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1. Wykaz skrotéw

1. WYKAZ NAJCZESCIEJ STOSOWANYCH SKROTOW

BIC
BMI

bp
CGH

DHPLC

DNA
EDTA

FIGO

GDB
HA
HBOC

HNPCC

HR

kb
kD
LOH

MI

NHEJ
NI
OCCR
OSE

PCR
PTT

r.z.
RFLP

Breast Cancer Information Core

wskaznik masy ciata (body mass index)

pary zasad (base pairs)

poréwnawcza hybrydyzacja genomowa (comparative

genomic hybridization)
denaturacyjna wysokosprawnosciowa chromatografia

cieczowa (denaturing high performance liquid

chromatography)

kwas deoksyrybonukleinowy

kwas etylenodwuaminoczterooctowy

starter sensowny

mutacja przesuniecia ramki odczytu (frameshift)
Miedzynarodowa Federacja Ginekologii | Potoznictwa

(International Federation of Gynecologists and
Obstetricians); klasyfikacja stadibw zaawansowania raka
jajnika.

stopien histologicznej ztosliwosci (grade)

Genome Database

analiza heterodupleksow (heteroduplex analysis)
dziedziczny rak piersi/jajnika (hereditary breast/ovarian

cancer)
dziedziczny rak jelita grubego bez polipowatosci, zespoét

Lynch Il (hereditary nonpolyposis colorectal cancer)
homologiczna rekombinacja (homologous recombination)
DNA pochodzgce z tkanki prawidtowej - krwi

tysigc par zasad (kilo base)

tysigc atomowych jednostek masy (kilo Dalton)

utrata heterozygotycznosci (loss of heterozygosity)
mutacje zmiany sensu (missense)

niestabilno$¢ mikrosatelitarna (microsatellite instability)
mutacja braku sensu (nonsense)

nonhomologous end-joining

przypadek nieinformacyjny (noninformative case)

ovarian cancer cluster region

pierwotny nabtonek powierzchniowy jajnika (ovarian surface

epithelium)
tancuchowa reakcja polimerazy (polymerase chain reaction)
test przedwczesnej terminacji translacji (protein trancation

test)

starter antysensowny

rok zycia

polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych (restriction
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SAGE
SSA
SSCP

SSHOC

STR
STS

TSG
USG
UTR
uv
VNTR

WHO

fragments length polymorphism)

mutacja sktadania (splicing)

serial analysis of gene expression

single-strand annealing

analiza konformacji pojedynczych nici DNA (single strand

conformation polymorphism)
dziedziczny izolowany rak jajnika (site-specific hereditary

ovarian cancer)

proste powtorzenie tandemowe (simple tandem repeat)
miejsce znaczone sekwencyjnie (sequence tagged site)
DNA wyizolowane z tkanki guza

gen supresorowy (tumor suppressor gene)

badanie ultrasonograficzne

regiony nie ulegajgce translacji (untranslated regions)
nieznany wariant (unclassified variant)

zmienna liczba powtérzen tandemowych (variable number of

tandem repeats)
Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization)
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2.1. Zachorowalnos¢ na raka jajnika
Polska nalezy do krajéw o wysokiej zachorowalnosci na raka jajnika.

W roku 2002 rak jajnika byt szdéstym co do czestosci wystepowania
nowotworem u kobiet i czwartg co do czestosci przyczyng zgonow
nowotworowych w Polsce. Standaryzowany wspétczynnik zachorowalnos$ci w
2002 roku wynosit 11,3 i wzrdst znacznie w poréwnaniu z rokiem 1963 (5,9).
W wojewddztwie pomorskim rak jajnika zajmuje czwartg pozycje (6,9) w
strukturze zachorowalnosci na nowotwory ztosliwe, wyprzedzajgc raka szyjki
macicy (6,0) i raka trzonu macicy (5,9) [195].

Wedtug danych statystycznych z ostatnich lat zachorowalnos¢ na raka
jajnika na Swiecie wykazuje staly wzrost. Obserwuje sie bardzo
zréznicowang zachorowalno$¢ dotyczacg roznych kontynentéw, regionow
geograficznych, ras i grup etnicznych. Nowotwory te najczesciej dotyczg
kobiet po okresie menopauzy i przewaznie (70%) rozpoznawane sg w
poznych stadiach zaawansowania [72, 160].

Mimo udoskonalenia technik operacyjnych i wprowadzania nowych
sposobdw chemioterapii, odsetek piecioletnich przezy¢ u chorych na raka

jajnika zasadniczo nie zmienit sie i wynosi obecnie okoto 30-40% [174].

2.2. Epidemiologia raka jajnika
W analizie epidemiologicznej wyodrebnia sie szereg czynnikdw

majgcych zwigzek z zapadalnoscig na raka jajnika:

2.2.1. Wiek

Rak jajnika rozwija sie najczesciej u kobiet w okresie
pomenopauzalnym, osiggajac szczyt okoto 60 roku zycia. Przezycie
piecioletnie jest takze zalezne od wieku pacjentki <45 lat — wynosi 70%, a
>75 lat — 20% chorych [174, 72]. W Polsce, w 2002 roku, wzrost
zachorowalnosci na raka jajnika nastepuje od wieku 40-44 lat (15,2) i osigga

szczyt w grupie wiekowej 75-79 lat (42,2) [195].

2.2.2. Czynniki reprodukcyjne i hormonalne
Zahamowanie owulacji poprzez cigze, laktacje oraz antykoncepcije

hormonalng wydaje sie by¢ czynnikiem chronigcym przed wystgpieniem raka
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jajnika [142, 194, 154]. Przyjmowanie doustnych srodkéw antykoncepcyjnych
obniza ryzyko zachorowania na raka jajnika od 30 do 50% [103]. W ocenie
ryzyka zmian hormonalnych w organizmach kobiet podkresla sie protekcyjne
dziatanie podwyzszonych poziomow progesteronu, w przeciwienstwie do
negatywnego dziatania androgenéw [151]. Ryzyko zachorowania na raka
jajnika jest nieznacznie zwiekszone u kobiet, u ktdérych wczesniej wystgpita
menarche, pozno weszty w wiek przekwitania, a wiec dtugo pozostawaty w
uszkadza nabtonek jajnika, co pobudza proliferacje otaczajacych komorek
nabtonkowych i tworzenie sie cyst inkluzyjnych, w ktérych moze zostaé
zainicjowany proces nowotworzenia [41]. Zachorowalnos¢ na raka jajnika jest

rowniez czestsza wsrdd kobiet leczacych sie z powodu nieptodnosci [156].

2.2.3. Schorzenia ginekologiczne
Gruczolistos¢ (endometriosis) jest chorobg polegajacg na ektopowym

wystepowaniu btony sluzowej macicy [175]. Wyniki wielu badan wykazaty, ze
w ogniskach gruczolistosci moze dochodzi¢ do procesu ztosliwego.
Prawdopodobnie w 5-10% przypadkdw gruczolistosci jajnika zachodzi proces
transformacji nowotworowej. Na podtozu ognisk gruczolistosci jajnika mogq
w szczegoblnosci powstawac raki endometrioidalne i jasnokomérkowe [123].
Inne schorzenia, jak zespot policystycznych jajnikow mogg miecC takze
zwigzek z podwyzszonym ryzykiem rozwoju raka jajnika [164]. Z kolei
histerektomia oraz podwigzanie jajowoddw sg zabiegami chronigcymi przed
zachorowaniem na raka jajnika, co miedzy innymi jest ttumaczone przez
przerwanie drogi transportu wstecznego potencjalnych kancerogenéw [194,
84].

2.2.4. Zakazenie wirusem epidemicznego zapalenia przyusznic
Niektorzy autorzy wysuneli hipoteze, Zze czesC przebiegajacych

subklinicznie infekcji wirusem epidemicznego zapalenia przyusznic moze
dziata¢ niszczaco na pecherzyki jajnikowe oraz nabtonek powierzchniowy
jajnika, co sprzyja w pézniejszym wieku procesowi nowotworowemu w tym
narzadzie [114, 24].
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2.2.5. Czynniki Srodowiskowe i socjoekonomiczne, dieta
Rak jajnika jest chorobg cywilizacyjng i czesciej chorujg na niego

wyksztatcone kobiety majace dobre warunki zycia. Rak dotyczy czesciej
rowniez kobiet zyjgcych samotnie [150]. Wzrost ryzyka raka jajnika dla
dolnego i gérnego przedziatu BMI wynosi ok. 30% [142].

Dieta uboga w zielone warzywa lisciaste oraz spozywanie ttuszczow
zwierzecych miesa, produktdow mlecznych (picie mleka petnotlustego) i
produktéw bogatych w laktoze ma mieC promujacy wptyw na wystapienie
raka jajnika [92].

2.2.6. Ekspozycja na azbest i talk
Kobiety majgce kontakt z azbestem zapadajg na szereg nowotworow

narzadow jamy brzusznej, réwniez raka jajnika. Strukture chemiczng zblizong
do azbestu ma talk kosmetyczny, ktérego stosowanie na okolice krocza w
czesci prac bylo oceniane jako zwigzane ze wzrostem ryzyka raka jajnika

[124, 95],w innych zas zostato ocenione jako nieistotne [76].

2.3. Obraz kliniczny raka jajnika
Stopien zaawansowania jest najwazniejszym czynnikiem rokowniczym. W

celu oceny klinicznego stopnia zaawansowania nowotworéw ztosliwych
jajnika Miedzynarodowe Stowarzyszenie Ginekologii i Potoznictwa (FIGO)

opracowato odpowiednig klasyfikacje tych nowotworow [184]:
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Stopien I: guz ograniczony do jajnikéw

| A jeden jajnik, bez wysieku otrzewnowego, torebka nieuszkodzona

| B oba jajniki, bez wysieku otrzewnowego, torebka nieuszkodzona

| C guz jak w IA lub IB, zajecie torebki, jej uszkodzenie Iub
wodobrzusze z obecnoscig kom. nowotworowych w wysieku.

Stopien II: guz jednego lub obu jajnikéw: zajecie narzadéw miednicy

mniejszej

Il A nacieczenie lub przerzuty do macicy lub jajowoddéw

Il B naciekanie innych narzgdéw miednicy mniejszej

I C guz jak w IIA lub IIB, torebki, jej uszkodzenie lub wodobrzusze
z obecnoscig kom. nowotworowych w wysieku.

Stopien lll: quz jednego lub obu jajnikdbw z przerzutami poza miednicg

mniejsza/lub przerzutami do weztéw pozaotrzewnowych lub pachwinowych

[IA guz makroskopowo ograniczony do miednicy mniejszej,
mikroskopowo rozsiew poza miednice mniejszg

lll B guz jednego lub obu jajnikow, z naciekami srédotrzewnowymi
<2cm

[l C nacieki srodotrzewnowe >2cm i/lub zajete wezty pozaotrzewnowe

lub pachwinowe

Stopien |V: zajecie narzaddéw odlegtych. wigczajac watrobe oraz optucng

Objawy kliniczne w raku jajnika, szczegodlnie w | i Il stopniu
zaawansowania wg FIGO nie sg swoiste i wczesna wykrywalnos¢ stanowi
powazny problem kliniczny. Dopiero w momencie gdy guz zaczyna
rozprzestrzenia¢ sie poza miednice mniejsza, pojawiajq sie dyskretne objawy
dyskomfortu w jamie brzusznej: uczucie ucisku, wzdecia, bdle o nietypowej
lokalizacji, nagte parcie na mocz, zaparcia i okresowo bolesne stosunki
piciowe oraz objawy dysgastryczne. Powiekszenie sie obwodu brzucha i
uczucie petnosci sg wynikiem pojawienia sie ptynu w jamie otrzewnej (30%
chorych). W pézniejszym okresie rozwoju raka pojawiajg sie objawy typowe
dla zaawansowanej choroby  nowotworowej, do  wyniszczenia

nowotworowego witgcznie [144, 53, 128].
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2.4. Charakterystyka histopatologiczna nowotworoéw jajnika
Guzy jajnika cechujg sie duzg réznorodnoscig cech morfologicznych i

biologicznych. Rozrdznia sie guzy tagodne, ztosliwe i postacie przejsciowe

lub graniczne (borderline cases) [17].

Klasyfikacja histopatologiczna guzow jajnika wg WHO [184]:

1.
V.

V.
VI.
VII.
VIII.
IX.
X.
XI.
XIl.
XIII.

Nowotwory nabtonkowe:

Guzy surowicze

Guzy sSluzowe

Guzy endometroidalne

Guzy jasnokomorkowe (mezonefroidalne)
Guzy Brennera

Guzy ptaskonabtonkowe

Guzy nabtonkowe mieszane

Raki niezréznicowane

i. Guzy niesklasyfikowane

mST@TmeQa0TD

Nowotwory ze sznurdéw piciowych i zrebu jajnika

a. Ziarniszczak, otoczkowiak

b. Jadrzak

c. Gynandroblastoma

d. Guzy niesklasyfikowane
Nowotwory z komorek lipidowych
Nowotwory z pierwotnej komérki rozrodcze;j

a. Rozrodczak

b. Guz pecherzyka zéttkowego

c. Rak zarodkowy

d. Poliembrioma

e. Nabtoniak kosmdéwkowy

f. Potworniaki

Guzy mieszane
Gonadoblastoma
Guzy sieci jajnika
Guzy pochodzenia mezotelialnego
Guzy niepewnego pochodzenia
Ciazowa choroba trofoblastyczna
Guzy tkanek miekkich niespecyficzne dla jajnika
Chtoniaki
Guzy niesklasyfikowane
Guzy przerzutowe

@ -

Nowotwory wywodzace sie z nabtonka pokrywajgcego jajnik i z

podscieliska sg najliczniejszg grupg pierwotnych nowotwordw jajnika.

