku równości pomiędzy względną 

liczbą kopii DNA mitochondrialnego a aktywnością oddechową tkanek [12]. W kilku badaniach (in 

vitro i in vivo) wykazano obniżenie względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego bez jednoczesnej 

redukcji transkrypcji z mtDNA. Jednoczesna analiza względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego 

i analiza ekspresji mitochondrialnych transkryptów pozwoliłaby przybliżyć się do odpowiedzi na 

pytanie, jakie są konsekwencje obniżenia liczby kopii DNA mitochondrialnego w tkance 

nowotworowej. 

Według naszej wiedzy opublikowaliśmy pierwszą pracę na temat względnej liczby kopii DNA 

mitochondrialnego w tkance resekcyjnych gruczolakoraków trzustki. Do tej pory w literaturze można 

było znaleźć pracę dotyczącą genomu mitochondrialnego linii komórkowych raka trzustki i 

ksenograftów [73]. Jones i wsp. z użyciem hybrydyzacji Southerna wyznaczyli względną ilość mtDNA 

w próbkach pochodzących z dwóch ksenograftów raka trzustki wraz ze sparowanymi fragmentami 

tkanek zdrowej dwunastnicy. Wyniki tej pracy wskazują na zwiększoną ilość mtDNA w komórkach 

raka trzustki, co nie koresponduje z naszymi wynikami. Jednakże analiza Jones i wsp. uwzględniała 
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jedynie dwa zestawy próbek i zestawiała je z fragmentami tkanki jelita. W tym miejscu warto 

zaznaczyć, że Reznik i wsp. (którzy zanalizowali ponad 1000 par guz-otaczająca tkanka z 15 typów 

nowotworów) raportowali, że w przypadku guzów z obniżoną względną zawartością mtDNA, zawsze 

znajdowali przynajmniej jedną parę próbek, gdzie zawartość mtDNA w guzie była wyższa niż w 

otaczającej tkance [12]. 

Związek pomiędzy względną liczbą kopii DNA mitochondrialnego a parametrami 

histopatologicznymi był raportowany w literaturze dla różnych typów nowotworów, ale nie dla 

gruczolakoraka trzustki. Nasze wyniki wskazują, że w przypadku gruczolakoraka trzustki, względna 

liczba kopii DNA mitochondrialnego spada wraz ze wzrostem stopnia złośliwości histologicznej (z 

ang. grading) [69]. Nasze rezultaty korespondują z wynikami badania Yu i wsp. nad rakiem piersi, w 

którym także wykazano spadek zawartości mtDNA wraz ze wzrostem stopnia złośliwości 

histologicznej [31]. Podobnie, Zhang i wsp. raportowali istotną negatywną korelację pomiędzy 

względną liczbą kopii mtDNA a stopniem złośliwości histologicznej u pacjentów z glejakami mózgu 

[74]. W kontekście zajęcia węzłów chłonnych, przeprowadzone przez nas badanie nie dowiodło 

istotnej statystycznie różnicy względnej liczby kopii mitochondrialnego DNA pomiędzy guzami N0 

(dla których badanie histopatologiczne nie wykazało przerzutów do węzłów chłonnych) a guzami N1 

(przerzutującymi do węzłów chłonnych) [69]. Ten rezultat koresponduje z wynikami badań 

przeprowadzonych przez Chang i wsp. (rak jelita grubego) [75], Lee i wsp. (rak żołądka) [76], Yu i 

wsp. (rak piersi) [31]. Przeprowadzone przez nas badanie nie dowiodło istotnej statystycznie różnicy 

względnej liczby kopii mitochondrialnego DNA pomiędzy guzami R0 (dla których badanie 

histopatologiczne nie wykazało komórek nowotworowych w marginesie chirurgicznym) a guzami R1 

(mikroskopowo widoczne komórki nowotworowe w marginesie chirurgicznym) [69]. Ten rezultat 

koresponduje z wynikami badań przeprowadzonych przez Chang i wsp. (rak jelita grubego) [75], 

Yamadę i wsp. (rak wątrobowokomórkowy) [77]. W odniesieniu do lokalizacji guza w obrębie trzustki, 

w naszym badaniu nie zanotowano istotnej statystycznie różnicy względnej liczby kopii 
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mitochondrialnego DNA pomiędzy guzami położonymi w głowie trzustki a guzami o innych 

lokalizacjach [69]. Ten rezultat koresponduje z wynikami badań przeprowadzonych przez Chang i 

wsp. (rak jelita grubego) [75], Zhanga i wsp. (rak żołądka) [78].  

Aby sprawdzić relacje między względną liczbą kopii mtDNA a przebiegiem nowotworu in 

vivo, przeanalizowaliśmy zawartość mtDNA w guzie i rokowanie w jednorodnej grupie 43 pacjentów 

z przewodowym gruczolakorakiem trzustki. Jest to pierwsza opublikowana praca na temat wartości 

prognostycznej względnej liczby kopii mtDNA w raku trzustki. Nasze badanie nie dowiodło wartości 

prognostycznej względnej liczby kopii DNA mitochondrialnego w populacji pacjentów z 

gruczolakorakiem przewodowym trzustki [69]. Ten rezultat koresponduje z wynikami badań 

przeprowadzonych przez Yamadę i wsp. (rak wątrobowokomórkowy), Lee i wsp., Mohideen i wsp. 

(rak jelita grubego) [76-77,79]. 

Praca zatytułowana „Clinical value of tissue DNA integrity index in pancreatic cancer” jest 

pierwszą w literaturze pracą na temat indeksu integralności DNA w tkance gruczolakoraka 

przewodowego trzustki. W pracy wykazano, że próbki pochodzące z guzów, które w badaniu 

histopatologicznym zostały oznaczone jako R1 (z uwagi na obecność komórek nowotworowych w 

marginesie chirurgicznym) miały istotnie statystycznie wyższy stosunek LINE1 300/79 niż próbki 

pochodzące z kontrolnej otaczającej tkanki trzustkowej, P<0.05 [70]. Analiza krzywej ROC ujawniła, 

że indeks integralności DNA (DII) wyrażony jako stosunek LINE1 300/79 jest dobrym parametrem 

różnicującym guzy R1 od otaczającej tkanki trzustkowej (P<0.05), a także od guzów R0. Badanie nie 

dowiodło korelacji pomiędzy tkankowym indeksem integralności DNA a stopniem zróżnicowania 

histopatologicznego, przerzutami do węzłów chłonnych oraz lokalizacją guza w obrębie trzustki [70]. 

W badaniu nie udało się dowieść wartości prognostycznej indeksu integralności DNA w populacji 

pacjentów z gruczolakorakiem przewodowym trzustki [70]. 

 Wśród pacjentów poddanych operacji z powodu raka trzustki, status marginesu chirurgicznego 

http://rcin.org.pl



   

 

44 

 

 

należy do najważniejszych czynników prognostycznych. Niestety, odsetek mikroskopowo dodatnich 

marginesów chirurgicznych (R1) różni się znacznie między badaniami (od poniżej 20% do ponad 

75%). Przyczyn tej rozbieżności upatruje się w niejednorodnej nomenklaturze, niedostatecznej 

standaryzacji badania histopatologicznego oraz rozbieżności w definicji mikroskopowo dodatniego 

marginesu chirurgicznego [80]. Nasze wstępne wyniki wykazały, że tkankowy indeks integralności 

DNA LINE1 300/79 jest dobrym parametrem do rozróżnienia pomiędzy guzami R0 i R1, a zatem może 

pomóc w obiektywnej ocenie statusu marginesu chirurgicznego. W literaturze brakuje badań nad 

parametrami pomocniczymi w obiektywizacji oceny statusu marginesu chirurgicznego dla raka 

trzustki. Niemniej, w przypadku raka piersi, proponowane są następujące metody [84]: metoda 

optycznej tomografii koherensyjnej oraz metoda ilościowej spektroskopii rozproszonego odbicia. W 

zestawieniu z tymi potencjalnymi narzędziami, zaproponowany w pracy indeks integralności DNA 

wyróżnia się dostępnością metody. Podobną (a nawet większą) dostępnością cechuje się strategia 

zaproponowana (dla raka piersi) przez Margenthaler i wsp. [85], polegająca na wyliczeniu indeksu 

marginesu chirurgicznego (indeks marginesu chirurgicznego = najkrótszy margines [mm] / wielkość 

guza [mm] x 100 %). 