Stanowig one okoto 60% wszystkich nowotworow jajnika i okoto 80-90%

guzow ztosliwych jajnika. Ze wzgledu na czestos¢ wystepowania najwieksze

znaczenie praktyczne majg nowotwory nabtonkowe surowicze, Sluzowe i

endometrioidalne. Pozostate rodzaje guzow wystepujg sporadycznie.
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Guzy nowotworowe surowicze stanowig okoto 40-50% nowotworéw
ztosliwych jajnika. Sg to nowotwory zbudowane przede wszystkim z komérek
przeksztatconego nabtonka powierzchniowego jajnika. Komorki wypetniajg
réznej wielkoéci torbielowate przestrzenie, ktére wyscietajg lub wypetniaja lite
lub brodawkowate struktury. Guzy $luzowe odréznia od ostatnich obecnos¢
Sluzu w cytoplazmie, co jest uwidaczniane dzieki odpowiednim barwieniom.
S one rzadsze od surowiczych i trudne do odroznienia od przerzutow raka
jelita grubego. 10-20% przypadkow guzédw endometrioidalnych moze
wspotistnie€  z  endometriozg  jajnikbw. Budowa tego  podtypu
histopatologicznego jest analogiczna do raka endometrioidalnego btony
Sluzowej trzony macicy [17, 98].

Istotna jest ocena stopnia ztosliwosci histologicznej nowotworu na
podstawie zréznicowania struktury oraz cech cytologicznych komorek
nowotworowych. Szczegdlnie obraz jgdra komorkowego (wielkos¢ jadra,
barwliwos¢, figury podziatowe) jest decydujgcy w okresleniu stopnia atypii
komorkowej[17] (tab. 1).

Tabela 1. Stopien ztosliwosci histologicznej (grading) w raku jajnika [168].

Stopien ztosliwosci | Zréznicowanie guzow Cechy atypii
histologicznej

G1 wysokie Nieznaczne
G2 $rednie Srednie

G3 niskie Znaczne

W oparciu o ustalony stopien zaawansowania klinicznego i stopien
dojrzatosci wybierany jest optymalny sposéb leczenia operacyjnego i

chemioterapii w celu uzyskania jak najwiekszej cytoredukcji guza [73, 126].

2.5. Leczenie raka jajnika
Strategia leczenia raka jajnika zalezy od stopnia zaawansowania

klinicznego i stopnia dojrzatosci histologicznej nowotworu. Proces leczenia
rozpoczyna sie zawsze od wykonania zabiegu operacyjnego w celu ustalenia
charakterystyki guza i przeprowadzenia jego maksymalnej cytoredukcji. U
pacjentek ze stopniem zaawansowania klinicznego 1A lub 1B i wysokim lub
Srednim stopniem dojrzatosci histologicznej nie stosuje sie leczenia
uzupetniajgcego. W pozostatych przypadkach chore sg poddawane

wielolekowej chemioterapii standardowo opartej na kombinacji analogu
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platyny z paklitakselem. Dalsze leczenie nastawione jest na jak najwiekszg
cytoredukcje guza i powtérne leczenie operacyjne (second-look laparotomy)
z uzupetniajgcym leczeniem chemioterapia dozylng lub chemioterapig
dootrzewnowa [178, 39, 126, 174].

2.6. Czynniki prognostyczne w raku jajnika

2.6.1. Stopien kliniczny wg FIGO
Stopien kliniczny wg FIGO jest podstawowym czynnikiem

prognostycznym w raku jajnika. Okreslany jest na podstawie badan
klinicznych, rozpoznania postawionego podczas zabiegu operacyjnego,
ostatecznego rozpoznania histopatologicznego oraz cytologii z ptynu
otrzewnowego. Zaleca sie pobranie wycinkdw ze wszystkich drdog
potencjalnego rozsiewu nowotworowego, takich jak: otrzewna, watroba,
przepona oraz wezty chtonne miednicy mniejszej i przyaortalne.

Im wyzszy stopien zaawansowania klinicznego choroby, tym krotszy
jest czas przezycia chorych. Srednie piecioletnie przezycie w raku jajnika
wynosi  41%. W poszczegolnych stopniach piecioletnie przezycie
przedstawiato sie nastepujgco: 74% w | stopniu, 58% w Il stopniu, 30% w

stopniu Ill'i 19% w stopniu IV [5].

2.6.2. Stopien zréznicowania histopatologicznego
Stopien  zréznicowania histopatologicznego jest niezaleznym

czynnikiem prognostycznym i szczegolnie zmienia rokowanie pacjentow z
FIGO | [188]. Czas przezycia chorych z wysoko zréznicowanym rakiem
jajnika jest znamiennie dtuzszy niz chorych z typem nisko zréznicowanym.

Jest to korelacja niezalezna od postaci histologicznej raka [168].

2.6.3. Wiek
Jest to czynnik odgrywajacy wazng role w prognozie przebiegu

choroby we wszystkich postaciach raka. Na podstawie wynikow szerokiej
analizy wielu autoréw podaje, Ze zaawansowany wiek chorych (w wiekszosci

jako granice podaje sie 65 lat) zwigzany jest z gorszym rokowaniem [109].

2.6.4. Operacje cytoredukcyjne
Operacje cytoredukcyjne sg niezaleznym czynnikiem rokowniczym.

Kompletna cytoredukcja znacznie wydtuza catkowity czas przezycia i czas
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wolny od postepu choroby [37]. Niezalezny prognostyczny wptyw na wyniki
leczenia i czas przezycia chorej ma takze lokalizacja i wielkos¢
pozostawionej minimalnej choroby resztkowej oraz doswiadczenie operatora
[11, 119].

2.6.5. Obecnosé¢ ptynu w jamie otrzewnej
Obecnos¢ ptynu w otrzewnej charakteryzuje sie ztym rokowaniem co

do czasu przezycia. U 130 chorych z Il i IV stopniem zaawansowania raka
jajnika, w grupie z wysiekiem, piecioletnie przezycia wynosity 5% w
poréwnaniu z grupg bez wysieku 45% [147]. Pekniecie torbieli nowotworowej
oraz stwierdzenie komérek nowotworowych w cytologii otrzewnowej skraca

czas przezycia, zmieniajgc stopieh zaawansowania wg FIGO z la/lb na Ic.

2.6.6. Ploidia DNA
Ploidia DNA komdrek nowotworowych jest niezaleznym czynnikiem

rokowniczym przezycia w raku jajnika [83]. Guzy z diploidalng zawarto$cig
DNA korelujg z dluzszym czasem przezycia chorych [170]. Pacjentki z rakiem
jajnika niejasnokomoérkowym, o niskim zaawansowaniu FIGO I-ll, wysokim
zréznicowaniu G I-ll i z diploidalng lub wyzszg zawartoscia DNA w guzie
majg niskie ryzyko nawrotu choroby i mogg zosta¢ wytgczone z

uzupetniajgcej chemioterapii [86].

2.6.7. CA 125 — marker nowotworowy
Antygen CA 125 jest to mucynopodobna glikoproteina, ktorej

biologiczna funkcja nie zostata dotad poznana. W raku jajnika podwyzszone
stezenie CA 125 (powyzej 35 U/ml) jest zwigzane gtdbwnie z wystepowaniem
nowotworéw ztosliwych pochodzenia nabtonkowego. Wykazuje on wysokg
czutos¢ (78-85,5%) i swoisto$¢ (78,3-93%), co wskazuje na jego duzg
przydatnos¢ w monitorowaniu rozwoju i leczenia raka niesluzowego jajnika
[111]. Poziom CA 125 moze by¢ rowniez podwyzszony w szeregu innych
zaréwno fizjologicznych jak i chorobowych stanéw, ktére moga dotyczyé
schorzen ginekologicznych i by¢ zmianami zaréwno tagodnymi jak i tez
ztosliwymi [159]. Stezenie CA 125 w surowicy krwi chorych koreluje z masg
guza, a wiec odzwierciedla poziom optymalnej cytoredukcji guza i

utrzymywanie sie jego wysokiego poziomu w surowicy jest wskazaniem do
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kontynuacji chemioterapii. Oznaczanie CA 125 jest niezwykle wazne we
wczesnym wykrywaniu wznowy, gdzie w 70% przypadkow jest jej pierwszym

wskaznikiem [111].

2.6.8. Wybrane zmiany na poziomie molekularnym
Ponizej wymieniono najczestsze zmiany molekularne analizowane

jako czynniki prognostyczne, ktérych warto$¢ rokownicza badz jest juz
potwierdzona badz wymaga dalszych badan.
> Wzmozona ekspresja zmutowanego biatka TP53 w komorkach
nowotworowych jest opisywana jako niekorzystny prognostycznie
czynnik dla przezycia chorych 2z rakiem jajnika. Doniesienia
poruszajgce ten temat pozostajg kontrowersyjne [31]. Wyrdznia sie
dwie gtébwne grupy chorych réznigce sie rokowaniem: (1) stanowig
mniej ztosliwg grupe rakéw sluzowych i endometroidalnych z rzadkimi
zmianami dotyczgcymi immunohistochemicznej ekspresji biatka TP53
i gtdwnie diploidalng zawartoscig DNA oraz (2) bardziej zto$liwg grupg
rakéw surowiczych i anaplastycznych z czestymi zmianami ekspresji
biatka TP53 i niediploidalng zawartoscig DNA [170]. Istotne wydaje sie
rowniez okreslenie przedoperacyjnego poziomu ekspresji TP53 w
guzie chorej, poniewaz przeprowadzenie maksymalnej cytoredukcji w
grupie TP53-negatywnych pacjentek podwyzsza prawdopodobienstwo
catkowitej remisji oraz obniza w sposob istotny ryzyko smierci [89].
> Istotne dla oceny rokowania sg wyniki badahn nad modyfikatorami
cyklu komorkowego wspétdziatajgcymi z biatkiem TP53. Ekspresja
biatka p21 w guzach TP53-negatywnych jest niezaleznym czynnikiem
prognostycznym dtuzszego czasu przezycia [153]. Dysregulacja
dziatania gendw i ich produktéw biatkowych zawiadujgcych cyklem
komorkowym jest obserwowana w rakach surowiczych jajnika i
zmieniona ekspresja takich biatek jak mdm2, cyklina D1, cyklina E,
p27KPT i p21WAFICPT ma wptyw na przebieg kliniczny u chorych z rakiem
jajnika [31, 6].
» Nadekspresja onkogenu ERBB2 (HER-2) jest niezaleznym czynnikiem
rokowniczym, zwigzanym ze skréceniem zarowno catkowitego czasu

przezycia jak i tez czasu przezycia bez objawéw choroby [19]. Wazna
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wydaje sie by¢ zaleznos$¢ rokownicza ekspresji ERBB2 od akumulacji
biatka p53, co stwarza mozliwos¢ wyodrebnienia grupy chorych z
rakiem jajnika do terapii dodatkowej anty-ERBB2 trastuzumabem [87].

» Komorki nabtonkowe raka jajnika wydzielajg cytokiny takie jak TNF-a,
interleukina 1 (IL-1), IL-6 i IL-12 oraz czynnik stymulujgcy kolonie
makrofagéw (CSF-1), ktoére sg znajdowane w wysieku otrzewnowym i
moga by¢ zwigzane z progresjq guza [4]. Zgodnie z panujacym
pogladem wskazujgcym, ze reakcja zapalna jest czynnikiem
promujgcym rozwdj guza nowotworowego jajnika, podwyzszony
poziom tych substancji bioaktywnych w surowicy, moze mie¢ zwigzek
z niekorzystnym przebiegiem klinicznym [123, 124].

> Badanie ekspresji B-kateniny moze okaza¢ sie cennym markerem
prognostycznym dla rakéw nabtonkowych jajnika. Brak ekspresiji tego
biatka oraz obecno$¢ choroby resztkowej mogg umozliwi¢
wyodrebnienie grupy o gorszym rokowaniu w przebiegu choroby
sposrod pacjentow z FIGO | [40].

> Ponadto badane sg tez inne produkty biatkowe protoonkogendéw lub
czynniki wzrostu, ktére mogq okazac sie czynnikami prognostycznymi
w raku jajnika, np.: K-ras [70], lub EGFR [125]. Oceniane sg biatka o
prawdopodobnej roli w wytworzeniu opornosci na chemioterapie, jak
np.: HSP27 [51].

2.7. Molekularna patogeneza raka nabtonkowego jajnika
Histopatologicznie rak jajnika wywodzi sie z nabtonka

powierzchniowego jajnika i jego cyst inkluzyjnych. Rzadziej opisuje sie
rozwdj na podtozu zmiany tagodnej np.: gruczolakéw lub ognisk
endometriozy [88]. Dla raka jelita grubego opracowano model molekularne;j
inicjacji 1 progresji guza, gdzie poszczegolne zmiany na poziomie
molekularnym odpowiadajg zmianom morfologicznym [42]. W przypadku
raka jajnika nie udato sie opracowac takiego modelu, poniewaz nie zostaty
tutaj sprecyzowane molekularne zmiany prekursorowe. Jesli chodzi o zmiany
molekularne, rak jajnika jest chorobg bardzo ztozong i heterogenng. A wiec

nawet guzy o tych samych cechach histologicznych u dwojga réznych
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pacjentobw mogq prezentowaé rézny wzor aktywacji onkogendw lub utraty
funkcji genéw supresorowych [7].