Indeks integralności DNA oznaczany z krwi obwodowej jest obiecującym czynnikiem 

prognostycznym w wielu typach nowotworów [34,46-49], z nielicznymi wyjątkami, wśród których 

znajduje się rak trzustki [81]. Sikora i wsp. wykazali, że oznaczane z krwi obwodowej poziomy cfDNA 

i indeksu integralności DNA nie powinny być oznaczane w celach klinicznych u pacjentów z rakiem 

trzustki. W powyższym badaniu autorzy odnotowali wyjątkowo niskie poziomy cfDNA pochodzenia 

martwiczego w osoczu pacjentów z rakiem trzustki. Z tego powodu oznaczenia DII w tej grupie 

pacjentów były niemiarodajne [81]. Utomo i wsp. potwierdzili te wyniki raportując brak istotnej 

różnicy w wartościach DII oznaczanego z krwi obwodowej pomiędzy pacjentami z rakiem trzustki a 

zdrowymi pacjentami z grupy kontrolnej [82]. Doniesienia z obu powyższych prac mogą być 

wyjaśnione wynikami Jahr i wsp. [83]. W swoim badaniu autorzy wykazują, że odsetek cfDNA 
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pochodzącego z komórek nowotworowych wynosi od 10% do 90% całkowitego cfDNA we krwi 

obwodowej, w zależności od rodzaju nowotworu. Ponadto, w badaniu Utomo i wsp. nie wykazano 

różnicy w wartościach cfDNA oraz DII oznaczanych z płynu torbieli trzustki o niskim i wysokim 

ryzyku nowotworzenia [82]. Te doniesienia korespondują z naszymi wynikami. W badaniu, 

wykazaliśmy istotna statystycznie różnicę w wartości DII pomiędzy kontrolna tkanką trzustkową a 

guzami oznaczonymi histopatologicznie jako R1. Mikroskopowe naciekanie otaczającego miąższu 

trzustkowego świadczy o bardziej dynamicznym przebiegu tych nowotworów. Można przypuszczać, 

że komórki raka trzustki in vivo zaczynają produkować więcej nekrotycznego DNA jedynie na 

pewnym etapie swojego rozwoju. 
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WNIOSKI 

1 Względna liczba kopii mitochondrialnego DNA z tkanki gruczolakoraka trzustki jest istotnie 

statystycznie niższa niż względna liczba kopii mitochondrialnego DNA z otaczającej tkanki 

trzustkowej (P<0.001). 

2 Względna liczba kopii DNA mitochondrialnego zmniejsza się wraz ze zmniejszającym się 

stopniem zróżnicowania histopatologicznego (P<0.001). 

3 Indeks integralności DNA (DII) wyrażony jako stosunek LINE1 300/79 jest dobrym 

parametrem różnicującym guzy R1 od otaczającej tkanki trzustkowej (P<0.05), a także od guzów R0. 
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Background: The aim of this prospective study was to investigate mitochondrial DNA (mtDNA) copy
number in a group of resectable pancreatic cancer (PC) tumor tissues and adjacent normal pancreatic
tissues, and to explore the correlation between the mtDNA content in tissues and the clinicopathological
parameters and the overall survival.
Methods: Relative mtDNA copy number was measured by the quantitative PCR-based assay. The tumors
specimens (n¼ 43) originated from the patients with pathologically confirmed pancreatic ductal
adenocarcinoma who did not receive any neoadjuvant systemic therapy. The adjacent normal pancreatic
tissue samples (n¼ 31) were obtained from surgical margins.
Results: mtDNA copy number was significantly lower in PC tissue (P< 0.001) compared to adjacent
normal pancreatic tissue. Jonckheere-Terpstra trend testing indicated a statistically significant decrease
in median mtDNA copy number across the differentiation (adjacent normal pancreatic tissue, low-grade,
intermediate-grade, high-grade cancer), P < 0.001. However, the survival analyses failed to show a sig-
nificant difference in survival between patients with high and low mtDNA copy number.
Conclusions: To the best of our knowledge, we provided the first evidence that mitochondrial DNA copy
number was significantly lower in pancreatic cancer tissue (P< 0.001) compared to adjacent normal
pancreatic tissue. Also, we demonstrated that mitochondrial copy number was not a significant marker
for predicting prognosis in resectable pancreatic cancer.
© 2018 IAP and EPC. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Introduction

A mitochondrion is a semi-autonomous, self-reproducing
organelle in the cytoplasm of eukaryotic cells. The copy numbers of
mitochondrial DNA (mtDNA) per mitochondrion range from 1 to 15
and the average is almost 5. Each human cell contains approxi-
mately 100 mitochondria, giving a total number of mtDNA mole-
cules per human cell of approximately 500 [1]. In comparison to
nuclear genomic DNA, mtDNA reveals high mutation rates caused
by constant exposure to mutagenic oxygen radicals and lack of the
protective mechanisms of DNA repair. These characteristics of
mtDNA suggest their potential importance in the pathophysiology
of diverse medical conditions [2,3]. Several types of mtDNA alter-
ations have been identified in human cancers. Among them, point
mutations and copy number alterations are the two most common
mtDNA alterations in cancers. Qualitative aberrations of mtDNA,
org.pl
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such as mutations, have been found in hematological malignancies
[4,5] and in solid tumors, such as hepatocellular carcinoma, breast,
gastric, prostate and colorectal cancer [6]. Quantitative aberrations
of mtDNA have also been observed in various tumors [2]. While
increased mtDNA content has been found in lung adenocarcinoma
and papillary thyroid cancer [2,7], reduced mtDNA content in
bladder, breast, esophageal, renal and liver cancers has been re-
ported [2,8,9]. Because of these aberrations involved in the carci-
nogenesis, mtDNA may have promising clinical applications for
cancers, especially as a biomarker and prognostic factor. In the
literature, there are studies investigated mtDNA copy number in
peripheral blood leukocytes or in the tumor tissue. Regarding
cancer biomarker, increased peripheral blood mtDNA copy number
levels were associated with increased risk of renal cell carcinoma,
breast, gastric and colorectal cancer, melanoma, and gliomas
[10e14]. Low peripheral blood mtDNA copy number levels were
associated with increased risk of esophageal adenocarcinoma,
bladder cancer and non-melanoma skin cancers [15,16]. Peripheral
bloodmtDNA copy number has also been investigated in pancreatic
cancer patients [17]. In that study higher mtDNA copy number was
significantly associated with increased pancreatic cancer risk.
Regarding the prognostic factor, low mitochondrial DNA copy
number in tumor tissue was correlated with poorer prognosis in
breast cancer patients [18]. Similarly, increased tumor mtDNA copy
number levels were associated with better survival in adrenocor-
tical carcinoma, chromophobe renal cell carcinoma and low-grade
glioma [2]. The opposite trend, of poor survival in patients with
high tumor mtDNA, was reported in clear-cell renal cell carcinoma,
cervical cancer and melanoma [2,19].

In the present study, we developed a simple and accurate
multiplex real-time PCR method for synchronized quantification of
nuclear DNA (nDNA) and mtDNA in adjacent normal and cancerous
pancreatic tissue samples from patients with resectable pancreatic
ductal adenocarcinoma. To our knowledge, this is the first qPCR-
based study to investigate the mitochondrial DNA copy number
(mtCN) in pancreatic cancer (PC) tissue, the correlation between
mtCN and the pathological parameters and the overall survival.

Materials and methods

Study population and data collection

Samples and matched clinical information were obtained from
the Clinical Department of Gastroenterological Surgery and Trans-
plantation Central Clinical Hospital of the Ministry of the Interior
and Administration in Warsaw, Poland. Fresh frozen samples of 43
cases of pancreatic ductal adenocarcinoma and 31 cases of adjacent
normal pancreatic tissue that were diagnosed and treated from
December 2013 to June 2016 were prospectively retrieved. All op-
erations in patients included in the study were performed due to a
pancreatic tumor diagnosed in imaging studies. The histological
type, stage, and grade of the tumors were classified according to
WHO criteria. In the cancer group, all patients have resectable tu-
mors that were pathologically confirmed as pancreatic ductal
adenocarcinoma. Further, all PC patients did not receive any neo-
adjuvant systemic therapy and were treated with gemcitabine after
the operation. Among the non-cancer group, the adjacent normal
pancreatic tissue samples were obtained from the surgical margin.
Within the study population, there were 7 paired samples of tumor
and adjacent normal pancreatic tissue. The study was approved by
the Medical Ethics Committee of the Central Clinical Hospital of the
Ministry of the Interior and Administration in Warsaw, Poland and
have therefore been performed in accordance with the ethical
standards laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its later
amendments. The patients gave their informed consent prior to
http://rci
their inclusion in the study. Outcome status and dates of recur-
rence, metastasis or death were obtained from the clinical and
hospital records and by patient/family contact until January 2017.

DNA isolation

Total genomic DNA was isolated from pancreatic cancer tissue
and adjacent normal tissue with Genomic Mini kit (A&A Biotech-
nology). DNA purification was performed according to the manu-
facturer's instructions. The concentration of extracted DNA was
obtained by measuring the absorbance at 260 nm using a Nano-
Drop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Until
DNA isolation tissues were stored at�80 �C.After isolation DNAwas
stored at �20 �C.

Measurements of mtDNA copy number

The relative mtDNA copy number in the 1) tumor tissue and 2)
adjacent normal tissue was measured by a quantitative PCR-based
method (qPCR) as previously described [17,20,21]. For qPCR anal-
ysis primers were designed in Primer-BLAST (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). PCR efficiency was obtained
from the standard curve. PCR efficiency E(%) was in the range 1,92-
2,15. We used two pairs of primers in order to perform the relative
quantification of mtDNA copy number: ND1: fw_TACGGGCTACTA-
CAACCCTTC, rv_ATGGTAGATGTGGCGGGTTT, was used to amplify
ND1 (Mitochondrially Encoded NADH: Ubiquinone Oxidoreductase
Core Subunit 1) representing mitochondrial genome, and SLCO2B1:
fw_CCTGATGCCTAGGTTTCTTTTCTTG, rv_GGTCATCTGCCTACCCTA-
GAAC) (Solute Carrier Organic Anion Transporter Family Member
2B1) representing nuclear genome. Genes representing mitochon-
drial (ND1) and nuclear (SCLO2B1) genome were chosen randomly
[22,23]. For qPCR, 10ng of DNA were loaded with 0,25 mM of for-
ward and reverse primers, 12,5 ml of iTaq ™ universal SYBR® Green
Supermix (Bio-rad) onto 96-well plate for LightCycler® 96 (Roche
Diagnostics GmbH). The qPCR was carried out onto 96-well plate
for LightCycler® 96 (Roche Diagnostics GmbH) at the PCR reaction
conditions: hot start at 95 �C for 3min followed by 45 cycles of
denaturation at 95 �C for 10 s, annealing at 60 �C for 30 s, and
extension at 72 �C for 30 s. The ratio of mitochondrial DNA to nu-
clear DNA was calculated [24,25] on the basis of the quantification
cycle (Cq) values and the baseline settings automatically calculated
by the qPCR instrument software. Datawere analyzed in the GenEX
software (Multid Analyses AB, G€oteborg, Sweden).

Statistical analysis

Each sample from each patient was running in the 4 replicates.
Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc. La Jolla, USA) and PQStat 1.6.6 (PQStat
Software, Poland). The ShapiroeWilk test was used as a test of
normality. The student t-test and Fisher's exact test were used to
compare cancer and control group regarding age and sex, respec-
tively. Mann Whitney tests, (***) P < 0.001, were used to assess the
differences between relative mtCN in 1) pancreatic cancer tissue
and adjacent normal tissue; 2) tissues from tumors localized in the
head of the pancreas and from tumors in other localization; 3)
tissues from tumors with negative lymph node status (N0) and
from tumors with positive lymph node status (N1). Kruskal-Wallis
tests were used to assess the differences between relative mtCN in
1) adjacent normal tissue and tissues from well-differentiated tu-
mors (G1), moderately differentiated tumors (G2) and from poorly
differentiated tumors (G3); 2) adjacent normal tissue and tissues
from tumors with positive (R1) and negative (R0) surgical margin.
Dunn's Multiple Comparison test (*) P < 0.05, (**) P < 0.01 was used
n.org.pl
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Table 2
Baseline characteristics of cancer group included pancreatic cancer
staging (the extent of the tumor and lymph node involvement according
to TNM classification: T2 refers to the tumors limited to the pancreas,
with more than 2 cm in greatest dimension; T3 refers to the tumors that
extend beyond the pancreas but without involvement of the celiac axis
or the superior mesenteric artery; T4 refers to the tumors that involve
the celiac axis or the superior mesenteric artery e borderline tumors;
the N0 refers to the specimens from the pancreatic cancers without
regional lymph node metastases, while N1 refers to the specimens from
pancreatic cancers which have spread to nearby lymph nodes), differ-
entiation grade, sublocation of the tumor and surgical margin status (the
R0 corresponds to the specimens from the pancreatic cancers tumors
that were pathologically marked as R0 (no cancer cells seen micro-
scopically at the resection margin), while R1 corresponds to the speci-
mens from the pancreatic cancers tumors that were pathologically
marked as R1 (cancer cells present microscopically at the resection
margin).

Characteristics Cancer group (n¼ 43)
N (%)

The extent of the primary tumor
T2 2 (4.65)
T3 38 (88.37)
T4 (borderline) 3 (6.98)

Lymph node involvement
N0 5 (11.63)
N1 37 (86.05)
Nx 1 (2.33)

Differentiation grade
Poor 4 (9.30)
Moderate 29 (67.44)
Well 9 (20.93)
Undetermined 1 (2.33)

Sublocation
Head 36 (83.72)
Head and body 3 (6.98)
Body and tail 2 (4.65)
Other 2 (4.65)

Surgical margin status
R0 15 (34.88)
R1 27 (62.79)
Undetermined 1 (2.33)
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as a post test. The results shown on the charts were presented as a
medianwith (±IQR). A ROC analysis was performed to determine an
optimal threshold of mtDNA copy number for pancreatic cancer.
Based on a ROC-generatedmtCN cut-off point, cancer patients were
ranked with either a high or low mtCN status. Subsequently, we
have carried out a survival analysis with Kaplan-Meier method, the
results were compared with the logrank (Mantel-Cox) Test. P < 0.05
was considered significant.

Results

Results were obtained from 74 samples (43 from a pancreatic
cancer tissue, 31 from adjacent normal tissue). The mean age was
64.10 (ranging from37 to 84) for the normal pancreatic tissue group
and 63.44 (ranging from 40 to 84) for the cancer group. Within the
cancer group, there were 44.19% females and 55.81% males, and
within the control group, there were 48.39% females and 51.61%
males. Table 1 summarises these basic characteristics of the study
population. There were no significant differences between the two
groups regarding age, ethnicity, and sex. Within the cancer group,
available baseline characteristics included tumor size, lymph node
involvement, differentiation grade, sublocation, and surgical
margin status; these data are listed in Table 2.

Determination of relative mtDNA copy number ND1/SCLO2B1
ratio in the pancreatic cancer tissue and adjacent pancreatic tissue.

The median mtDNA copy number (mtCN) and interquartile
ranges (IQR) in the 43 pancreatic cancer specimens and in the 31
adjacent normal pancreatic tissue specimens were respectively 123
(IQR 75) and 195 (IQR 462). mtCN was significantly lower in
pancreatic cancer tissue (P< 0.001) compared to adjacent normal
pancreatic tissue. Data were shown in Fig. 1 A. Within the cancer
group, most tumors have the relative mtCN ranging from 50 to 200.
Data were shown in Fig. 1 B. Within the study population, there
were 7 paired samples of tumor and adjacent normal pancreatic
tissue. Similarly, in this subgroup, mtCN was lower in pancreatic
cancer tissue compared to adjacent normal pancreatic tissue
(P> 0.05). Data were shown in Figure 4 in the Supplement 1.

Determination of relation between relative mtDNA copy num-
ber and the clinicopathological characteristics of pancreatic cancer
group.

mtDNA copy number (mtCN) was significantly lower in
pancreatic cancer tissue (P< 0.001) compared to adjacent normal
pancreatic tissue. Furthermore, we observed that mtCN decreased
as the PC grading increased. Jonckheere-Terpstra trend testing
indicated a statistically significant decrease in median mtCN across
the differentiation (adjacent normal pancreatic tissue, low grade,
intermediate grade, high grade), P< 0.001. Farther, G2 tumors had a
significantly lower mtCN than control adjacent normal pancreatic
tissue, P< 0.01. Data were shown in Fig. 2 A. Regarding lymph node
involvement, there was no significant difference in mtCN between
specimens from tumors pathologically marked as N1 (tumors with
Table 1
Distribution of selected characteristics of pancreatic cancer cases and controls. For
categorical variables, Fisher's exact test was used to examine the differences. For
continuous variables, Student's t-test was used to examine the differences. ns e

P> 0.05.

Characteristics Cancer group (n¼ 43)
N (%)

Controls (n¼ 31)
N (%)

P-value

Ethnicity
White 43 (100.0) 31 (100.0) ns

Sex
Male 24 (55.81) 16 (51.61)
Female 19 (44.19) 15 (48.39) ns

Age (mean; years) 63.44 64.10 ns
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regional lymph node metastasis) and specimens from tumors
marked as N0 (no regional lymph node metastasis). Data were
shown in Fig. 2B. Concerning relation between relativemtDNA copy
number and a resection margin, both specimens from tumors
marked as R0 (no cancer cells seen microscopically at the resection
margin) and from tumors marked as R1 (cancer cells present
microscopically at the tumor resection margin) had statistically
significantly less mtCN compared to surrounding tissue, which is
not surprising due to the fact that the samples from all tumors had
statistically significantly less mtCN compared to the surrounding
tissue. Our results showed no significant differences in the mtCN
values for tumors marked as R0 and tumors marked as R1. Data
were shown in Fig. 2C. With regard to the PC localization, there
were no differences in relative mtCN between tumors localized in
the head of the pancreas and tumors in other localization. Data
were shown in Fig. 2D.

The impact of relative mtDNA copy number on the overall sur-
vival of the patients with resectable pancreatic cancer.

We then evaluated the overall survival of the patients with
resectable pancreatic cancer to assess the prognostic value of mtCN.
A receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was per-
formed to determine an optimal threshold of mtDNA copy number
for cancer. The area under the ROC curve (AUC) of mtCN for cancer
was 0.742. The cut-off point for mtCN for cancer was 231, with a
sensitivity of 90.7% and a specificity of 46.9%. Data were shown in
Fig. 3A. Based on a ROC-generated mtCN cut-off point (231), cancer
patients were ranked with either a high (>231) or low (�231)mtCN
org.pl



Fig. 1. (A) Relative mtDNA copy number in the adjacent normal pancreatic tissue and pancreatic cancer tissue. Relative mtDNA copy number was measured as a ND1/SCLO2B1 ratio,
with qPCR methods. Genes represent mitochondrial (ND1) and nuclear (SCLO2B1) genome were chosen randomly. The graph shows the statistically significant difference between
adjacent pancreatic tissue vs. pancreatic cancer tissue (Mann Whitney test). Results shown in the graphs were obtained as a median (±IQR), (***) P < 0.001. (B) The frequency of
relative mtDNA copy number (ND1/SCLO2B1) in pancreatic tumor tissue.