W przypadku rakéw surowiczych, obserwacje histopatologiczne i
badania molekularne sugerujg rozrost nowotworowy z komérek nabtonka
jajnika. Jest to grupa rakéw oceniana jako jednorodna pod wzgledem
patologicznym, gdzie roznice w ocenie stopnia ztosliwosci histologicznej
odzwierciedlajg progresje nowotworu. Juz we wczesnych postaciach
klinicznych wystepuje niski stopien zréznicowania (G3) i morfologicznie
przypominajg zaawansowany nowotwor. Podobnie dzieje sie na poziomie
molekularnym: juz bardzo mate ogniska gruczolakoraka surowiczego wraz z
przylegajacym zmienionym nabtonkiem prezentujg obecnos¢ mutacji genu
TP53 (17p13.1). W zaawansowanych rakach surowiczych wykrywa sie od
60% do 80% guzow z mutacjami TP53, natomiast bardzo rzadko znajdowane
sg w tych guzach mutacje genu KRAS (12p12.1). Mutacje genu KRAS i jego
mediatora BRAF sg wykrywane tylko w rakach surowiczych o niskim stopniu
zaawansowania histologicznego. Odwrotnie, guzy surowicze o granicznej
ztosliwosci czesto prezentujg mutacje genu KRAS, natomiast bardzo rzadko
genu TP53 [98]. Stad tez sformutowana zostata teoria, ze dla typu
surowiczego raka jajnika istnieje wiecej niz jedna droga nowotworzenia [129,
90].

Raki Sluzowe w znacznej czesci rozwijajg sie na podiozu guza
tagodnego i w tych nowotworach czestg zmiang sg mutacje KRAS, a rzadkg
TP53. Wzrastajgca czesto$¢ mutacji kodonu 12/13 KRAS poczawszy od
guzow tagodnych przez graniczne do rakéw potwierdza hipoteze, ze sg to
wczesne zmiany na torze mutacyjnym rakow sluzowych [88].

Najczestszg zmiang w sporadycznych rakach endometrioidalnych sg
mutacje genow (-kateniny (CTNNB1) (3p21) i PTEN (10923). Mutacje genu
CTNNB1 wystepujg w 38 do 50% rakéw endometrioidalnych. Dotyczg one
eksonu 3 (kodony 32, 33, 37 i 41) i obejmujg sekwencje fosforylacji dla
syntazy kinazy glikogenu 3B. Mutacje dotyczace tego fragmentu sekwencji
powodujg brak interakcji miedzy GSK-3 i APC, i w efekcie akumulacje (-
kateniny w jadrze komdrkowym, co uruchamia transkrypcje szeregu

genow zaangazowanych w nowotworzenie. Raki endometrioidalne
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z immunohistochemicznie wykrywang wewnatrzjgdrowo [-katening sg
guzami o wczesnym stopniu zaawansowania i majg dobre rokowanie.

Mutacje genu PTEN (ekson 3-8) stwierdza sie w 21% rakow
endometrioidalnych a utraty heterozygotycznosci (LOH) w chromosomie
10923, gdzie zlokalizowany jest ten gen, w 43% guzéw. Wiekszo$¢ rakow
endometrioidalnych z obecnoscig mutacji PTEN jest dobrze zréznicowana i w
stopniu zaawansowania klinicznego |, co sugeruje, ze sg to wczesne zmiany
nowotworowe. Inaktywacja poprzez mechanizm hipermetylacji promotora
zostata rowniez opisana w genie BRCA1 w 13% przypadkdéw sporadycznych
rakow jajnika. Gen CDKNZ2A, czyli p16 (9p21), kodujacy biatko regulujace
faze G1 cyklu komoérkowego, takze ulega inaktywacji w 33% guzoéw
granicznych i 5% rakéw o rzadszym typie histopatologicznym poprzez
mechanizm hipermetylacji promotora [98, 88].

Podczas onkogenezy raka jajnika morfologicznie pierwotny nabtonek
powierzchniowy jajnika (OSE) ulega transformacji do histologicznie wysoce
ztozonej struktury przypominajacej nabtonek przewoddw Mdllera [4]. Jest to
sprzeczne z obserwacjami w rakach nabtonkowych innych narzadow, gdzie
transformacja nowotworowa powoduje powstanie komoérek
niskozréznicowanych w porownaniu z wyjsciowymi komérkami. Ten kierunek
roznicowania w OSE byC moze jest zwigzany z ekspresjg E-kadheryny,
czasteczki zwigzanej z adhezjg komorek; markerem indukujacym
réznicowanie sie nabtonka, ktérego normalnie nie ma w OSE. Jest to zmiana
obserwowana we wczesnych etapach rozwoju adenocarcinoma [25].

Nowoczesna technika badania mikromacierzy DNA (cDNA
microarrays) lub SAGE (serial analysis of gene expression) pozwala na
jednoczesng ocene profili ekspresiji od kilku do kilkudziesieciu tysiecy genow,
co umozliwi wyodrebnienie podtypdw molekularnych guzow jajnika, a
nastepnie dalsze badania, zmierzajace do okreslenia, ktére z gendw o
zmienionej ekspresji mogg byé przyczyng transformacji nowotworowej [97,
75]. Jest to rowniez szukanie réznic w profilu molekularnym guza, ktory
pozwoli na wytypowanie wczesnych zmian i nowych celow ukierunkowanej
chemioterapii [171].

Ztozone kariotypy opisywane w rakach jajnika sg bardzo trudne do

analizy i interpretacji ze wzgledu na zaawansowanie usuwanych operacyjnie
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guzow nowotworowych [134]. Pojawita sie wielka réznorodnos$¢ technik
biologii molekularnej, ktére mogg stuzyé do analizy tkanek rakéw jajnika.
Analiza spektralna chromosomoéw (SKY), CGH (porownawcza hybrydyzacja
genomowa) i LOH (utrata heterozgotycznosci) pozwalajg na ocene utrat,
naddatkéw oraz przemieszczen materialu genetycznego w genomie guza.
[24] Dzieki wynikom tych badan wykrywane sg kolejne geny, jak np.: geny
OVCA1 i OVCAZ2, kandydujgce na geny supresorowe [166] lub gen
DOC2/Dab2 [101].

2.7.1. Utraty heterozygotycznosci i niestabilnos¢ mikrosatelitarna
Delecje fragmentéw DNA, ktére obejmujg okolice genow

zaangazowanych w transformacje nowotworowg mozna badac¢ poprzez
analize utraty heterozygotycznosci markeréw mikrosatelitarnych — LOH.
Technika ta zostanie szczegétowo omoéwiona w dalszej czesci wstepu.

W okoto 70 pracach opisujgcych utraty alleli w rakach sporadycznych
jajnika badano tg technikg od jedenego do kilkunastu regionow
chromosomowych [101]. W rakach surowiczych zaobserwowano czeste
utraty heterozygotycznosci wybranych regionéw chromosomoéw 1, 6q, 11,
13qi 17 [88].

W przypadku ramion krétkich chromosomu 1 utraty czesto obserwuje
sie w regionie 1p36 (ok. 40%). W jego obrebie znaleziono gen ARHI, ktory
jest genem podlegajacym imprintingowi matczynemu i jest kandydatem na
gen supresorowy. Utraty heterozygotycznosci w prébkach guzéw dotyczg
preferencyjnie funkcjonalnego, nie podlegajacego imprintingowi allela. Gen
ten nalezy do rodziny onkogenow ras i jest negatywnym regulatorem wzrostu
komorkowego poprzez hamowanie aktywnosci promotora cykliny D1 i
indukcje p21WAFYCIPT [199].

Mimo niskiej czestosci LOH chromosomu 5p (38%) [2], w prazku 5p13
znaleziono gen supresorowy DOC2/Dab2, ktory jest negatywnym
regulatorem Ras-zaleznego wzrostu komorkowego i jest czesto
inaktywowany poprzez homologiczng delecje w guzach [101]. Badania
immunohistochemiczne wykazaty, ze ekspresja Dab2 jest wygaszana w 80%
rakéw jajnika, co nie koreluje ze stopniem dojrzatosci histologicznej guza (G).

Uwaza sie, ze inaktywacja Dab2 jest wczesng zmiang w onkogenezie raka
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jajnika, gdyz umozliwia niezalezny od btony podstawnej i nieskoordynowany
wzrost klonu komoérkowego [25].

Liczne obserwacje utrat (46%) w obrebie ramion dtugich chromosomu
5 zainicjowaty poszukiwania genu supresorowego. Ze wzgledu na lokalizacje
znanego juz genu APC w regionie 5q21-22 w guzach prezentujacych LOH
szukano mutacji tego genu. Brak obecnosci mutacji w genie APC oraz
wysoka czestos¢ LOH w probkach rakow jajnika posiadajacych mutacje w
genie TP53 sugerujg obecnosé innego genu kandydata o lokalizacji 5q13.1-
21 [179].

Utraty heterozygotycznosci w obrebie dtugich ramionach chromosomu
6 wystepujg w réznych doniesieniach o raku jajnika z czestoscig srednio 48%
[98]. W regionie czestych utrat: 6q24-25 zlokalizowano gen LOT1, ktérego
produkt nalezy do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych zawierajgcych motyw
palca cynkowego i dziata antyproliferacyjnie. Charakterystyczny jest brak
ekspresji w komoédrkach raka jajnika i raka piersi tego normalnie
wystepujgcego biatka. Produkt genu jest wyciszany albo poprzez mechanizm
LOH albo delecje homozygotyczng lub epigenetycznie przez hipermetylacje
promotora i deacetylacje histonow [1]. Zlokalizowany w regionie 6q25.1
marker D6S1581 poprzez utraty zostat znamiennie powigzany z opornoscig
na leczenie chemiczne cis-platyng w grupie 22 rakow nabtonkowych jajnika.
Bliski do tej lokalizacji jest gen IGF2R i jeSli jego produkt biatkowy zostanie
utracony, zaburza rownowage pomiedzy IGF-2 i jego receptorem. Moze to
doprowadzi¢ do promociji proliferacji i przezywalnosci komérek, co ttumaczy
ich opornos¢ na chemioterapie [106].

Mutacje genu PTEN (w obrebie eksonéw 3-8) stwierdza sie w 20%
rakow endometrioidalnych, zas utraty heterozygotycznosci w obrebie prazka
10923.3 w 43% tych rakow i 27,3% rakow jasnokomorkowych. [163] Utrata
funkcji tylko jednego allela PTEN moze wystarczy¢ do promocji wzrostu
komoérek [29]. W rakach piersi, hemizygotyczne delecje genu PTEN, byty
Zwigzane z utratg ekspresji biatka. [136] Juz cysty endometriodalne wykazujg
LOH 10923 i mutacje somatyczne genu PTEN, co Swiadczy, ze sg to
wczesne zmiany na drodze kancerogenezy raka endometroidalnego [163].

Ramiona g chromosomu 13 sg czesto wymieniane jako tracone (do

50%) w raku sporadycznym jajnika, szczegdlnie w guzach o niskim stopniu
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zréznicowania histologicznego [82]. Utraty w locus 13q14 genu RB1 nie sg
powigzane z inaktywacjg tego genu [101]. Delecje alleliczne chromosomow
13q i 17q dotyczace loci genow BRCA17 i 2 omdéwiono w dalszej czesci
wstepu.

Na chromosomie 17 opisuje sie czeste utraty zaréwno ramion krétkich
(53%) jak réwniez ditugich (57%). W regionie 17p13.1 znajduje sie gen
supresorowy TP53, ktérego zmieniony produkt biatkowy jest najczesciej
spotykang nieprawidtowoscig w ludzkich komérkach nowotworowych. W
17p13.3 obserwuje sie az 80% utrat w rakach jajnika o niskim stopniu
zaawansowania. W tym regionie zidentyfikowano az trzy nowe geny, bedace
,Silnymi” kandydatami na geny supresorowe: HIC-1, OVCA1i OVCAZ2 [101].

Czesta i charakterystyczng zmiang jest utrata heterozygotycznosci w
regionie nieaktywnego chromosomu Xq, ktérg obserwuje sie niemal
wybidérczo w surowiczych guzach granicznych jajnika [43]. LOH w regionie
Xq11-12 oraz 19912 w Sluzowych guzach granicznych w sposéb znamienny
korelowata z krétszym czasem przezycia, bez progresji choroby [120].
Réwniez utraty markera DXS454 (Xq21-g23) wydajg sie korelowaé¢ w
pierwotnych rakach surowiczych jajnika z krétszym czasem przezycia [69].

Badaniem, ktére réwniez ma w swoim zatozeniu analize typu
allelotyping jest niestabilnos¢ mikrosatelitarna (M), gdzie ocenia sie fenotyp
alleli pochodzacych z DNA z tkanki nowotworowej. MI jest rzadko
obserwowang zmiang w rakach surowiczych jajnika. W przypadku guzéw
surowiczych o granicznej ztosliwosci, przejscie od formy podstawowej do
brodawkowate;j, wspotistnieje z wystepowaniem niestabilnosci
mikrosatelitarnej chromosomu 5q, a Ml chromosomu 1p towarzyszy przejsciu
w formy inwazyjne raka [98]. M| wystepuje réwniez w sporadycznych rakach

endometroidalnych, aczkolwiek rzadziej niz w rakach endometrium macicy.

2.8. Geny zaangazowane w transformacje nowotworowa
Geny predyspozycji do zachorowania na nowotwor dzieli sie na trzy

podstawowe grupy: geny supresorowe, onkogeny i geny mutatorowe. Geny
supresorowe i onkogeny uczestniczg w prawidtowych procesach kontroli
rozwoju komorek i ich proliferacji, kazde zaburzenie tych procesow stanowi

sktadowg procesu nowotworzenia. W przypadku gendw supresorowych, sg
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one negatywnymi regulatorami podziatbw komorkowych, gdzie klasycznym
przyktadem jest gen TP53. Utrata funkcji takiego genu powoduje ciggte,
niepohamowane podziaty komérkowe w sytuacjach, takich jak np.: pekniecia
DNA powodujace uszkodzenia komorki, gdzie normalnie dochodzi do
zatrzymania cyklu komoérkowego. Dzieki badaniom Alfreda Knudsona nad
zachorowaniami wsréd dzieci na siatkowczaka ztosliwego wiemy, ze
prawdopodobnym mechanizmem wytaczenia funkcji tych genéw sg tzw. dwa
wuderzenia”. Wedtug tej teorii, pierwsza zmiana genetyczna w obrebie
jednego allela genu RB7 jest juz obecna u rodzica i moze zostac
odziedziczona jako cecha autosomalna dominujgca. Jesli dojdzie do
kolejnego uszkodzenia w drugim allelu tego genu, nie powstaje produkt
biatkowy lub funkcja biatka zostaje zniesiona i dochodzi do promociji rozwoju
nowotworu. Teoria ta znajduje potwierdzenie zaréwno w badaniach
cytogenetycznych jak i molekularnych. Drugie ,uderzenie” moze by¢ mutacjg
somatyczng, delecjg materialu zawierajgcego drugi, prawidtowy allel, lub
wynikiem wyciszenia genu poprzez mechanizmy epigenetyczne, np.: poprzez
metylacje. W przypadku guzéw sporadycznych, nastepujace po sobie zmiany
na obu allelach genu RB71 zachodzg w na poziomie komorki somatycznej i

stajg sie punktem wyjscia guza nowotworowego [176].

2.9. Dziedziczne postacie raka jajnika
Okoto 5-10% przypadkow raka jajnika ma charakter dziedziczny. Juz

w latach 50-tych ubiegtego stulecia opisywano pierwsze rodziny z wyrazng
transmisjg rodzinng raka jajnika z pokolenia na pokolenie zgodnie z prawami
Mendla. Rak jajnika jest jedng z charakterystycznych sktadowych fenotypu
dwoch podstawowych zespotdéw dziedzicznie uwarunkowanych zachorowan
na nowotwory: 1) dziedzicznego raka piersi/jajnika (hereditary breast/ovarian
cancer — HBOC) stanowigcego 85-90% przypadkéw oraz 2) izolowanego
raka jajnika (site-specific hereditary ovarian cancer — SSHOC) - okoto 10%
przypadkow. Poprzez analize sprzezen w rodzinach z kumulacjg zachorowan
na raka piersi lub raka jajnika, zostaty zlokalizowane dwa geny podatnosci na
raka piersi i jajnika: jako pierwszy BRCA1 na chromosomie 17q12-21 [65],
nastepnie BRCAZ2 na 13q12-13, ktérych mutacje dziedziczg sie w sposéb
autosomalny dominujgacy [196]. Mutacje germinalne genu BRCA1 wystepujg
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czesciej, u okoto 92% rodzin z HBOC, natomiast rzadziej wystepujace
mutacje BRCA2 sg powigzane z zachorowaniami na raka piersi wsrod
mezczyzn [143]. 3) Trzecim zespotem, w ktorym czesto obserwowany jest
rak jajnika, jest zespot Lynch Il inaczej HNPCC (hereditary nonpolyposis
colorectal cancer), gdzie w konstelacji innych nowotwordw, rak jajnika
wystepuje w mniej niz 10% przypadkéw. W zespole Lynch Il wystepujg
mutacje genow mutatorowych, ktore sg typowe dla dziedzicznego
niepolipowatego raka jelita grubego: MSH2 (2p16), MLH1 (3.p21.3-23),
MSH6 (2p16), PMS2 (7p22) i MLH3 (5911-13) [27].

Analizujgc podtoze genetyczne zespotéw HBOC i SSHOC, wydaje sie,
ze stanowig one czesc spektrum jednej choroby, poniewaz nie zostat dotad
wykryty gen, ktory bylby zwigzany jedynie ze zwiekszong sktonnoscig do
zachorowania wytgcznie na raka jajnika. Kryterium ostatecznej diagnozy jest
badanie na obecnos¢ nosicielstwa mutacji germinalnej w genie BRCA1 lub
BRCAZ2. Bezobjawowi nosiciele sg kwalifikowani do badan molekularnych na
podstawie cech rodowodowych rodziny, tzn.: liczby zachorowan na raka
piersi i/lub jajnika wsrdéd krewnych pierwszego stopnia, wczesnego wieku
zachorowania i charakteru nowotworu, np. czy wystgpit on jednoczesnie w
narzgadach parzystych.

W wiekszosci krajéw wykonanie badania mutacji genow BRCA1 i 2

oferuje sie osobom z ryzykiem zachorowania powyzej 30% (tab. 2).
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Tabela 2. Prawdopodobienstwo wystgpienia mutacji genu BRCA17 lub
BRCAZ2 u kobiet z dziedzicznym rakiem piersi/jajnika. [54, 35]

Ryzyko i
. Kryteria kliniczne
mutacji
10% Pojedynczy przypadek raka piersi/jajnika ponizej 40 r.z. z
<
° wylaczeniem populacji Zydow Aszkenazyjskich
10-30% 2-3 przypadki raka piersi < 60 r.z. (nieobecnos¢ rakéw
’ jajnika lub raka piersi u mezczyzn)
Jeden rak piersi < 60 r.z. i jeden rak jajnika
30% Jeden rak piersi < 40 r.z. w populacji Zydéw
Aszkenazyjskich
Cztery przypadki raka piersi < 60 r.z.
= Dwa przypadki raka piersi < 60 r.z. oraz rak jajnika w
>60% dowolnym wieku
= Dwa przypadki raka piersi < 60 r.z. oraz rak piersi u
mezczyzny w dowolnym wieku

Nalezy dodac¢, ze badania wymienionych wyzej gendw nie ttumaczag
wszystkich rodzinnych agregacji zachorowan na raka jajnika. Istniejg rzadkie
zespoty, w ktérych odnotowuje sie zwiekszone ryzyko zachorowania na raka
jajnika, wynikajgce z mutacji germinalnych genow: TP53 i CHK2 w zespole
Li-Fraumeni lub STK711/LKB1 w zespole Peutz-Jeghersa. Nie jest
wykluczone, ze istniejg tez inne geny podatnosci o wysokiej lub sredniej
penetracji: hipotetyczny BRCAX, ktory moze by¢ zlokalizowany np.: w
regionie chromosomu 8p11-21, gdzie stwierdza sie wysokg czestoscig
zjawiska LOH (46-74% nieselekcjonowanych rakéw piersi) [26].
Alternatywnym modelem jest zatozenie kombinacji licznych, czestych
wariantéw genetycznych o niskim ryzyku, np.: réznych alleli polimorficznych
[138].

2.9.1. Geny BRCA1 i BRCA2 - Iokalizacja cytogenetyczna, struktura oraz
funkcje produktéw biatkowych

Gen BRCAT1 jest zlokalizowany na chromosomie 17g12-21, sktada sie
z 22 kodujacych eksonow, a na koncu 5’-UTR znajdujg sie dwa alternatywnie
przepisywane eksony 1a i 1b. Jest to duzy gen, ktoéry obejmuje okoto 80 kb

DNA bogatego w sekwencje repetytywne Alu. 61% sekwencji kodujacej
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znajduje sie w obrebie ogromnego eksonu 11 (3,4 kb). Dwie najwazniejsze
domeny: RING zinc finger w N-koncu i powtérzenia BRCT (BRCA1 carboxyl!
terminus) w C-kohcu (ryc.1) sg wysoce konserwowane u kregowcow,
natomiast reszta struktury posiada niewielkg homologie z innymi biatkami o
znanych funkcjach [54]. 7,8 kb mRNA jest gtéwnie transkrybowane w
jadrach, tarczycy, jajniku i gruczole piersiowym. Wykrywa sie wiele
alternatywnie sktadanych transkryptow BRCA1, ktére sa przewaznie
pochodnymi delecji w obrebie ramki odczytu eksonu 11. Petnej dtugosci 220-
kD biatko zlokalizowane jest przede wszystkim w jadrze komdrkowym.
Poziom ekspresji biatka i jego fosforylacji jest zalezny od fazy cyklu
komodrkowego, rozpoczyna sie w fazie G1 i osigga maksimum we wczesnej
fazie S. Wynika to z funkcji biatka BRCA1 biorgcego udziat w procesach
naprawy DNA. W guzach nosicieli germinalnej mutacji BRCA1 w tkance
nowotworowej ekspresja prawidtowego biatka jest zniesiona. W przypadku
rakow sporadycznych stwierdza sie réwniez brak ekspresji tego biatka lub

jego redukcje w tkance nowotworowej [12].

RING BRCT
domain MNLSs domains
T
BRCA1 [ 1] 1,863 aa
— — I
BaRDA MRE11 RAMA pad 11
RADSD CHE
Mbs1
BRG
repaals NLSs
BRCAZ2 “=| 3418 aa
- ..
RADS1

Rycina 1. Schemat budowy genéw BRCA1 i BRCA2 [177]

Gen BRCAZ2 zostat zlokalizowany na chromosomie 13q12-13, sktada
sie z 27 eksondw, gdzie podobnie jak w genie BRCA1, ekson 11 jest
szczegolnie duzy (4,9 kb). Jest to rowniez duzy gen o dtugosci okoto 70 kb,

kodujacy transkrypt wielkosci od 11 do 12 kb i kodujacy biatko ztozone z
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3418 aminokwasdéw. Ekson 11 koduje szczegdlny motyw strukturalny,
ztozony z o$Smiu powtorzen 30-80 aminokwaséw BRC, poprzez kiory BRCA2
kontroluje dziatanie RAD51, rekombinazy uczestniczacej w naprawie DNA na
bazie homologicznej rekombinacji (HR) (ryc. 1). Wz6r ekspresji BRCA2 jest
podobny do BRCA1, ale podwyzszony poziom tej ekspresji wystepuje w
gruczole piersiowym i tarczycy a nieco mniejszy w tkance ptucnej, jajniku i
Sledzionie. W prawidtowych komdrkach BRCAZ2 jest biatkiem jgdrowym,
gtébwnie ulegajacym ekspresji w fazie G1/S. Wéwczas jest wykrywane w
ziarnisto$ciach jgdrowych wraz z biatkami BRCA1 i RAD51 [12, 34].

Biatka powstajgce na matrycy genéw BRCA7T1 i 2 sg biatkami
szczegolnymi, ktore nie przypominajg budowg innych biatek. Powstaty one
najpewniej p6zno w procesie ewolucji i majg odgrywajg szczegolng role w
komédrkach ssakow, petnigc w nich liczne, tkankowo specyficzne funkcje
[187].

Zarowno na modelach zwierzecych in vivo jak i w komorkach
hodowanych in vitro z brakiem ekspresji BRCA1 lub BRCA2 stwierdza sie
wystepowanie spontanicznych rearanzacji chromosomoéw, jak translokacje i
delecje, fuzje licznych, niehomologicznych chromosomoéw oraz rearanzacje
chromatydowe. Taka spontaniczna tamliwos¢ chromosomoéw jest typowa dla
takich choréb dziedzicznych jak zespot Fanconiego lub Blooma, gdzie
wystepuje wysokie ryzyko zachorowania na nowotwér. Geny BRCA wydajg
sie by¢ genami ,opiekunczymi’, ktérych nieprawidtowosci powodujg
niestabilno$¢ genomu, co promuje narastanie kolejnych btedow w genach
kontrolujgcych cykl komorkowy, podziat i smieré komorki, w efekcie czego
powstaje klon nowotworowy. Zaroéwno biatko BRCA1 jak i BRCA2 sg
zaangazowane w dziatanie mechanizméw naprawczych uruchamianych w
przypadku peknie¢ dwuniciowego DNA. Najpewniej brak lub nieprawidtowe
biatka BRCA powodujg wigczenie sie i przewage w komorce =z
uszkodzeniami DNA mniej korzystnych mechanizméw naprawczych typu
NHEJ (nonhomologous end-joining) i SSA (single-strand annealing), ktére sg
obarczone powstawaniem btedoéw prowadzacych do translokacji i delec;ji
chromosomowych. Ttumiony jest proces HR (homologous recombination),
ktory jest procesem, ktéry w sposdb wierny przywraca prawidtowg sekwencje
DNA (ryc.2) [187].
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NHEJ (error-prone)

SSA (error-prong) HR (error-free)
Rycina 2. Aberracje chromosomowe i rézne typy rearanzacji
chromatydowych (A-D) w komoérkach mysich z nieaktywnym biatkiem
BRCA2. Ponizej mechanizmy naprawcze peknig¢ dwuniciowego DNA
(NHEJ, SSA), ktore sa preferowane, gdy biatka BRCA sg nieaktywne.
Ttumiony jest proces HR (E) [187].

Gtoéwng rolg biatka BRCA2 wydaje sie by¢ wigzanie sie bezposrednio
z biatkiem RAD51, bez ktérego naprawa HR jest niemozliwa. Dzieje sie to za
pomocg motywéw BRC zapewniajacych wysokg stabilnos¢ wigzania
pomiedzy dwoma biatkami. RAD51 1taczy sie z ssDNA, tworzy
nukleoproteinowe witokno, ktore penetruje i tgczy sie z homologicznymi
dupleksami DNA, aby nastepnie inicjowaC wymiane nici pomiedzy
sparowanymi czgsteczkami DNA.