Fig. 2. (A) Relative mtDNA copy number measured as a ND1/SCLO2B1 ratio in the adjacent normal pancreatic tissue and in pancreatic ductal adenocarcinoma pathologically marked
as G1, G2 and G3 according to the tumor differentiation. The G1 refers to well-differentiated cancer (low grade); G2 - moderately differentiated cancer (intermediate grade); G3 -
poorly differentiated (high grade). The graph shows the statistical significant difference between adjacent tissue and G2 tumors (Kruskal-Wallis test, post test Dunn's Multiple
Comparison Test), (**), P < 0.01. Results shown in the graphs were obtained as a median (±IQR). (B) The impact of the relative mtDNA copy number on the lymph node involvement.
The graph shows the non-significant difference between N0 and N1 cancers obtained with Mann Whitney test, P > 0.05. The N0 refers to the specimens from the pancreatic cancers
without regional lymph node metastases, while N1 refers to the specimens from pancreatic cancers which have spread to nearby lymph nodes. Results shown in the graphs were
obtained as a median (±IQR). (C) Relative mtDNA copy number level in the adjacent normal pancreatic tissue and in the tumors that were pathologically marked as R0 and R1
according to the resection margin status (Kruskal-Wallis test, post test Dunn's Multiple Comparison Test) *, P < 0.05. The graph shows the statistical significant difference between the
adjacent tissue vs. tumor R0 and between adjacent tissue vs. tumor R1. The R0 corresponds to the specimens from the pancreatic cancers tumors that were pathologically marked as
R0 (no cancer cells seen microscopically at the resection margin), while R1 corresponds to the specimens from the pancreatic cancers tumors that were pathologically marked as R1
(cancer cells present microscopically at the resection margin). Results shown in the graphs were obtained as a median (±IQR). (D) The impact of pancreatic cancer tumor localization
on the relative mtDNA copy number. The graph shows no difference in mtCN between the tumors localized in the head of the pancreas vs. tumors with other localizations. Results
were obtained with Mann Whitney test, P > 0.05. Other localizations refer to: the tumors in the body of the pancreas, in the tail of the pancreas and diffuse tumors.
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Fig. 3. (A) Receiver operating characteristic (ROC) curve was used to determine an optimal threshold of mtDNA copy number for pancreatic cancer. A P value< 0 .05 was considered
statistically significant. AUC e area under the curve. (B) Relative mtDNA copy number measured as ND1/SCLO2B1 ratio and survival. KaplaneMeier curves present the overall
survival of patients with resectable pancreatic ductal adenocarcinoma with higher (red curve) and lower (blue curve) tumor tissue mtDNA copy number, until 2.7 years of follow-up.
Results were compared with the logrank (Mantel-Cox) Test. There were no significant differences in survival between the patients with higher and lower mtDNA copy number
(P> 0.05).
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status. Then we have carried out a survival analysis with the
Kaplan-Meier method and compared the results with the logrank
(Mantel-Cox) test. Obtained results failed to prove that mitochon-
drial DNA copy number is a good prognostic marker in resectable
pancreatic ductal adenocarcinoma. Data were shown in Fig. 3B.

Discussion

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common
type of pancreatic cancer with a dismal overall prognosis mainly
unchanged over the past decades. Most patients have an unre-
sectable disease with distant metastases at the time of diagnosis.
The mean survival in this group is 3e6 months. Only a small
number of patients (between 15 and 20%) can be treated
completely, which includes radical surgery. The mean survival in
this group is 11e24 months. What is more, pancreatic cancer
incidence rates continue to rise. Therefore, it is crucial to know the
factors affecting the prognosis for the patients to facilitate decision-
making on potential individual therapy strategies [26e28].

The association between mtDNA copy number variation and
cancer is still subject of debate, with different tumors yielding
different results [2,29]. Here we report a comprehensive evaluation
of the mitochondrial DNA copy number in pancreatic ductal
adenocarcinoma tissue and adjacent normal pancreatic tissue and
demonstrate decreased mtDNA content in PC tumor tissue
compared to adjacent normal pancreatic tissue. A critical reduction
in mtDNA content may compromise mitochondrial functioning
with downstream effects. Subsequent changes in cellular processes
such as aerobic respiration, calcium homeostasis or the intrinsic
apoptotic pathway could, in turn, impact tumorigenic properties.
Previous findings have pointed towards a link between lowmtDNA
content and cancer aggressiveness but the exact association re-
mains uncertain [9]. Pancreatic cancer is known for its extremally
aggressive biology and hypoxic microenvironment [30]. It is plau-
sible that a hypoxic environment can reduce tumor mtDNA content
as suggested previously [31].

To the best of our knowledge, we provided the first qPCR-based
study investigating the mitochondrial DNA copy number (mtCN) in
http://rcin.
pancreatic cancer (PC) tissue derived from a resected tumor. In the
literature, there is the study exploring themitochondrial genome in
pancreatic cancer cell lines and xenografts [32]. Jones et al. per-
formed a Southern blot hybridization to determine the relative
amounts of mtDNA in two sets of paired pancreatic cancer xeno-
grafts and tissue from the normal duodenum. The results from this
study showed an increased intracellular mass of mtDNA in
pancreatic cancer cells, which does not correspond to our results.
However, Jones et al. comparison included only two pairs of sam-
ples. Here, it is worth to notice, that Reznik et al. (who indicated
mtCN in over 1000 pairs of tumor/adjacent-normal samples from
15 cancer types) reported that in case of decreased mtDNA content
tumors, despite a tendency towards mtDNA depletion, all tumor
types contained at least one sample with higher mtDNA content
than adjacent normal tissue [2].

The relation between mtDNA content and clinicopathological
findings has been reported before for several types of cancer, but
not for pancreatic ductal adenocarcinoma. Here, we report that
mtDNA copy number decreased as the PC grading increased.
Jonckheere-Terpstra testing indicated a statistically significant
decrease trend in median mtCN across the differentiation (adjacent
normal pancreatic tissue, low grade, intermediate grade, high
grade). These observations are consistent with results of a study
conducted by Yu et al., who demonstrated that lower mtDNA
contents were significantly correlated with a higher histological
grade in breast cancer patients [18]. Similarly, Zhang et al.
demonstrated that mtDNA copy number was significantly nega-
tively associated with tumor grade in glioma patients [33].
Regarding the lymph node involvement, our results showed no
significant differences in mtCN between samples from tumors
pathologically marked as N1 and specimens from tumors marked
as N0. These results correspond to observations of studies carried
out by Chang et al. (colorectal cancer) [34], Lee et al. (gastric cancer)
[35] and by Yu et al. (breast cancer) [18]. Regarding margin status,
both samples from tumors marked as R0 and from tumors marked
as R1 had statistically significantly less mtCN compared to sur-
rounding tissue, which is not surprising due to the fact that the
samples from all tumors had statistically significantly less mtCN
org.pl
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compared to the surrounding tissue. Our results showed no sig-
nificant differences in the mtCN values for tumors marked as R0
and tumors marked as R1. These results are consistent with ob-
servations of studies carried out by Chang et al. (colorectal cancer)
[34] and Yamada et al. (hepatocellular carcinoma) [36]. Further, our
results showed that there were no differences in relative mtDNA
copy number between tumors localized in the head of the pancreas
and tumors in other localization. This finding also corresponds to
observations of studies carried out by Chang et al. (colorectal can-
cer) [34] and Zhang et al. (gastric cancer) [37].

To address a possible relation between mtDNA content and
aggressive behavior in vivo, we analyzed primary resectable
pancreatic tumor mtDNA content and prognosis in homogenous
group of 43 pancreatic cancer patients. This article was the first to
analyze the prognostic value of mitochondrial DNA copy number in
pancreatic cancer. Our results failed to show an association be-
tween the tissue mtCN and overall survival. Nevertheless, they do
correspond to conclusions of several studies on such cancers as
colon and gastric cancer [35,38] as well as hepatocellular carcinoma
[36].

A number of related open questions remain to be resolved,
including what mechanisms determine the mtDNA depletion in
pancreatic cancer, what are the consequences for cancer biology of
mtDNA depletion at various levels and which agents affecting tis-
sue mtCN could indicate the patients who may benefit from the
evaluation of tissuemtCN as a potential important prognostic factor
in resectable pancreatic cancer.

To conclude, we provided the first qPCR-based study investi-
gating the mitochondrial DNA copy number in pancreatic cancer
tissue and the impact of mtCN on overall survival in PC patients.We
demonstrate significantly lower mtDNA content in pancreatic
cancer tissue compared to adjacent normal tissue. Also, our results
failed to prove that mitochondrial DNA copy number is a good
prognostic marker in resectable pancreatic ductal adenocarcinoma.
Larger cohorts of uniformly treated patients are necessary to vali-
date these results and to further unravel the clinical relevance of
mtDNA content determination in cancer.
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a b s t r a c t

Background: DNA integrity index as a blood biomarker is associated with the prognosis of

cancer patients.

Aims: The primary goal of the study was to examine tissue DNA integrity index (DII) in a

group of pancreatic cancer (PC) tumor tissues and control adjacent pancreatic tissues. We

also aimed to test the relationship between the tumor tissue DII and the clinicopathological

parameters and the overall survival.

Methods: In the prospective study, DII was calculated using: the Alu 247/115 ratio, the LINE1

300/79 ratio and the average of the above values, based on the data obtained by real-time

PCR. The tumors samples (n ¼ 42) originated from the patients with pathologically

confirmed pancreatic ductal adenocarcinoma and the control adjacent pancreatic tissue

specimens (n ¼ 32) were received from surgical margins.

Results: Specimens from the tumors pathologically marked as R1 (microscopic residual

tumor) had a significantly higher LINE1 300/79 ratio values than specimens from adjacent

normal pancreatic tissue (P<0.05). ROC curve analysis revealed that LINE1 300/79 ratio is a

good parameter to distinguish between R0 and R1 tumors (AUC ¼ 0.703, P<0.05).

Conclusions: This is the first study exploring the tissue DNA integrity index (DII) in

pancreatic cancer. LINE1 DII can be used as auxiliary parameter for objective evaluation of

margin status.

© 2020 Published by Elsevier Ltd on behalf of Royal College of Surgeons of Edinburgh

(Scottish charity number SC005317) and Royal College of Surgeons in Ireland.
Introduction

DNA is a molecule that may be inside and outside the cell.