Rola biatka BRCA1 jest odmienna od BRCA2 i jest ono
prawdopodobnie przekaznikiem pomiedzy systemami wykrywajgcymi i

sygnalizujgcymi, a wykonawczym w procesie naprawy DNA. Jest biatkiem
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sprawdzajgcym poprawnos¢ odpowiedzi mechanizmu naprawczego w
stosunku do wielkosci uszkodzenia inicjujgcego ten mechanizm. Jest to
biatko biorgce udziat w HR, podobnie jak BRCAZ2, ale znacznie mniej
wiadomo, jaka jest jego rola w tym zjawisku. BRCA1 wcze$nie migruje do
miejsca uszkodzenia, gdzie oddziatywuje z szeregiem réznych biatek. Znane
sq interakcje z kompleksem biatkowym MRE11/RAD50/NBS1, gdzie in vitro
wykazano, ze BRCA1 moze hamowa¢ w MRE11 aktywnos¢ nukleazy.
Stabilizuje poprzez to trwatos¢ fragmentéw ssDNA w miejscach naprawy
DNA, ktére jest materiatem wykorzystywanym w mechanizmach HR i SSA.
W komorkach, w ktérych brak BRCA1 te mechanizmy naprawcze sg
defektywne w przeciwienstwie do NHEJ. Reaguje takze z enzymami
zmieniajagcymi strukture chromatyny i DNA oraz z helikazami DNA.
Prawdopodobnie biatko BRCA1 jest regulatorem transkrypcji, podobnie byé
moze dziata BRCA2. BRCA1 moze oddziatywac¢ z holoenzymem polimerazy
RNA Il poprzez komponent helikazy.

Biatko BRCA1 jest natychmiast fosforylowane w dzielagcych sie
komdérkach, w ktorych doszto do uszkodzenia DNA. Wiadomo, ze fosforylujg
go kinazy: ATM, ATR i CHK2, w zaleznosci od czynnika uszkadzajgcego. Ma
to znaczenie w uruchomieniu kontroli cyklu komorkowego S i G2. Z BRCA1
wigze sie poprzez domene RING biatko BARD1 majgce znaczenie w
procesach kontroli RNA po uszkodzeniu DNA. W przypadku ostatniego
zachodzi inhibicja ciecia kohca 3’ w procesie dojrzewania mRNA. Ostatnio
zostata rowniez zidentyfikowana aktywnos¢ E3 ligazy ubikwityny w
heterodimerach BARD1-BRCA1, ktéra moze by¢ zaangazowana w

degradacje biatek zawiadujgcych obrébkg RNA [53, 187].

2.9.2. Metody badania genéw
Badania molekularne genéw BRCA1 i BRCA2 mozna prowadzi¢ na

poziomie DNA, RNA jak réwniez produktu biatkowego, szukajgc nie tylko
zmian w sekwencji nukleotydow, ale tez w ekspresji i funkcji produktow
biatkowych. Wstepna diagnostyka molekularna w populacjach, w ktérych
przewaza wybrana jedna/kilka zmian genetycznych polega na badaniu tylko
wybranych mutacji prostym testem opartym o technike PCR (tancuchowej

reakcji polimerazy), a nastepnie rozdziat elektroforetyczny. Moze to byé
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badanie technikg RFLP (polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych),
gdy mutacja tworzy lub usuwa miejsca restrykcyjne. Inng technikg jest ASA-
PCR, czyli reakcja PCR z wykorzystaniem starterow flankujgcych badang
sekwencje i jeden starter specyficzny dla allelu z mutacjg [91]. Przyktadem
zastosowania obu tych technik jednocze$nie moze byé opracowany przez
Zaktad Genetyki i Patomorfologii Pomorskiej Akademii Medycznej w
Szczecinie test DNA oparty o technike multiplex-PCR (réwnoczesne;j
amplifikacji wielu roznych fragmentow DNA) stuzacy do wykrywania w prosty
sposob trzech czesto wystepujacych w Polsce mutacji genu BRCA1 [60].

W innych populacjach, ,ztotym standardem” bedzie badanie petnej
sekwencji genu albo czesci kodujgcej, poprzez bezposrednie
sekwencjonowanie, czyli ustalenie kolejnosci nukleotydédw w badanym
fragmencie DNA. Przede wszystkim wykorzystuje sie metode Sangera,
opartg o uzycie dideoksynukleotydéw  (ddNTP)  znakowanych
fluorescencyjnie, ktéra pozwolita na zautomatyzowanie procesu czytania
sekwencji. Jest to technika czuta i wysoce specyficzna, lecz w przypadku tak
duzych gendow jak np. BRCA1 konieczne jest sekwencjonowanie do
czterdziestu fragmentéw ekson po eksonie, co bardzo podwyzsza koszty
diagnostyki. W celu ich obnizenia, sekwencjonowanie mozna poprzedzi¢
zastosowaniem technik przesiewowych, wykrywajgcych zmiany w materiale
genetycznym takich jak np.: SSCP (analiza konformacji pojedynczych nici
DNA), HA (analiza heteroduplekséw) i wariantow potgczenia tych dwodch
technik, DGGE (denaturacyjna elektroforeza gradientowa), lub PTT (test
przedwczesnej terminacji translacji) i inne [91].

Denaturacyjna wysokosprawnosciowa chromatografia cieczowa
(DHPLC), bedaca pochodng techniki HA wykorzystuje wysokg rozdzielczos¢
nowoczesnych wypetnien kolumn chromatograficznych. Jest takze technikg
bardzo przyspieszajgcq badanie przesiewowe zmian w materiale
genetycznym o nieznanej naturze i lokalizacji poprzez catkowitg
automatyzacje oraz bardzo wysokg czuto$¢ i specyficznos¢ (od 96 do 100%)
[190]. Zmiany o charakterze heterozygotycznym majg stosunek alleli dzikich i
zmutowanych 1:1. Poprzez denaturacje produktu PCR w temperaturze 95° i
powolne schtadzanie uzyskujemy mieszanine hetero- i homoduplekséw

(homozygoty dzikie utworzg jedynie homodupleksy ztozone z alleli dzikich).
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Rozdziat fragmentéw kwasow nukleinowych jest oparty o ich wielkosc,
sekwencje i pozycje mutacji, i temperature odpowiednig do czesciowej
denaturacji heterodupleksow DNA. Hetero- i homodupleksy majg rézny czas
retencjii w DNASep Catridge matriks, co zostaje uwidocznione jako
charakterystyczny wzor pikow. Alelle zmutowane znajdujgce sie produkcie
PCR z czestoscig 20% znajdowane sg z uzyciem DHPLC w prawie 100%,
natomiast w sekwencjonowaniu tylko w 80%. Metoda ta moze byc¢ technika z
wyboru w przypadku podejrzen mozaicyzmu w badanej probce lub
heteroplazmii. Jest tez oceniana na co najmniej 10 razy tanszg metode od
sekwencjonowania [198].

Czesc¢ kodujaca genu mozna badac¢ w oparciu o izolacje catkowitego
RNA, uzyskanie cDNA w RT-PCR (odwrotna transkrypcja z reakcjg PCR)
oraz analize na bazie wymienionych wczesniej metod lub bezposredniego
sekwencjonowania uzyskanych fragmentéow. Zmniejsza to zakres badanych
nukleotyddw i pozwala na wykrycie np. mutacji splicingowych.

Wykrywanie  duzych przemieszczeh  materialu  genetycznego
wymagato dotad zastosowania techniki opartej o hybrydyzacje - metody
Southerna, ktéra jest bardzo pracochtonna i wymaga uzycia probek DNA
bardzo dobrej jakosci. Obecnie dla genéw BRCA sg wprowadzane do
rutynowej diagnostyki specjalne zestawy wykrywajgce duze delecje/insercje
— MLPA (multiplex ligation dependent probe amplification) [71].

Szacuje sie, ze nawet przy wykorzystywaniu wszystkich znanych
technik czutos¢ bezposredniego wykrywania zmian wynosi obecnie okoto 70-
80%, z powodu ograniczen technicznych poszczegolnych technik, a takze ze
wzgledu na niemoznos¢ rozpoznania zaburzen w nieznanych sekwencjach
regulujacych funkcjonowanie gendéw, ktére mogq byc¢ zlokalizowane w innym
regionie genomu [91].

Delecje fragmentéw DNA, ktore obejmujg okolice genow
zaangazowanych w transformacje nowotworowg mozna badac¢ poprzez
wymieniang wczesniej utrate heterozygotycznosci — LOH (loss of
heterozygosity). Zjawisko LOH jest prawdopodobnym mechanizmem
inaktywacji genow supresorowych zgodnie z teorig ,dwoch uderzen”
Knudsona. Technika ta jest jedng z wykorzystywanych w klonowaniu

pozycyjnym gendéw supresorowych. ldealnym przyktadem utraty jest delecja
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obu alleli jako marker lokalizacji genu supresorowego, tak jak miato miejsce
w przypadku genu BRCA2. W celu oceny delecji uzywa sie markerow
polimorficznych rozrzuconych w ludzkim genomie. Badanie moze polegac na
réznicy dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP), Iub czesciej
wykorzystywanej réznicy dlugosci alleli w  powtérzeniach  dwu-
piecionukleotydowych VNTR. Wybiera sie markery mikrosatelitarne o znanej
lokalizacji chromosomowej i wysokiej heterozygotycznosci. W tej technice
porownuje sie zamplifikowane allele z DNA prawidtowego (z limfocytow krwi
obwodowej lub tkanek prawidtowych) z DNA uzyskanym 2z komérek
nowotworowych Analize mozna przeprowadza¢ densytometrycznie lub z
uzyciem automatycznego sekwenatora. Ostatnio, markery mikrosatelitarne
amplifikowane z uzyciem modyfikowanych fluorescencyjnie oligonukleotydow
sq szeroko wykorzystywane do analizy na automatycznym sekwenatorze ABI
PRISM 373 lub 310 z uzyciem oprogramowania GENESCAN (Applied
Biosystem) [101].

Markery mikrosatelitarne wykorzystuje sie takze do analizy sprzezen,
gdzie zaktada sie, ze marker zlokalizowany w poblizu genu
odpowiedzialnego za dany fenotyp dziedziczy sie wraz z nim w sposéb
sprzezony. Technika ta moze by¢ wykorzystywana w analizie kosegregacii
mutacji w rodzinach, niestety tylko licznych, wielopokoleniowych i gdzie jest

kilka os6b dotknietych badanym schorzeniem.

2.9.3. Czestosci mutacji genéw BRCA1 i 2 oraz ich spektrum mutacji
W wiekszoéci populacji kaukaskich, z wylaczeniem Zydéw

Aszkenazyjskich, czestoS¢ heterozygotycznego nosicielstwa mutaciji
germinalnych BRCA1 lub BRCAZ2 jest oceniana na okoto 1 na 800. Jest to
nieco nizsza czesto$¢ niz w populacjach azjatyckich i afrykanskich.
Natomiast w ogolnej populacji oséb pochodzenia Aszkenazyjskiego czestosé
nosicielstwa mutacji jest uderzajgco wysoka i wynosi 1 na 40 (ponad 1%
populacji). W tej populacji, jak i w innych o specyficznym potozeniu
geograficznym lub pochodzeniu etnicznym efekt zatozyciela spowodowat, ze
wybrane mutacje staty sie szczegdlnie czeste. W przypadku populacji Zydow
Aszkenazyjskich wiekszos¢ mutacji stanowig trzy germinalne: 185delAG,
5382insC w BRCA1 i 6174delT w BRCA2. Nawet bez obcigzonego wywiadu
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rodzinnego 26-60% zydowskich kobiet bedzie nosicielkami ktérejs z tych
trzech mutacji. A zatem w populacji tej samo zachorowanie na raka jajnika
powinno by¢ wskazaniem do udzielenia porady genetycznej i wykonania
diagnostyki molekularnej [177]. Mutacje germinalne sg dziedziczone z
pokolenia na pokolenie i dzieki technikom rekombinacji okres$lono czas
powstania powyzszych mutacji na okres wczesnoromanski. Mutacje te
rzadko wykrywa sie de novo [53].

Liczba mutacji genéw BRCA1 i BRCAZ2 znajdujacych sie w bazie
Breast Cancer Information Core [BIC] liczy sobie ponad 2000 réznych
mutacji, polimorfizmow i wariantéw o nieznanej funkcji [180]. Mutacje w obu
genach sg w zasadzie rozproszone w obrebie catej sekwencji kodujace;j.
Oprocz 185delAG i 5382insC, ktore wystepuja z wysokg czestoscig i
stanowig okoto 22% wszystkich wykrywanych mutacji, pozostate sg rzadkie i
wiele z nich jest unikatowa, co powoduje, ze w wiekszosci populacji na
Swiecie badanie celowane w okreslonym regionie genu jest niemozliwe [138].

Wiekszos¢ mutacji w genie BRCA1 to mutacje typu braku sensu,
przesuniecia ramki odczytu, mutacje splicingowe i regulatorowe. Wszystkie
te mutacje powodujg skrocenie produktu biatkowego podczas translacji lub
jego brak (okoto 87% wszystkich mutacji germinalnych w genie BRCA1). W
pewnych populacjach zaobserwowano obecnos$¢ duzych interstycjalnych
delecji lub insercji, ktére sg bardzo trudne do wykrycia konwencjonalnymi
metodami poszukiwania mutacji opartymi na technice PCR. Prawdopodobnie
stanowig one okoto 10-20% wszystkich mutacji [71, 152]. W genie BRCA1
wykrywa sie réwniez mutacje typu zmiany sensu (missense) i delecje in-
frame, ale dla wiekszosci z nich brak pewnego potwierdzenia, ze sag
zmianami majgcymi znaczenie kliniczne. Jedynie mutacje missense, ktore
pojawiajg sie w resztach cysternowych w domenie RING finger sq jasno
powigzane ze skionnosciag do nowotworzenia. Przyktadem jest jedna z
mutacji zatozycielskich: 300T/G.

W Polsce prowadzone przez kilka osrodkéw badania nad rodzajem i
czestoscig mutacji BRCA1 i 2 rodzin podwyzszonego ryzyka zachorowania
na raka piersi i/lub jajnika wykazaty czestos¢ mutacji wysokosci 27-64% [57,
59, 64, 135, 169]. Wstepne badanie przeprowadzone na grupie kontrolnej

200 rodzin polskich z obcigzonym wywiadem wybranych z ré6znych regiondéw
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Polski wykazaty, ze nosicielstwo mutacji 5382insC, 300T/G i 4154delA w
genie BRCA1 wynosi 0,6% z proporcjg tych mutacji 6:2:1. Na podstawie
danych zebranych do konca 2002 roku, Zaktad Genetyki i Patomorfologii
Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie szacunkowo przyjmuje, ze w
Polsce moze by¢ nawet 100.000 nosicielek i tyle samo nosicieli mutaciji
BRCA1 [60].

Dotychczasowe badania sugeruja, ze w Polsce efekt zatozyciela
dotyczy mutacji 5382insC i 300T/G, ktéore w poszczegolnych pracach
opiewaty na 25,5-71% czestosci wsrod innych wykrytych mutacji. [57, 59, 79,
135] W przypadku mutacji 4154delA nie stwierdzono jej obecnosci w
kolejnych badaniach przeprowadzonych w réznych regionach Polski, réwniez
w naszej populacji z Polski pétnocno-wschodniej. Dotychczasowe wyniki z
naszego osrodka potwierdzity, ze kolejnymi w czestosci powtarzajgcymi sie
mutacjami w genie BRCA1 sg 185delAG, wymieniana wczes$niej jako
mutacja wystepujaca wsrod osob pochodzenia zydowskiego oraz 3819del5,
ktora jest zgtaszana z réznych krajow europejskich: Niemiec, Danii, Czech,
Francji, jak rowniez Australii i USA. Rdznice w liczbie wykrytych mutacji
moga wynikaé¢ z kryteridéw kwalifikacji chorych do badan oraz réznych technik
wykrywania mutacji i ich niedostatecznej czutosci. Inng przyczyng mogg byc¢
réznice etniczne ws$rdd poszczegodlnych subpopulacji w Polsce i ztozona
historia naszego panstwa, w ktérej wystepowaty duze migracje ludnosci [79,
135]. Katedra Biologii i Genetyki AMG uczestniczy w wieloosrodkowym
badaniu epidemiologicznym, ktére pozwoli na okreslenie czestosci
nosicielstwa mutaciji zatozycielskich w genie BRCA1 w populacji polskiej.

Mutacje w genie BRCA2 w badanych populacjach wystepujg w catej
czesci kodujgcej genu. Dominujg dwie mutacje: 6174delT i 999del5, ktérych
czestos¢ stanowi okoto 33% wszystkich zmian germinalnych. 6174delT to
mutacja bardzo czesta w populacji Zydéw Aszkenazyjskich (1-1,5%
populacji) natomiast 999del5 jest charakterystyczng mutacjg dla rodzin
wysokiego ryzyka zachorowania na raka piersi w Islandii (0,6% populacji).
Réwniez w genie BRCAZ2 mutacje majg najczesciej charakter zmian
frameshift z przewagq matych delecji. W przypadku genu BRCAZ2 réwniez

znajduje sie bardzo wiele mutacji zmiany sensu, ktorych liczebnos¢ zaczyna
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siega¢ az 50% wszystkich znanych zmian w sekwencji genu. Brak jest
funkcjonalnego testu, ktérym mozna by byto zbadac¢ ich znaczenie [138, 34].
Jak dotad nie udato sie w populacji polskiej wykry¢ podwyzszonej czestosci
okreslonych mutacji w genie BRCAZ2.

Somatyczne mutacje genéw BRCA1 (7-10%) i 2 (4%) sq wykrywane w
tkance nowotworowej jajnika rzadko i byly przedmiotem badan niewielu
badaczy [117, 74]. Wyniki tych badan potwierdzajg funkcje BRCA1/2 jako

gendw supresorowych zgodnie z teorig Knudsona.

2.9.4. Nosiciele mutacji germinalnych genu BRCA1 i 2 a ryzyko rozwoju
raka

Poczatkowo ryzyko rozwoju raka piersi i jajnika oceniano na wysokie
w oparciu o analize rodowoddw rodzin, w ktérych wystepowali liczni nosiciele
mutacji w genie BRCA1 [44]. Obecnie prowadzone badania na réznych
populacjach wykazuja, ze ryzyko to jest nizsze. Moze to wynikac z faktu, iz w
poszczegolnych populacjach wystepujg mutacje o roznym stopniu penetraciji.
Moga to tez by¢ takze wptywy wariantéw innych gendw, ktore modyfikujg
dziatanie produktow genéw BRCA171 i 2. Dodatkowo, mogg to tez byc¢
srodowiskowe modyfikatory ryzyka specyficzne dla kazdej populaciji.

U nosicieli mutacji BRCA1 ryzyko pojawienia sie raka jajnika zaczyna
sie zwieksza¢ poczgwszy od wieku 40 lat. Penetracja wynosi 44-60% w
wieku 70 lat. A wiec jest to ryzyko zdecydowanie wyzsze niz ryzyko
zachorowania na sporadycznego raka jajnika 1,8% wsréd kobiet z krajow
wysoko rozwinietych [53].

Z kolei u nosicieli mutacji BRCAZ2 podwyzszone ryzyko rozwoju raka
jajnika pojawia sie pozniej, bo poczgwszy od wieku 50 lat i wynosi 27% w
wieku 70 lat. Oznacza to, ze pojawienie sie raka jajnika w pdzniejszym wieku
u kobiety nie wyklucza obecnosci mutacji w ktoryms z tych genow [53, 44]. W
przypadku obu gendw najwyzsze ryzyko dotyczy zachorowania na raka piersi
i siega okoto 85% w wieku 70 lat. Ponadto u nosicieli mutacji genu BRCA,
obok tych dwéch nowotwordw, jest rowniez podwyzszone ryzyko wystgpienia
raka jelita grubego, endometrium, szyjki macicy, jajowodu i otrzewne,;.
Podobnie, u nosicieli mutacji w genie BRCAZ2, oprocz podwyzszonego ryzyka
raka piersi u kobiet oraz u mezczyzn istnieje ryzyko pojawienia sie raka

jajowodu, trzustki, zotgdka, drog zotciowych, prostaty i czerniaka skory [53].
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Podane powyzej ryzyka wystgpienia raka przyjmuje sie jednakowe dla
poszczegolnych mutacji. Jednakze sg prace, ktore sugerujg, ze rozne
nieprawidtowe allele gendw BRCA majgq rozny efekt kliniczny. Juz prace
Breast Cancer Linkage Consortium wykazaty, ze istniejg rodziny, gdzie w
wiekszosci jest wyraznie wyzsze ryzyko zachorowania na raka piersi i nizsze
zachorowania na raka jajnika. Zostata opisana niewielka grupa rodzin, gdzie
ryzyko zachorowania na raka piersi i jajnika jest jednakowo wysokie [44,
138]. Co wiecej, sugeruje sie, ze mutacje zlokalizowane w pierwszych 2/3
genu BRCA1 niosg wyzsze ryzyko raka jajnika w stosunku do raka piersi, niz
te zlokalizowane blizej konca 3’ [48, 138]. W przypadku BRCA2, mutacje
skracajgce biatko wystepujace w rodzinach z wysokim ryzykiem raka jajnika,
skupiajg sie w centralnej czesci genu zwanej OCCR (ovarian cancer cluster
region) wielkosci ok. 3,3 kb w eksonie 11 miedzy nukleotydami 3059-4075 i
6503-6629. Mutacje OCCR sg zwigzane ze znamiennie nizszym ryzykiem
raka piersi (RR 0,63) i znamiennie wyzszym ryzykiem raka jajnika (RR 1,88).
Mozna to wyttumaczy¢ powigzaniem pomiedzy lokalizacjg OCCR i domeng
wigzacg RAD51 [182].

Publikacje okreslajace znamienne zaleznosci pomiedzy genotypem, a
obrazem klinicznym sg wcigz nieliczne, a liczebnosci badanych grup chorych
w wiekszosci prac sg niewielkie [157].

W badaniu retrospektywnym na populacji zydowskiej, nosicielki
mutacji genu BRCA z rakiem jajnika w wysokim stopniu zaawansowania
klinicznego |ll miaty dtuzsze czasy przezycia i dtuzszy sredni czas wznowy
niz kobiety ze sporadycznymi rakami (14 miesiecy versus 7 miesiecy;
p<0,001) [15]. W innych doniesieniach, gdy do analizy wieloczynnikowe;j
zostaly wigczone przypadki z wczesnymi stadiami rozwoju raka, nie
uzyskano takiej znamiennosci [137, 81]. Chore na raka jajnika z wykrytg
mutacjg w genie BRCA wydajg sie mie¢ lepsze rokowanie w poréwnaniu z
chorymi z guzami sporadycznymi. [9] Nalezy jednak zweryfikowag, czy jest to
po prostu wynik skuteczniejszej detekcji nowotworu w tej populacji, czy moze
lepszej odpowiedzi na leczenie [54].

Zaobserwowano, ze raki wykrywane u nosicieli mutacji BRCA1 i 2 sq
w wyzszym stopniu zaawansowania klinicznego i o wysokim stopniu

ztosliwosci histologicznej [158, 137, 10, 81]. Ponadto opisano korelacje
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pomiedzy obecnoscig u nosicielek mutacji w genach BRCA17 i 2 a obrazem
histopatologicznym raka jajnika. U pacjentek z mutacjg genu BRCA17 lub 2
czesciej obserwuje sie gruczolakoraki surowicze, surowiczo-brodawkowate,
nisko zréznicowane oraz obecnosé¢ przerzutéw w mézgu [85]. Wydaje sie tez,
ze obnizona jest liczba rakéow $luzowych w stosunku do przypadkow
sporadycznych. Stwierdza sie rowniez nizszg wykrywalnos¢ rakéw o
granicznej ztosliwosci [15, 138].

Nosicielki mutacji BRCA1/2 prezentujg rowniez lepszg odpowiedz na
pierwotne leczenie chemiczne w poréwnaniu z chorymi na raka
sporadycznego i majg dtuzsze przezycia w zaawansowanych postaciach
raka [20]. Poniewaz zaréwno gen BRCAT1 jak i BRCAZ2 odgrywajg role w
dziataniu mechanizméw naprawczych DNA, komérki raka, w ktérych brak
tych biatek, majg wzmozong podatnos¢ na dziatanie chemioterapii, ktora
powoduje np. uszkodzenia pekniecia dwuniciowego DNA. Dziatanie takie
wykazujg stosowane czesto w terapii raka jajnika analogi platyny,
antracykliny i promieniowanie jonizujgce. Badania in vitro wykazaty, ze brak
lub hamowanie produktu genu BRCA71 wzmaga wrazliwos¢ komorek
rakowych na dziatanie cisplatyny przy rownoczesnej podwyzszonej opornosci
na leki dziatajgce na mikrotubule, czyli taksany [177].

Ryzyko rozwoju raka jajnika mozna zredukowa¢ poprzez
przyjmowanie doustnych $rodkéw antykoncepcyjnych zawierajgcych
estrogen i gestageny. Zaobserwowano takg zaleznos¢ nie tylko w ogolne;j
populacji z danych z rejestru Gildy Radner [143], ale tez wsrod nosicielek
mutacji w genie BRCA1 lub 2 [121, 193]. W poréwnaniu 232 chorych na raka
jajnika oraz 232 zdrowych kontroli, przyjmowanie doustnej antykoncepciji
redukowato ryzyko wystgpienia raka jajnika az o 56%. W przypadku ryzyka
zachorowania na raka piersi najnowsze doniesienia podajg, ze jest ono
niepodwyzszone, a nawet stosowanie antykoncepcji hormonalnej zgodnie z
najnowoczesniejszymi zaleceniami moze je redukowac [193].

Profilaktyczne wyciecie jajnikbw obniza u nosicielek mutacji genu
BRCA1 ryzyko raka piersi o 56%, a u BRCA2 o 46% [36]. Profilaktyczna
oophorectomia nie zabezpiecza przed rozwojem pierwotnego raka otrzewne;,
ktory jest nowotworem zwigzanym ze spektrum BRCA1/2 [143]. W wyniku

zabiegu dochodzi do menopauzy chirurgicznej, ktorej objawy mogg byc
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bardzo dokuczliwe, a zapobieganie im przez podanie krétkotrwatej HTZ
obecnie jest oceniane jako niezwiekszajace ryzyka raka piersi [149].
Podwigzanie jajowoddéw ma rowniez dziatanie protekcyjne przeciwko rakowi
jajnika — obniza ryzyko o 61%, a w pofgczeniu ze stosowaniem doustnej
antykoncepcji o 72%. Nie zaobserwowano tego ochronnego efektu dla
nosicielek mutacji BRCAZ2 [122]. Istnieje sugestia, iz komorki rakowe moga
powstawac¢ w nabtonku wyscietajagcym jajowod i stamtad by¢ transportowane
do jajnika a podwigzanie jajowodow przerywa te droge [140].

Coraz wiecej pojawia sie doniesien o molekularnych modyfikatorach
ryzyka u nosicieli mutacji genéw BRCA1 i 2, co wynika z réznic pomiedzy
ryzykiem i przebiegiem choroby w réznych rodzinach, w ktérych wykrywano
te same mutacje. Obecnos¢ rzadkiego allelu genu HRAS1 podwyzsza ryzyko
u nosicieli mutacji genu BRCA1 o 2,11x w stosunku do nosicieli z czestymi
wariantami tego genu [139]. Wariant receptora progesteronowego nazwany
PROGINS byt zwigzany z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na raka
jajnika u nosicielek mutacji gendw BRCA 1/2, ktére wczesniej nigdy nie
przyjmowaty doustnej antykoncepcji [161]. Wymienia sie takze
jednonukleotydowy polimorfizm 135C/G w nie ulegajgcej translacji 5° czesci
genu RADS1, ktory podwyzsza ryzyko rozwoju raka piersi i obniza ryzyko

raka jajnika u nosicielek mutacji BRCAZ2 [99].