Extracellular DNA can be found in the blood as well as other

biological fluids. The degraded DNA fragments floating in the

blood plasma are called circulating cell-free DNA (ccfDNA).
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Poland.Fax: þ48 22 668 5
Tuchalska-Czuro�n).
bute to the work and pas

n behalf of Royal College

http://rcin
DNA present in the blood could be released from, among

others, apoptotic or necrotic cells. DNA fragments length and

DNA size distribution may indicate ccfDNA source (from

apoptotic or necrotic cells).1 Cell apoptosis occurs naturally,

and DNA is cut into similar small fragments of 185e200 bp.

Instead, tumor necrosis provides DNA fragments of different

lengths generally >200bp.2 Circulating tumor DNAs (ctDNAs)
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Abbreviations

ALU Alu elements; transposable elements which

belong to Short Interspersed Nuclear Elements

ccfDNA circulating cell free DNA

CTC circulating tumor cell

ctDNA circulating tumor deoxyribonucleic acid

DII DNA integrity index

DNA deoxyribonucleic acid

G1 grade 1

G2 grade 2

G3 grade 3

IPMNs Intraductal papillary mucinous neoplasms

IQR interquartile range

LINE Long interspersed nuclear elements

LINE1 Long interspersed element (LINE) 1

retrotransposons

MCNs Pancreatic mucinous cystic neoplasms

N0 no cancer was found in the lymph nodes

N1 the cancer has spread to the regional lymph

nodes

NX undetermined lymph node involvement

NS not statistically significant

PanIN Pancreatic intraepithelial neoplasia

PC or PCA pancreatic cancer

PDAC pancreatic ductal adenocarcinoma

R0 microscopically margin-negative resection

R1 microscopic margins are positive for tumor

RM resection margin

SINEs short interspersed elements

qPCR quantitative reverse transcription PCR

T2 for pancreatic cancer T2 means that tumor is

larger than 2 cm but limited to the pancreas

T3 for pancreatic cancer T3 means that tumor has

spread beyond the pancreas but it has not

invaded neither the celiac axis nor the superior

mesenteric artery

T4 for pancreatic cancer T4 means that tumor

invades the celiac axis or the superior

mesenteric artery

TX main tumor cannot be measured
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is tumor-derived fragmented DNA in the bloodstream that

comes from the tumor or from circulating tumor cells (CTCs).3

Fig. 1 demonstrates the main sources of circulating cell-free

DNA related to cancer. Outline of cfDNA research history

can be found in the Supplement.32e35

DNA integrity index (DII), which is the ratio of longer to

shorter DNA fragments, became a potential marker for early

detection, therapy response, and prognosis for cancer pa-

tients.4 According to the latest literature, DII was shown to be

a helpful biomarker for detecting: hepatocellular carcinoma,

colorectal cancer, prostate cancer, acute myelogenous leuke-

mia (AML), breast cancer, and melanoma.5e11 Moreover, DII

was reported to be useful in monitoring the response to

therapy in rectal cancer and nasopharyngeal carcinoma.12,13

In the literature, there are also studies exploring blood-
http://rcin
based DNA integrity index as a potential prognostic factor

in: lymphoma, hepatocellular carcinoma, colorectal, breast

and lung cancer.2,5,14e17 However, DNA analysis can be per-

formed on the base of both ctDNA (from a liquid biopsy) and

DNA derived directly from tumor tissue obtained by resection

or biopsy.18 Tumor necrosis is the source of longer DNA

fragments. Therefore, changes in DNA integrity index in

tumor tissue should reflect the alterations observed in the

blood.

DNA integrity index (DII) is most often evaluated using ALU

and/or LINE1 amplicons. More about ALU and LINE elements

and why they are most often used for DII evaluation19e25 can

be found in the Supplement.

The primary goal of the study was to examine tissue DNA

integrity index (DII) in a group of pancreatic cancer (PC) tumor

tissues and control adjacent pancreatic tissues.We also aimed

to test the relationship between the tumor tissue DII and the

clinicopathological parameters and the overall survival. In

this prospective study we evaluated DNA integrity index

using: ALU ratio (q-PCR results of ALU227/ALU115 bp), LINE1

ratio (q-PCR results of LINE1 300/LINE1 79 bp) and the average

of above values. Our purpose was to check the clinical value of

tissue DNA integrity index in patients with pancreatic cancer.

There are many studies that have analyzed DNA integrity

index in the blood, but not directly in the tumor tissue. To our

knowledge, this is the first study exploring the tissue DNA

integrity index in the pancreatic cancer.
Materials and methods

Study population and data collection

The study has obtained ethics committee approval (by the

Medical Ethics Committee of the Central Clinical Hospital of

the Ministry of the Interior and Administration in Warsaw,

Poland). Patients informed consent was obtained prior to

enrollment. Among the cancer group, all patients had patho-

logically confirmed pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC)

and all these patients were treated with gemcitabine after an

operation. Most of the cancer patients (40/42) had resectable

tumors. In two cases, during the operation, a liver nodule was

resected, which was pathologically confirmed as pancreatic

cancermetastasis. Further, most of the cancer patients (41/42)

did not take any neoadjuvant systemic therapy. One patient

received gemcitabine before the cancer surgery. In the non-

cancer group, the control adjacent pancreatic tissue speci-

mens were acquired from the surgical margin. All the opera-

tionswere performed due to imagine diagnostics of pancreatic

tumors, in a single center - Clinical Department of Gastroen-

terological Surgery and Transplantation Central Clinical Hos-

pital of the Ministry of the Interior and Administration in

Warsaw, Poland. We have prospectively gathered 73 fresh

frozen specimens: 42 samples of PDAC and 31 samples from

surgical margins. The specimens were collected between

December 2013 and June 2016. The histopathology examina-

tions were performed according to WHO criteria. Regarding

the surgical margin status, absence of tumor cells within

1 mm to the specimen surface was considered the R0 resec-

tion. Follow-up was continued until January 2017.
.org.pl
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Fig. 1 e The main sources of circulating cell free DNA related to the cancer. Adapted from Schwarzenbach et al.38 ccfDNA -

circulating cell free DNA; CTC e circulating tumor cells; ctDNA - circulating tumor DNA.
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DNA isolation

Genomic Mini kit (A&A Biotechnology) was used for genomic

DNA isolation. DNA purification was accomplished according

to the producer's instructions. A NanoDrop ND-1000 spectro-

photometer (Thermo Fisher Scientific) was used to measure

the absorbance at 260 nm for obtaining the extracted DNA

concentration. Before DNA isolation, tissues were stored at

�80 �C. Isolated DNA was stored at �20 �C.

Measurements of DNA integrity index

The DNA integrity index in the 1) tumor tissues and 2) control

adjacent tissues was measured by real-time PCR, according to

standard practice.26e28 Details about DIImeasurements can be

found in the Supplement.

Statistical analysis

All specimens were running in the 3 replicates. Statistics were

carried out using GraphPad Prism 5.0 (Graphpad Software Inc.

La Jolla, USA) and PQStat (PQStat software, Poland). The

normality test was ShapiroeWilk test. The Fisher's exact test

and student t-test were used to compare study groups

regarding sex and age, respectively. The Mann Whitney tests

were used to evaluate the differences in DII values between: 1)

pancreatic cancer tissue and adjacent normal tissue; 2) tissues

from head-localized tumors and from tumors in other locali-

zation; 3) tissues from N0 tumors and from N1 tumors.
http://rcin
KruskaleWallis tests were used to evaluate the differences in

DII values between: 1) adjacent normal tissue samples, sam-

ples from G1 tumors, G2 tumors and from G3 tumors; 2)

adjacent normal tissue samples, samples from R0 tumors and

from R1 tumors. Dunn's Multiple Comparison test was used as

a post-test. The Receiver Operating Characteristic (ROC)

analysis between adjacent normal and tumor tissue was

performed to decide the cut-off point before KaplaneMeier

survival curves were performed. The Log-rank (ManteleCox)

Test was used as a post-test. Data in text and the results

shown on the charts were presented as a median with inter-

quartile range (IQR). A P value of 0.05 was considered statis-

tically significant.
Results

The obtained results (73 in total) consisted of 42 results from the

PC group and 31 results from the control group. In the PC group,

the mean age was 63.60 (ranging from 40 to 84), and there were

45.24% females and 54.76% males. In the control group, the

mean age was 64.19 (ranging from 37 to 84), and there were

48.39% females and 51.61% males. These baseline characteris-

tics of the study population are summarized in Table 1. More

information on this topic can be found in the Supplement.

There were no significant differences between the two groups

regarding age, ethnicity, and sex. Table 2 contains the basic

characteristics of the PC group. These basic characteristics in-

cludes tumor size staging, lymph node status, differentiation
.org.pl
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Table 1 e Distribution of seleted characteristics of
pancreatic cancer cases and controls. NS- not statistically
significant. NS e P > 0.05

Characteristics Cancer group (n ¼ 42) Controls
(n ¼ 31)

P-value

N (%) N (%)

Ethnicity

White 42 (100.0) 31 (100.0) NS

Sex

Male 23 (54.76) 16 (51.61)

Female 19 (45.24) 15 (48.39) NS

Age

(mean; years) 63.60 64.19 NS
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grade, locationwithin the pancreas, surgicalmargin status, and

the presence of accompanying precancerous lesions.