2.10. Utraty heterozygotycznosci (LOH) loci genéw BRCA1 i BRCA2
Utrata heterozygotycznosci jest czesto znajdowana w locus genu

BRCA2 w 46-56% rakéow sporadycznych jajnika oraz w 29-56%
sporadycznych rakow piersi. W przypadku sporadycznego raka piersi u
mezczyzn, Kwiatkowska i wsp. [94] wykryli liczne LOH (82,6%) w regionie
13q12-13. W badanym materiale 23 sporadycznych rakéw piersi u mezczyzn
znalezli rowniez 5 (21%) mutacji somatycznych genu BRCAZ2, co $wiadczy o
zaangazowaniu tego regionu w kancerogeneze raka piersi u mezczyzn.
Utrate heterozygotycznosci w jednym lub wiecej spos$rod czterech
markeréw z locus genu BRCA1 badanych w rakach jajnika zaobserwowano u
wszystkich (15) pacjentek z nieprawidtowoscia w genie BRCA1. W
przeciwienstwie do tej grupy, w DNA z rakdéw jajnika bez zmian w BRCA1

znaleziono zaledwie 58% utrat [10]. Na podstawie badania utrat
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heterozygotycznosci czes¢ autorow stwierdza, ze w guzach pochodzacych
od os6b z dziedziczng postacig raka piersi i/lub jajnika geny BRCAT i 2
dziatajg jako geny supresorowe, a mutacje germinalne sg silnie zwigzane z
utratg allela dzikiego w guzie [10, 61].

LOH w regionie 13q12-14 wystepuje niemal wylacznie w rakach
nabtonkowych jajnika. Podobnie dzieje sie w przypadku utrat z locus genu
BRCA1 i w obu przypadkach przewazajg postacie surowicze rakow. Utraty
regiondw 13q12-14 i 17q wspotistnieja ze sobg w wiekszosci badanych
guzow. Sugeruje to jednoczesny udziat obu genéw w rozwoju rakow
sporadycznych jajnika, szczegdlnie o zré6znicowaniu surowiczym [61].

Uczestnictwo biatek BRCA w procesach naprawy DNA sugeruje, ze
moga one nie dziatac jako proste supresory, ale mogg by¢ zaangazowane w
sie€C gendw odpowiedzialnych za integralno$¢ genomu. Utrata tych gendéw
moze prowadzi¢ posrednio do mutacji lub do aktywacji onkogenow. Wysoka
czestos¢ mutacji genu TP53 w guzach jajnika i piersi u nosicieli mutacji
BRCA1 wydaje sie oznaczaé, ze poprzez utrate waznego regulatora cyklu
komérkowego TP53 dochodzi do wzrostu komérek z utratg funkcji obu alleli
genu BRCA1 lub BRCAZ2. Jesli dojdzie do LOH w genie BRCA u nosiciela
mutacji geminalnej, to doprowadzi to do zatrzymania cyklu komoérkowego
i/lub apoptozy. Mutacja dominujgca w genach na jego drodze oddziatywan
komérkowych zniesie ten proces i dojdzie do proliferacji komorki. Z drugiej
strony u nosiciela mutacji germinalnej BRCA wpierw moze dojs¢ do utraty
funkcji TP53. W komoérkach z utratg funkcji obu alleli genu TP53 obserwuje
sie zwielokrotnienie liczby centrosoméw, co doprowadza do aneuploidii
prowadzacej do utraty allela dzikiego BRCA [12]. W pracy przeprowadzonej
na dwoéch grupach wiekowych 78 kobiet z wczesnymi rakami piersi (<40 r.z.)
oraz u pacjentek >50 r.z. wykazano, ze LOH z locus genu BRCA1 oraz
nadekspresja TP53 korelowaty ze sobg w grupie miodszych pacjentek i byty
zwigzane z krotszym czasem przezycia bez choroby i krotszym catkowitym
przezyciem [148].

Na chromosomie 17q wyrdznia sie az trzy duze regiony utrat LOH w
raku jajnika: 17q12.2 — locus NF1, 17921 zawierajagcy BRCA1 oraz 17q25.1-
gter. W badaniu 76 rakéw jajnika w 39 probkach wykryto LOH w regionie
17q23-25 i zawezono minimalny region delecji do 17925 pomiedzy D17S795

34



2. Wstep

i D17S801. Poniewaz jeden z guzéw granicznych wykazat interstycjalny wzoér
utrat obejmujacy ten region autorzy postulujg, ze w tym regionie moze
znajdowac sie nowy gen supresorowy istotny dla rozwoju réznych postaci
histologicznych rakow nabtonkowych jajnika [28]. W koncowym odcinku 17q
zmapowano gen ludzkiej septyny (Ov/Br), aczkolwiek okreslenie roli tego
genu jako genu supresorowego wymaga dalszych badan [101].

W przypadku chromosomu 13q obserwowano utraty nie tylko z
regionu genu BRCAZ2 (13q12-13), ale réwniez z 13q11, q14, 921, g22-31,
g32 i q32-34. Autorzy sugerujg obecnos¢ w tych miejscach nowych genéw
supresorowych [82].

We wczesniejszej czesci wstepu omowiono zjawisko rzadkiego
wystepowania mutacji somatycznych zaréwno w genie BRCA1 jak i BRCAZ2.
Utrata aktywnosci genéw supresorowych moze przebiegac réwniez poprzez
kombinacje = mechanizmu utraty  heterozygotycznosci i  zdarzen
epigenetycznych takich jak metylacja promotora. W badaniu ekspresji biatka
BRCA1 w 76 rakach jajnika uwidoczniono redukcje jego ekspresji w 72%, a
sposréd nich 73% guzéw o niskim stopniu zréznicowania wykazywato
zaréwno LOH jak i tez hipermetylacje [191].

W przypadku genu BRCAZ2 nie wykryto hipermetylacji promotora jako
mechanizmu inaktywacji w guzie nowotworowym. ByC moze inne
mechanizmy molekularne sg potrzebne, aby wystgpita utrata w locus BRCA2
i inaktywacja drugiego allela [61].

Niewiele jest doniesien literaturowych porownujgcych zaleznosé
pomiedzy obecnoscia mutacji germinalnej, a LOH  markeréw
mikrosatelitarnych z loci genow BRCA1 i 2. LOH z tych miejsc wydajg sie
przewazac¢ w rakach pochodzacych od nosicieli mutacji germinalnych [10, 61,
130]. Istniejg rozbieznosci dotyczace korelacji pomiedzy wykrytymi LOH w
guzach, a danymi klinicznymi i histopatologicznymi. LOH 17q wydajg sie
przewaza¢ w gruczolakorakach surowiczych w stadium niskozréznicowanym
w stosunku do innych postaci histologicznych [141].

Wyniki prac publikowanych na powyzszy temat czesto sg oparte na
badaniach niewielkiej liczby przypadkéw, stad trudno o jednoznaczne
ustalenie zaleznosci pomiedzy obrazem klinicznym chorych na raka jajnika a

obecnoscig i rodzajem mutaciji i utratami materiatu genetycznego.
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2. Wstep

Dlatego tez w niniejszej rozprawie przeprowadzono analize utrat
wybranych markeréw mikrosatelitarnych w tkance guza raka jajnika i
szukano zwigzku pomiedzy obserwowanymi zmianami molekularnymi w DNA
a rodzajem histopatologicznym i stopniem ziosliwosci guza oraz z
przebiegiem klinicznym choroby wsréd nieselekcjonowanych pacjentek z
rakiem jajnika. Ponadto wykonano analize wybranych germinalnych mutac;ji
genow BRCA1 i BRCA2, co umozliwito poréwnanie czestosci LOH w dwoch
grupach kobiet: z mutacjg germinalng tych gendw oraz bez obecnosci tej

mutacji.
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. CELE PRACY

. Przeprowadzenie analizy czestosci wystepowania utraty
heterozygotycznosci (LOH) wybranych polimorficznych markerow
mikrosatelitarnych z chromosoméw 17 i 13 z uwzglednieniem loci genéw

BRCA1 i BRCA2 w nieselekcjonowanych przypadkach raka jajnika.

. Okreslenie czestosci wystepowania wybranych mutacji germinalnych
genow BRCAT i BRCA2 w grupie nieselekcjonowanych kobiet z rakiem

jajnika.

. Ocena zwigzku pomiedzy wystepowaniem zjawiska LOH w guzie
nowotworowym a wybranymi parametrami histopatologicznymi i
klinicznymi w grupie chorych kobiet z rakiem jajnika ze szczegoinym
uwzglednieniem pacjentek z mutacjami germinalnymi genéw BRCA1/2

oraz pacjentek bez tych mutaciji.
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4. MATERIAL

Materiat do badan stanowita grupa nieselekcjonowanych 151
pacjentek z rozpoznaniem raka jajnika operowanych w Klinice Ginekologii,
Instytutu Potoznictwa i Choréb Kobiecych, AM w Gdansku (Kierownik: Prof.
dr hab. med. Janusz Emerich) w okresie 1992-2004. Od kazdej pacjentki
pobierano 10 ml krwi zylnej oraz podczas pierwotnego zabiegu operacyjnego
doswiadczony operator zabezpieczat 3-4 wycinki tkanek guza jajnika,
zawierajgce makroskopowo wytgcznie tkanke nowotworowg z pierwotnego
ogniska, ktére byly natychmiast mrozone w ciektym azocie. Do badania
witgczano tylko pacjentki z pewnym rozpoznaniem histopatologicznym raka
jajnika oraz dwie prébki o nr 153 z rzadkim rozpoznaniem ca omenti oraz nr
197, gdzie u pacjentki niezaleznie wystepowat rak szyjki i trzonu macicy. W
przypadkach nr 181 i nr 118 dodatkowo stwierdzono w badaniu
histopatologicznym odpowiednio utkanie potworniaka oraz guz Brennera.
Pacjentki podpisaty pisemng zgode na udziat w badaniach genetycznych.

Do grupy badanej zostato dotgczonych pie¢ przypadkow pacjentek z
rakiem jajnika i pozytywnym wynikiem w kierunku mutacji germinalnej
BRCA1 (przedstawiono w tabeli 3), kiére wykryto w tym samym czasie w
Pracowni Molekularnej Katedry Biologii i Genetyki AM w Gdansku. Materiat
badawczy do analizy LOH stanowity tutaj probki zabezpieczonego od
pacjentek podczas diagnostyki mutacji DNA oraz fragmenty tkanek guza
zatopione w bloczkach parafinowych pochodzace z Samodzielnej Pracowni
Patomorfologii Klinicznej, Instytutu Potfoznictwa i Choréb Kobiecych
(Kierownik: Prof. dr hab. med. Maria Hrabowska).

Tabela 3. Pacjentki o znanej mutacji w genie BRCA1 dodane do grupy

badane.
Nr przypadku Nazwa mutacji
223 5382insC
224 185delAG
225 3376T/A
226 5382insC
227 5382insC
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4.1 Dane kliniczne badanych pacjentéw

Dane kliniczne otrzymano od 156 chorych. Srednia wieku pacjentek
wynosita 56 = 13,07 lat. Czas zycia pacjentek od momentu operacji
pierwotnej do ostatniej obserwacji wynosit srednio 25 petnych miesiecy
kalendarzowych. Odnosnie zastosowanego leczenia uzupetniajgcego grupa
pacjentek nie byla jednorodna - okoto 20% pacjentek otrzymywato
chemioterapie z uzyciem taksanow, pozostate byty leczone cisplatyna.
Wyniki leczenia taksanami nie odbiegaty u tych pacjentek od wynikow
leczenia cisplatyng (dane niepublikowane). W przypadku 8 pacjentek nie
udato sie uaktualni¢ daty ostatniej obserwacji i nie majg one podanej
informacji na temat dalszego przezycia lub zgonu. W 24 przypadkach z
powodu zgonu pacjentki lub braku z nig kontaktu uznano, ze nie ma dosc¢
dokfadnych informacji na temat wywiadu rodzinnego. Wywiad rodzinny
przyjeto za pozytywny w wystgpito w 36 przypadkach, jezeli chora miata
przynajmniej jednego krewnego | stopnia z nowotworem ze spektrum
zachorowan zwigzanych z mutacjami genéw BRCA1 lub BRCA2. Wyniku
pomiaru poziomu CA 125 przed zabiegiem operacyjnym nie uzyskano w 12
przypadkach. Ze wzgledu na liczebnosci poszczegodlnych rozpoznan oraz dla
potrzeb analizy statystycznej wydzielono dwie grupy pacjentek: grupe 1 z
rozpoznaniem adenocarcinoma serosum oraz grupe 2, w ktérej znalazlty sie
pozostate raki. Az 92 pacjentek miato rozpoznanie adenocarcinoma
serosum; przewazat stopien G2 lub G3 (73); FIGO HIC/IV (79). Pozostate
typy raka jajnika wystepowaty rzadziej: endometroidalny-17 przypadkdw,
Sluzowy-11 przypadkow,  jasnokomorkowy-12, niezréznicowane-17,
ptaskonabtonkowe-3 i o utkaniu mieszanym-3 przypadki. Wszystkie dane

kliniczne analizowanych przypadkéw zestawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Zestawienie analizowanych podstawowych parametrow klinicznych
156 chorych z rakiem jajnika.