Determination of tumor DNA integrity index in the
pancreatic cancer tissue vs. control adjacent pancreatic
tissue

DNA integrity index was calculated using: the Alu 247/115

ratio, the LINE1 300/79 ratio and the average of the above

values. Themedian value ofAlu247/115 ratio and interquartile
Table 2 e Baseline characteristics of cancer group
included pancreatic cancer staging according to TNM
classification; differentiation grade; sublocation of the
tumor; surgical margin status; and the presence of the
precancerous lesions. PanIN e Pancreatic intraepithelial
neoplasia; IPMNs e Intraductal papillary mucinous
neoplasms; MCNs e Pancreatic mucinous cystic neoplasms.

Characteristics Cancer group (n ¼ 42)

N (%)

Extent of primary tumor

T2 2 (4.76)

T3 38 (90.48)

T4 (borderline) 2 (4.76)

Lymph node involvement

N0 5 (11.90)

N1 36 (85.71)

Nx 1 (2.38)

Metastases

M0 40 (95.24)

M1 2 (4.76)

Differentiation grade

Poor 4 (9.52)

Moderate 28 (66.66)

Well 9 (21.43)

Undetermined 1 (2.38)

Sublocation

Head 35 (83.33)

Head and body 3 (7.14)

Body and tail 2 (4.76)

Other 2 (4.76)

Surgical margin status

R0 15 (35.71)

R1 26 (61.90)

Undetermined 1 (2.38)

The presence of the precancerous lesions

PanIN 12 (28.57)

IPMNs 3 (7.14)

MCNs 0 (0)
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ranges in the PC group and in the control group were respec-

tively 1.23 (IQR 1.92) and 1.14 (IQR 0.76). The median value of

LINE1300/79 ratio and interquartile ranges in the PC group and

in the control group were respectively 1.24 (IQR 5.43) and 0.87

(IQR 3.67). The median value of DNA integrity index under-

stood as an average of Alu247/115 ratio and LINE1300/79 ratio

and interquartile ranges in the PC group and in the control

group were respectively 1.24 (IQR 4.08) and 1.03 (IQR 2.43).

Tissue DNA integrity index (as the Alu247/115 ratio, LINE1300/

79 ratio and the average of above values) in pancreatic tumors

tissue was higher that DII in control adjacent pancreatic tis-

sue, but the difference was not significant (P ¼ 0.72 for Alu

ratio, P ¼ 0.09 for LINE1 ratio, P ¼ 0.50 for the average). Data

were shown in Fig. 2A. Next, a receiver operating character-

istic (ROC) curve analysis was done to indicate an optimal

threshold of tissue DNA integrity index (DII) for cancer.

Regarding the DII understood as an Alu247/115 ratio, the area

under the ROC curve (AUC) for cancer was 0.525 (P ¼ 0.71) and

the cut-off point was 1.7411, with a sensitivity of 45.2% and a

specificity of 78.1%. These data can be found in Fig. 2B.

Regarding the LINE1300/79 ratio, AUC for cancer was 0.6153

(P¼ 0.09) and the cut-off point was 0.9054, with a sensitivity of

71.4% and a specificity of 59.4%. Data were shown in Fig. 2C.

Regarding the DII understood as an average ofAlu247/115 ratio

and LINE1300/79 ratio, the area under the ROC curve (AUC) for

cancer was 0.546 (P ¼ 0.50) and the cut-off point was 1.1869,

with a sensitivity of 52.4% and a specificity of 68.8%. These

data can be found in Fig. 2D.

Determination of relation between tissue DNA integrity
index and the tumor resection margin status of pancreatic
cancer group

Concerning the relation between tissue DII and a resection

margin, specimens from tumors pathologically marked as R1

(microscopic residual tumor) had a significantly higher LINE1

300/79 ratio values (median 1.99; IQR 8.64) than specimens

from control adjacent pancreatic tissue (median 0.87; IQR 3.67),

P<0.05. Data was shown in Fig. 3A. We then performed a

receiver operating characteristic (ROC) curve analysis to indi-

cate an optimal threshold of tissue DII based on a LINE1 300/79

ratio which distinguishes between normal pancreatic tissue

and R1 pancreatic cancer tumors. The area under the ROC

curve (AUC) was 0.69 (P<0.05) and the cut-off point was 0.9054,

with a sensitivity of 84.6% and a specificity of 59.4%. Data were

shown in Fig. 3B. What is interesting, the same cut-off

point ¼ 0.9054 was shown in the ROC curve analysis per-

formed to determine the threshold of tissue DII based on a

LINE1 ratio which distinguishes between R1 tumors and spec-

imens from tumors pathologically marked as R0 (microscopi-

cally margin-negative resection). In this case, the area under

the ROC curve (AUC) was 0.703 (P<0.05), with a sensitivity of

84.6% and a specificity of 57.1%. Fig. 3C ilustrates these data.

Determination of relation between tumor DNA integrity
index and the other clinico-pathological characteristics of
pancreatic cancer group

Our results showed that DNA integrity index in pancreatic

tumors was higher than DII in adjacent normal pancreatic

tissue, but the difference was not significant (P ¼ 0.72 for Alu
.org.pl
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Fig. 2 e (A) The tissue DNA integrity index in the pancreatic cancer tissue and the control adjacent pancreatic tissue. The

tissue DNA integrity index was calculated using: the Alu 247/115 ratio, the LINE1 300/79 ratio, and the average of the above

values. (B) Receiver operating characteristic (ROC) curve was used to determine an optimal threshold of DNA integrity index

understood as an Alu247/115 ratio for pancreatic cancer. (C) Receiver operating characteristic (ROC) curve was used to

determine an optimal threshold of DNA integrity index understood as a LINE1300/79 ratio for pancreatic cancer. (D) Receiver

operating characteristic (ROC) curve was used to determine an optimal threshold of DNA integrity index DII understood as

an average of Alu247/115 ratio and LINE1300/79 ratio for pancreatic cancer. AUC e area under the curve.
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Fig. 3 e (A) Tumor DNA integrity index (Alu247/115 ratio, LINE1 300/79 ratio and the average of above values) in the control

adjacent pancreatic tissue and in the tumors that were pathologically marked as R0 and R1 according to the resection

margin status. (B) Receiver operating characteristic (ROC) curve was used to determine an optimal threshold of DNA integrity

index understood as a LINE1 300/79 ratio which distinguish between the control adjacent pancreatic tissue and tumors

pathologically marked as R1, P<0.05. (C) Receiver operating characteristic (ROC) curve was used to determine an optimal

threshold of DNA integrity index DII understood as a LINE1300/79 ratio which distinguish between tumors pathologically

marked as R0 and R1, P<0.05. AUC e area under the curve.
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ratio, P ¼ 0.09 for LINE1 ratio, P ¼ 0.50 for the average).

Regarding tumor grading, there were no significant differ-

ences in DII between tumors with various differentiations.Alu

ratio medians for G1, G2, and G3 tumors were respectively:

1.06; 1.62; 0.82; P¼ 0.94. LINE1 ratio medians for G1, G2, and G3

tumors were respectively: 1.30; 1.57; 0.94; P ¼ 0.31. Regarding

the DII understood as an average of Alu and LINE1 ratio, the
http://rcin
medians for G1, G2, and G3 tumors were respectively: 1.14;

1.59; 0.88; P ¼ 0.88. These data can be found in Fig. 4A.

As regards lymph node status, there were no significant

differences in DII between N1 tumors (tumors that spread to

regional lymph nodes) and N0 tumors (no cancer in nearby

lymph nodes). Alu ratio medians for N1 and N0 tumors were

respectively: 1.23 and 1.97; P¼ 0.80. LINE1 ratiomedians for N1
.org.pl
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Fig. 4 e (A) The tissue DNA integrity index (Alu247/115 ratio, LINE1 300/79 ratio and the average of above values) measured

in pancreatic ductal adenocarcinoma pathologically marked as G1, G2 and G3 according to the tumor differentiation. (B) The

impact of the tumor DNA integrity index (Alu247/115 ratio, LINE1 300/79 ratio and the average of above values) on the lymph

node involvement. (C) The impact of pancreatic cancer tumor localization on the tumour DNA integrity index (Alu247/115

ratio, LINE1 300/79 ratio and the average of above values). Other localizations refer to: the tumors in the body of the

pancreas, in the tail of the pancreas and diffuse tumors.
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Fig. 5 e (A) Tissue DNA integrity index (DII) measured as Alu247/115 ratio and survival. KaplaneMeier curves present the

overall survival of patients with pancreatic cancer with higher and lower tumor DII, until 2.7 years of follow-up. Results
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and N0 tumors were respectively: 1.24; 1.79; P ¼ 0.68.

Regarding the DII understood as an average of Alu and LINE1

ratio, the medians for N1 and N0 tumors were respectively:

1.24 and 1.88; P ¼ 0.77. Fig 4B ilustrates these data.

In terms of the PC localization, there were no significant

differences in DII between head-localized tumors and tumors

in other localizations within the pancreas. Alu ratio medians

for head localized tumors and for tumors with other locali-

zations were respectively: 1.60 and 0.73; P ¼ 0.51. LINE1 ratio

medians for head localized tumors and for tumors with other

localizations were respectively: 1.83; 0.76; P ¼ 0.31. Regarding

the DII understood as an average of Alu and LINE1 ratio, the

medians for head localized tumors and for tumors with other

localizations were respectively: 1.68 and 0.80; P ¼ 0.51. Data

were shown in Fig. 4C.

Prognostic value of tumor DNA integrity index in patients
with resectable pancreatic ductal adenocarcinoma

A receiver operating characteristic (ROC) curve analysis was

done to indicate an optimal threshold of tissue DNA integrity

index (Alu247/115 ratio, LINE1 300/79 ratio and the average of

the above values) for cancer. Based on ROC-generated DII cut-

off points (for each of the ratios), PC patients were classified

with high or low DII status. Then we have performed a sur-

vival analysis with the KaplaneMeier method and confronted

the results with the log-rank (ManteleCox) test. The results

have not proved that the tissue DNA integrity index has

prognostic value for the patients with resectable pancreatic

ductal adenocarcinoma. Fig. 5 ilustrates these data.
Discussion

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most com-

mon type of pancreatic cancer. Prognosis for PDAC is very bad

and has not changed significantly for decades. Initially, it is an

insidious disease for which there is no effective widely

recognized screening. Therefore the majority of patients have

an unresectable tumor at the time of diagnosis. The mean

survival for these patients is 3e6 months.29e31,37 Only 10e20%

of PC patients may have surgery, which remains the only way

to curative treatment. Among patients undergoing surgery,

resection margin (RM) involvement is one of the most

important prognostic factors. However, the rates of micro-

scopic margin involvement (R1) vary markedly between

studies (frombelow 20% to over 75%). Thiswide variation of R1

rates can be caused by: heterogeneous nomenclature, lack of
were compared with the logrank (ManteleCox) Test. There were

with higher and lower tumor DII (P > 0.05). (B) Tissue DNA integr

KaplaneMeier curves present the overall survival of patients wi

2.7 years of follow-up. Results were compared with the logrank

survival between the patients with higher and lower tumor DII (P

(DII) measured as an average of Alu247/115 ratio and LINE1 300/7

patients with pancreatic cancer with higher and lower tumor DI

the logrank (ManteleCox) Test. There were no significant differen

tumor DII (P > 0.05). (D) Survival analysis parameters. N/A e no
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standardization of histopathology examination, and

disagreement over the definition of microscopic margin

involvement.39 Our preliminary results showed that LINE1

DNA integrity index is a good parameter to distinguish be-

tween R0 and R1 tumors and therefore it can help with

objective evaluation of margin status.

Blood-based DNA integrity index is a promising prog-

nostic factor in many types of cancer2,14e17 and one of the

few exceptions is pancreatic cancer.36 Sikora with colleagues

proved that plasma cfDNA levels and DNA integrity index

cannot be used for clinical purposes in pancreatic cancer

patients. In that study, necrosis-derived cfDNA fragments

were barely detectable in the blood samples and, conse-

quently, DNA integrity index estimation was significantly

affected by the limited detectability of longer DNA frag-

ments. Utomo with colleagues confirmed these results

showing no differences in cfDNA integrity index between

sera from healthy controls and pancreatic cancer patients.40

The findings of above studies can be explained by the results

of study carried out by Jahr et al.41 In this study, the authors

showed that the percentage of cfDNA originating from tumor

cells ranges from 10% to 90% of total cfDNA. Therefore, the

applicability of serum-based DNA integrity index may

depend on the cancer type.

In their study, Utomo with colleagues40 also showed no

differences in cfDNA (including integrity) in cyst fluid from

high and low risk pancreatic cyst patients. These results can

correspond with our findings. In our study, we found a sig-

nificant difference in DII between the control tissue and tis-

sue from tumors that were pathologically marked as R1.

These are tumors with more dynamic biology. It is conceiv-

able that pancreatic tumor cells start to produce more

necrotic DNA fragments only at certain point in its

development.

Because of devastating prognosis for pancreatic cancer,

there is an urgent need to recognize screening. Corral with

colleagues42 proposedmagnetic resonance imaging (MRI) and

endoscopic ultrasound (EUS). Taking into account the results

of our research and the results of the recent study by Utomo

et al.,40 we would not recommend DNA integrity index tests

for pancreatic cancer screening. However, DNA integrity

indexmeasurements can be useful in objective margin status

evaluation and to indicate tumors with more dynamic

biology.

There are still many open questions, like for example what

mechanisms determine the changes of DNA integrity index in

cancer, and what are the consequences of producing more

necrotic DNA fragments.
no significant differences in survival between the patients

ity index (DII) measured as LINE1 300/79 ratio and survival.

th pancreatic cancer with higher and lower tumor DII, until

(ManteleCox) Test. There were no significant differences in

> 0.05). (C) Patient survival and tissue DNA integrity index

9 ratio. KaplaneMeier curves present the overall survival of

I, until 2.7 years of follow-up. Results were compared with

ces in survival between the patients with higher and lower

t available.
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Conclusions

To our knowledge, this is the first study exploring the tissue

DNA integrity index (DII) in pancreatic cancer. The results

showed that LINE1 DNA integrity index is a good parameter to

distinguish between R0 and R1 tumors and therefore it can

help with objective evaluation ofmargin status and to identify

tumors with more dynamic biology.
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Abstract
In Poland, pancreatic cancer is the seventh most common cause of cancer-related death amongst men and the sixth amongst 

women. Pancreatic cancer has an extremely poor prognosis. Radical surgery still remains the only way of curing pancreatic cancer, 
and this is possible to perform in just 20% of cases, i.e. those that present localised disease upon diagnosis. An average survival 
of ~20 months post-resection and adjuvant chemotherapy has been observed in 10–15% of patients with tumours limited to the 
pancreas at the time of presentation. It is necessary to define strong prognostic factors to determine individual treatment and 
prognosis. In this paper we submit a review of the literature concerning the prognostic impact of the ploidy and the DNA index 
on the survival of patients who underwent resection of pancreatic ductal adenocarcinoma. However, the presented studies have 
produced conflicting results. Pancreatic cancer still remains a great challenge in medicine.

Introduction 
According to the National Cancer Registry, in Poland 

there are over 3000 new cases of pancreatic cancer per 
year. Pancreatic cancer (PC) is the seventh most com-
mon cause of cancer-related death amongst men and 
the sixth amongst women.

In total 90% of pancreatic cancers are ductal adeno-
carcinomas (PDAC), which are known for their extremely 
poor prognosis. In most cases, at the time of diagnosis 
this malignant neoplasm is unresectable because of dis-
tant metastases. Seventy-four percent of patients die 
within the first year of diagnosis. Only about 20% of 
pancreatic cancer patients qualify for surgery, which is 
the only widely accepted curative treatment method. An 
average survival of ~20 months post-resection and adju-
vant chemotherapy has been observed for 10–15% of pa-
tients with tumours limited to the pancreas at the time 
of presentation [1]. Gemcitabine is the standard chemo-

therapeutic agent in pancreatic cancer. Unfortunately, 
two-thirds of pancreatic tumours display low expression 
of human equilibrative nucleoside transporter 1 (hENT1), 
which mediates cellular entry of the drug, and do not 
respond to gemcitabine therapy. Other mechanisms of 
resistance to gemcitabine are deficient deoxycytidine ki-
nase activity (these kinase phosphorylates gemcitabine 
to active metabolites) and overexpression of ribonucleo-
tide reductase (one of the active metabolites of gemcit-
abine works by blocking these enzymes) [2].

Prognostic factors in pancreatic cancer
Many studies into the prognostic factors in pancre-

atic cancer have been conducted for a number of years. 
Prognostic factors allow clinicians to select the individ-
ual treatment strategy, and they can be divided into 
several groups, including the following: widely available 
blood tests, tumour markers, immunohistochemical 
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markers, histological staging and grading, the influence 
of administered therapy, clinical condition of the pa-
tient, and demographic factors. It is a broad subject, so 
we decided to highlight the most interesting data. Chi-
ang et al. reported that patients with a better nutritional 
status (measured as having an albumin level greater 
than 3.5 g/dl), radical resection, early tumour stage, 
and better-differentiated tumours were associated 
with favourable survival [3]. Of great interest is a study 
carried out in 2012 by Sanjay et al. which showed that 
a pre-operative elevated serum C-reactive protein (CRP) 
level and raised post-operative lymph node ratio (ratio 
of positive over excised lymph nodes) represent signif-
icant independent prognostic factors that predict poor 
prognosis in patients undergoing curative resection for 
pancreatic ductal adenocarcinoma [4]. The results of the 
study conducted in 2011 by de Jong et al. are quite re-
markable. The authors analysed 1697 cases of patients 
who underwent curative pancreaticoduodenectomy 
because of pancreatic adenocarcinoma in terms of tu-
mour size, and they concluded that the cut-off value of 
2 cm is not independently associated with the outcome; 
however, tumour size is strongly associated with the 
risk of other adverse prognostic factors. The effect of 
size on prognosis is largely attributable to these oth-
er biological factors rather than the size of the tumour 
itself [5]. Smith et al. performed a meta-analysis of im-
munohistochemical prognostic markers in resected pan-
creatic cancer. In this meta-analysis vascular endothelial 
growth factor (VEGF) emerged as the most potentially 
informative prognostic marker; Bcl-2, bax and p16 also 
returned significant overall survival differences, but in 
smaller patient series due to a lack of evaluable litera-
ture [6]. Boyd et al. reported that depression was a sig-
nificant predictor of survival in patients with pancre-
atic cancer who underwent surgical resection (hazard 
ratio, 1.34; 95% confidence interval, 1.04–1.73) [7]. Wang  
et al. showed that patients with metabolic syndrome 
and pancreatic cancer had later disease staging and 
a poorer histological grade. They also demonstrated 
significantly poorer survival [8].

Genetic background of pancreatic 
cancer

A number of studies on the molecular level have 
been conducted to gain deeper insight into cancer bi-
ology. Analyses have shown that the most common ge-
netic alterations identified to date in pancreatic cancer 
are activation of the KRAS oncogene and inactivation 
of the CDKN2/p16, TP53, and DPC4 tumour suppressor 
genes. Mutation of KRAS occurs in 80–95% of cases 
and mutation of CDKN2 in 75–95%. The association of 
these two mutations is not frequent in other cancers, 

which is why it is called the “molecular fingerprint” of 
pancreatic cancer. Mutation of the TP53 suppressor 
gene affects more than half of PC tumours. Another 
suppressor gene, DPC4 (deleted in pancreatic cancer 4), 
 is mutated in 50–55% of cases [9, 10]. Oshima et al. 
retrospectively analysed the relationship between se-
lected clinical parameters and immunohistochemically 
detected expression of CDKN2A/p16, TP53, and DPC4. 
Abnormal immunolabelling of p53 was significantly as-
sociated with tumour dedifferentiation (p = 0.022) and 
the presence of locoregional recurrence (p = 0.020). 
Loss of CDKN2/p16 immunolabelling was associated 
with lymphatic invasion (p = 0.012) and postopera-
tive widespread metastases (p < 0.001). A significant 
correlation was found between DPC4 immunolabel-
ling and tumour size (p = 0.006), lymphatic invasion  
(p = 0.033), and lymph node metastasis (p = 0.006). 
Smith et al. conducted a meta-analysis related to resect-
ed PC, which confirmed a prognostic value for CDKN2/
p16, but neither TP53 nor DPC4/smad4 was found to 
represent significant prognostic factors [6]. In studies 
of the molecular background of PC, authors have also 
described mutations of SWI/SNF (35% of cases), APC, 
MCC, DCC, BRCA2, and RB1 [9–12].

Ploidy and DNA index as prognostic 
factors in pancreatic cancer

Ploidy is the number of sets of chromosomes in the 
nucleus of a biological cell. A typical human somatic 
cell contains 46 chromosomes (2n = 46). This applies 
to somatic cells in the G0/G1 phase of mitotic cell cy-
cle. Cells are described according to the number of 
sets present: haploid (1 set), diploid (2 sets), triploid  
(3 sets), tetraploid (4 sets), pentaploid (5 sets), hexaploid  
(6 sets), heptaploid/septaploid (7 sets), etc. The generic 
term polyploid is frequently used to describe cells with 
three or more sets of chromosomes (triploid or higher 
ploidy). Euploidy is the state of a cell or organism hav-
ing an integral multiple of the monoploid number. For 
example, a human cell has 46 chromosomes, which is 
an integer multiple of the monoploid number, 23. A hu-
man with abnormal, but integral, multiples of this full 
set (e.g. 69 chromosomes) would also be considered as 
euploid. Aneuploidy is the state of not having euploidy. 
The DNA index is the mean nuclear DNA content of the 
G0/G1 compartment of the neoplastic cells population 
divided by the DNA content of the G0/G1 compartment 
of the known diploid reference cells.

Of interest to this paper is the relationship between 
the survival of patients operated upon because of pan-
creatic ductal adenocarcinoma and cancer cell ploidy 
(DNA index). Here, we can ask if there is any relation-
ship between the resectability of pancreatic cancer and 

http://rcin.org.pl



Przegląd Gastroenterologiczny 2014; 9 (6)

315Ploidy and DNA index as prognostic factors in resected pancreatic ductal adenocarcinoma – a review of the literature 

DNA content. In the prospective study He et al. showed 
that there is a high correlation between the resectability 
of pancreatic cancers and their DNA ploidy status. In 
this study, a total of 36 patients with pancreatic adeno-
carcinoma were divided into resectable and unresect-
able groups. Statistical significance was found in DNA 
ploidy in both groups (p < 0.05). The rates of diploid/
tetraploid and aneuploid were 66.7% and 33.3% in the 
resectable group, respectively, and 38.9% and 62.1% in 
the unresectable group, respectively (p < 0.05) [13].

The following is a presentation of studies on the 
relationship between the survival of patients with re-
sectable pancreatic ductal adenocarcinoma and their 
ploidy/DNA index. The results of similar studies are 
summarised in Table I.

Kamphues et al. reported that the DNA index rep-
resents an independent predictive marker in patients 
with pancreatic head cancer. In this prospective study, 
the DNA ploidy and the DNA index of 61 patients op-
erated upon because of pancreatic head cancer were 
evaluated by DNA image cytometry. Of these, 15 tu-
mours (24.6%) were identified as diploid and 46 (75.6%) 
as nondiploid. The median DNA index in the entire co-
hort was 1.9 (range: 1.0–2.5). The average survival of the 
study cohort was 17.5 months. In multivariate survival 
analysis, DNA index (p = 0.026) and lymph node status 
(p = 0.007) were identified as independent prognostic 
factors predicting the survival of the study cohort [14].

Yeo et al. showed that DNA content is one of the 
strongest predictors of outcome after pancreaticodu-
odenectomy in patients with adenocarcinoma of the 
head of the pancreas. Of the 119 patients whose tu-
mours were analysed for DNA content, 51 (43%) had 
diploid tumours and 68 (57%) had aneuploid tumours. 
Patients with diploid tumours had a median survival 
of 24 months and a 5-year survival of 39%, significant-
ly better than the average survival of 11.5 months and 
5-year survival of 8% observed in patients with aneu-
ploid tumours (p = 0.0002) [15]. 

Hyöty et al. reported that there is no correlation be-
tween ploidy/DNA index and survival in patients who 
had undergone resection of pancreatic cancer. The au-
thors analysed 53 cases of resected pancreatic ductal 
adenocarcinoma. The DNA index ranged from 1.00 to 
3.21. Aneuploidy was detected in 11 cases (21%). After 
excluding 8 patients who did not die from cancer, the 
average survival was 13 months. The survival of the pa-
tients with DNA-aneuploid tumours (median 9 months) 
did not differ significantly from that of the patients with 
diploid tumours (median 14 months), p = 0.11 [16].

In contrast to this study, Allison et al. obtained to-
tally different results. In their study the DNA content of 
47 adenocarcinomas arising in the head of the pancreas 
from patients who had undergone successful pancre-
atoduodenectomy was measured. Of the 47 tumours, 19 
(40%) were diploid and 28 (60%) were aneuploid can-
cers. The 19 patients with diploid cancers had an aver-
age survival time of 25 months. Average survival of the 
28 patients with aneuploid cancers was 10.5 months. 
This difference was statistically significant (p = 0.003). 
A multivariate life table regression analysis demonstrat-
ed that the ploidy is an independent prognostic factor 
for patients with adenocarcinoma of the head of the 
pancreas, who have successfully undergone a pancre-
aticoduodenectomy [17].

The study conducted by Herrera et al. was slightly 
different. The authors hypothesised that if the ploidy 
pattern correlated to survival, recognition of this pat-
tern should be more apparent in long-term survivors 
in a population of patients undergoing resection for 
pancreatic ductal adenocarcinoma. In this retrospective 
study, 72 patients were divided into two groups accord-
ing to the length of survival: the long-term survivors 
– group I (19 patients who survived 3 or more years 
after operation) and the short-term survivors – group II  
(43 patients who died within 12 months after resec-
tion). All hospital deaths (within 30 days of operation) 

Table I. Studies on the relationship between ploidy/DNA index and survival of patients operated upon because 
of pancreatic ductal adenocarcinoma

Authors Design 
of study

No. of 
patients

Diploid 
(%)

Non-diploid 
(%)

Survival in 
diploid group 

[months]

Survival in non 
diploid group 

[months]

Value 
of p

DNA 
index

Value 
of p

Kamphues et al. Prospect. 61 24.6 75.6 29.2 13.5 0.252 1.9 0.026

Yeo et al. Retrosp. 119 43 57 24 11.5 0.0002 – –

Berczi et al. Retrosp. 22 63.6 36.4 10 8 > 0.05 – –

Bui et al. Retrosp. 20 35 65 17 7.5 < 0.03 – –

Hyoty et al. Retrosp. 53 79 21 14 9 0.11 1.0–3.21 –

Allison et al. Retrosp. 47 40 60 25 10.5 0.003 – –
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and patients who survived for at least 1 but less than  
3 years after operation were excluded from this study. 
Because of poor-quality histograms the authors 
were unable to interpret 10 of the 72 samples evalu-
ated. These patients were excluded from analysis. In  
30 specimens (48%), the nuclear DNA pattern was 
diploid, whereas 32 were nondiploid (2 tetraploid and  
30 aneuploid). In group I, 12 patients (63%) had DNA 
diploid tumours and 7 (37%) had a nondiploid DNA 
pattern, compared with 18 (42%) and 25 (58%), respec-
tively, in group II. The DNA index of the 19 patients with 
long-term survival ranged from 1 to 1.86 (mean 1.1) and 
that of the 43 patients with short-term survival ranged 
from 1 to 2 (mean 1.2). There were no significant differ-
ences in the number of diploid/nondiploid patterns or 
DNA indices between the two groups [18].

Conclusions
Despite significant advances in the surgical and che-

motherapeutic management of patients with pancreatic 
cancer in recent years, the prognosis is extremely poor. 
That is why many studies have focused on the reasons 
for the aggressive biology of pancreatic cancer and the 
prognostic values of different factors. Studies evaluat-
ing the prognostic impact of the ploidy and the DNA 
index have produced conflicting results. However, most 
of these studies were retrospective and based on the 
analysis of paraffin-embedded archival material, and 
therefore provided only limited evidence. Further, large, 
prospective studies are needed, and pancreatic cancer 
still remains a great challenge in medicine. 
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