Data .
Nr | wiek | Data Data ostatniej | zgon | P8, | wywiad | A | M8t | g | Fico
urodzenia zabiegu . zycie 125 pat
obserwagc;ji

64 380928 2002-02-14 | 2003-02-19 1 12 neg >600 1 3 Inc
6 45 570605 2002-02-06 | 2003-02-15 1 13 neg >600 2 1 Inc
21 58 440603 2002-03-01 | 2002-12-24 1 9 neg >600 1 1 Inc
23 42 600830 2002-03-06 | 2005-04-21 0 37 neg 1161 1 3 Inc
32 74 280919 2002-03-05 | 2002-10-09 1 7 neg 4207 1 3 Inc
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37 55 400808 1995-12-13 | 1998-09-04 1 32 poz 399 1 3 \Y
40 47 480426 1995-12-18 | 1996-07-20 1 7 1 1 \Y
44 39 571023 1996-01-19 | 2000-09-05 1 55 1 2 nc
46 49 460719 1995-12-12 | 1996-02-16 1 2 1 3 Inc
47 52 431028 1995-03-10 | 2000-12-13 1 69 1 2 lic
49 41 550502 1996-05-15 | 2001-07-18 1 62 neg 1 2 nc
52 35 611212 1996-05-10 | 1996-06-13 1 1 >600 1 2 \Y
53 60 350405 1995-06-26 | 2005-05-01 0 118 poz 395 1 3 nc
56 45 500324 1995-10-13 | 2004-05-06 1 102 poz 654 1 3 \Y
58 76 190222 1995-10-11 | 1995-10-25 1 0 neg 1 2 nc
60 62 330718 1995-11-13 | 1997-05-01 1 17 poz 1 2 nc
63 60 350605 1995-06-28 | 1998-02-27 1 20 14 1 1 IC
65 64 310929 1995-06-27 | 1997-02-24 1 19 poz >600 1 2 nc
66 63 320531 1995-04-12 | 1995-10-27 1 6 1 3 \Y
68 71 240930 1995-03-24 | 1997-04-12 1 24 neg 1 3 \Y
69 47 470817 1993-09-01 | 1994-12-29 1 15 2 2 IA
72 45 510128 1996-09-09 | 1998-03-17 1 18 >600 1 3 1B
73 44 510406 1995-03-31 | 2001-05-11 1 73 14 1 2 nc
74 45 500430 1995-02-21 | 1996-09-29 1 19 poz 1 2 IA
76 52 401030 1992-12-03 | 1995-01-19 1 25 1 3 Inc
77 59 3390808 1992-11-23 | 2005-05-01 0 149 2 1 IA
82 64 310703 1995-03-02 | 1998-10-04 1 43 1 2 \Y
84 56 380521 1994-12-20 | 2005-05-13 0 124 poz 1 2 IA
85 73 201214 1993-09-15 | 1993-09-24 1 0 neg >500 2 3 nc
90 60 421126 2002-04-09 | 2002-11-26 1 7 poz 127 2 2 1B
92 43 520914 1995-11-22 | 1999-05-19 1 41 poz >600 1 2 \Y
93 76 191109 1995-02-21 | 1996-10-09 1 19 319 1 3 nc
94 86 100713 1996-01-02 | 1997-04-03 1 15 2 3 Inc
95 44 510718 1995-12-12 | 1999-03-29 1 39 1 2 nc
96 55 401019 1995-12-13 | 1995-12-26 1 0 344 1 2 \Y
97 72 250325 1997-01-24 | 1997-10-03 1 8 neg 3091 1 2 nc
99 37 581121 1995-04-05 | 1995-05-15 1 1 neg 88 1 3 \Y
100 45 500602 1995-11-16 | 2000-03-02 1 51 poz 480 1 2 nc
102 32 640612 1996-04-15 | 2005-05-01 0 108 326 2 3 nc
104 67 290811 1996-04-30 | 1997-02-10 1 9 neg 1 2 \Y
108 41 610202 2002-04-24 | 2003-03-14 1 10 neg 647 2 1 Inc
110 79 230829 2002-05-20 | 2003-03-21 1 10 poz 105 1 2 nc
M 72 300402 2002-04-30 | 2003-12-12 1 19 neg 135 2 2 nc
112 32 701221 2002-04-18 | 2004-11-15 1 30 poz 216 1 3 1B
113 48 470602 1995-04-10 | 2000-10-20 1 66 poz 642 1 3 nc
115 58 441128 2002-01-10 | 2002-08-22 7 neg 1885 2 3 nc
118 79 230804 2002-12-16 | 2005-04-21 0 28 neg 2 3 nc
120 52 471009 1999-10-15 | 2004-04-11 1 77 neg 2 ? nc
121 52 500514 2002-11-20 | 2005-05-01 0 29 >600 2 3 IIC
122 51 510602 2002-10-21 | 2005-04-26 0 30 neg 182 2 1 IC
124 47 541116 2001-09-26 | 2004-02-12 28 neg 1 ? ?

125 50 460923 1996-06-15 | 2005-04-26 0 106 neg 2 3 nc
126 60 420703 2002-12-05 | 2002-12-23 1 0 poz 232 2 1 nc
127 47 550621 2002-08-05 | 2005-04-26 0 32 neg 198 2 3 1B
128 54 491125 2003-03-11 | 2005-02-13 0 23 neg 1 3 nc
129 74 280223 2002-07-31 | 2005-04-25 1 32 neg 508 1 2 nc
131 75 270401 2002-08-12 | 2003-08-08 1 12 neg 534 1 3 Inc
132 71 311004 2002-08-01 | 2004-05-01 1 21 neg 3098 2 3 nc
133 51 480407 1999-06-01 | 2003-04-01 1 46 neg 10 1 1 nc
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134 56 470922 2003-02-11 | 2005-04-26 0 26 neg 1 3 nc
135 55 480413 2003-02-28 | 2004-07-19 1 16 neg >600 1 1 nc
136 74 291010 2003-02-03 | 2005-05-17 0 27 neg 298 1 2 nc
137 62 400404 2002-12-12 | 2004-05-30 1 17 neg 1 1 Inc
138 68 350928 2003-02-17 | 2005-05-23 0 27 neg 2 2 A
139 56 461004 2002-12-04 | 2003-09-19 1 9 neg 63,4 2 1 nc
141 73 300204 2003-02-19 | 2005-04-26 0 26 neg 1 3 |
144 20 820626 2002-10-23 | 2003-07-27 1 9 neg 2 2 1B
145 53 491030 2002-10-29 | 2005-04-26 0 29 neg 225 1 3 nc
150 56 470407 2003-01-21 | 2003-01-27 1 0 403 2 3 nc
152 66 361221 2002-07-19 | 2005-04-26 0 33 poz 2521 1 2 nc
153 54 491215 2003-01-27 | 2004-05-01 1 15 poz 1 ? 1\
155 51 530716 2001-07-15 | 2004-05-14 1 34 neg 106 2 2 nc
157 37 641102 2001-05-23 | 2003-02-21 1 20 neg >600 1 2 nc
158 40 620413 2002-10-08 | 2005-05-16 0 31 neg 3328 2 3 IC
159 76 250126 2001-08-20 | 2002-09-28 1 13 neg >600 1 2 nc
160 51 510322 2002-03-06 | 2003-05-14 14 579 1 1 INc/B
161 41 621112 2003-01-03 | 2005-05-23 0 28 neg 472 2 3 1B
165 58 440101 2002-10-21 | 2004-01-01 1 14 neg 10 1 2 nc
166 53 500713 2003-01-16 | 2005-04-26 0 27 neg 2 3 Inc
167 77 250404 2002-09-10 | 2002-09-27 1 0 neg 1 1 nc
169 48 550530 2003-04-02 | 2005-05-19 0 24 neg 255 2 2 lIC
170 78 250428 2003-04-09 | 2004-09-30 1 17 poz 1 1 nc
171 82 210901 2003-03-26 | 2003-05-05 1 poz 2 2 nc
172 55 481218 2003-03-17 | 2005-05-19 0 26 neg 1001 1 2 nc
173 58 450201 2003-04-17 | 2005-06-02 0 13 neg 227 2 2 IC
175 62 400208 2002-07-16 | 2003-04-14 9 neg 1 ? nc
176 61 370726 1998-01-05 | 2003-06-23 1 65 neg 2 ? 1A
177 47 561210 2003-06-11 | 2005-05-20 0 23 neg 874 2 2 1B
179 66 370524 2003-05-26 | 2005-06-03 0 23 neg 1070 2 3 \Y
180 41 621114 2003-05-08 | 2005-05-19 0 24 neg 94 2 1 IC
181 51 520202 2003-06-16 | 2005-05-19 0 23 neg >600 2 1 1B
182 73 300220 2003-05-09 | 2005-05-19 0 24 neg 563 2 3 \Y
183 56 470529 2003-06-18 | 2004-11-28 1 17 poz 1172 1 3 \Y
184 65 380305 2003-06-24 | 2003-06-30 1 0 474 2 3 nc
185 46 571204 2003-05-28 | 2003-06-29 1 1 neg 2 1 1\
186 65 380917 2003-06-11 | 2005-05-23 0 23 neg 20,5 2 3 IA
187 46 570319 2003-06-02 | 2005-05-20 0 23 neg 960 1 2 nc
189 62 410107 2003-09-23 | 2005-05-20 0 19 neg 1467 2 3 nc
190 54 491218 2003-09-08 | 2005-05-19 0 20 neg 198 2 3 1B
191 48 550306 2003-09-10 1 neg >600 1 2 nc
192 67 360729 2003-10-26 | 2005-05-23 0 18 neg 927 1 3 \Y
194 67 360618 2003-10-26 | 2005-05-19 0 18 neg 26,4 1 3 1B
195 54 490728 2003-10-01 | 2005-05-23 0 19 neg 1760 1 2 1B
196 35 680306 2003-09-29 | 2005-05-23 0 19 poz 1 3 nc
197 53 501026 2003-09-01 | 2005-05-23 0 20 neg 55 2 1 nc
198 72 311022 2003-05-08 | 2005-05-01 0 23 neg 2 3 nc
199 46 570925 2003-05-23 | 2005-05-23 0 24 neg 2 2 nc
200 73 301221 2003-09-15 | 2004-04-23 1 7 neg 4851 1 3 \Y
201 52 511123 2003-05-24 | 2005-06-07 0 24 poz 8257 2 3 \Y
203 55 481113 2003-02-10 | 2004-02-01 1 11 neg 2 1 nc
204 27 760822 2003-12-17 | 2004-10-01 1 9 poz 1 2 1\
205 52 510810 2003-12-17 | 2005-05-23 0 17 neg 3296 2 3 nc
206 71 320920 2003-12-15 | 2005-05-20 0 17 neg 4064 1 2 B
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208 62 420412 2004-01-07 | 2004-01-13 0 neg 1 2 1B
209 74 290615 2003-01-15 | 2003-12-01 10 neg 34 2 1 nc
21 82 211209 2003-10-15 | 2005-05-01 0 18 poz 802 1 2 A
212 54 490807 2003-08-27 | 2005-05-20 0 20 poz 492 1 2 Inc
213 74 290224 2003-09-15 | 2005-05-23 0 20 neg 1 3 nc
214 67 360313 2003-10-14 | 2004-05-25 1 7 neg 3157 1 ? \Y
215 56 470214 2003-08-26 | 2005-05-19 0 20 poz 1 2 lIc
216 57 460501 2003-10-13 | 2005-05-20 0 18 neg 2235 1 3 nc
217 59 440611 2003-10-08 | 2005-02-10 1 16 poz 1 2 nc
218 88 160408 2004-01-14 | 2005-06-03 0 16 neg 1 1 \Y
219 54 500221 2004-01-05 | 2005-05-15 0 16 neg 311 3 nc
220 63 410306 2004-01-13 | 2005-05-15 0 16 neg 498 2 2 Inc
221 51 520321 2003-03-13 | 2004-11-01 1 19 neg 760 1 2 nc
222 48 560206 2004-01-19 | 2005-06-06 0 16 poz 95 2 3 1B
223 47 530804 2000-08-11 | 2001-07-03 1 10 poz 683 2 3 nc
224 51 501003 1995-06-23 | 2003-01-13 0 90 2 3 IC
225 49 481012 1997-08-01 | 2004-03-03 0 84 poz 83,7 1 2

226 49 490319 1998-11-15 | 2003-01-02 1 49 poz 1 2 \Y
227 40 540701 1998-01-05 | 2002-01-07 1 48 poz 1

228 51 530108 2004-03-24 | 2005-06-01 0 14 neg 526 1 2 Inc
229 45 590219 2004-04-29 | 2005-06-01 0 13 neg >600 2 3 IA
230 44 600528 2004-05-26 | 2005-06-01 0 12 neg 835 2 2 IC
231 67 371029 2004-05-24 | 2005-06-01 1 12 neg 169 1 3 nc
232 47 570411 2004-05-26 | 2005-06-01 0 12 neg 8749 1 3 \Y
233 72 320324 2004-01-12 | 2005-06-01 1 16 neg 2 2 nc
234 45 580904 2003-12-30 | 2005-06-01 1 17 neg 85 2

235 67 371222 2004-01-12 | 2005-06-01 0 16 neg 311 2 1 IA
237 73 310228 2004-05-25 | 2005-06-01 0 12 poz 3967 1 2 IIC
238 68 361211 2004-07-14 | 2005-06-01 0 10 neg >600 2 2 lic
243 58 460703 2004-02-05 | 2005-06-01 0 15 neg 138 1 1 nc
245 52 521028 2004-01-06 | 2005-06-01 0 17 neg 2020 2 3 1B
249 58 450226 2003-11-27 | 2005-06-01 0 18 neg 134 1 1 1B
251 67 361224 2003-11-13 | 2005-06-01 0 18 neg 119 1 1 \Y
253 58 460122 2004-01-26 | 2005-06-01 0 16 neg 319 2 2 lIc
254 72 320906 2004-03-11 | 2005-06-01 0 14 neg 1636 2 3 \Y
255 78 260101 2004-03-15 | 2005-06-01 0 14 poz 486 1 2 1\
256 42 621025 2004-03-16 | 2005-06-01 0 14 poz >600 2 3 A
257 63 411201 2004-02-17 | 2005-06-01 0 15 neg 300 1 2 nc
708 45 561022 2001-10-30 | 2005-05-01 0 42 poz 94 2 2 IC
709 24 771208 2001-09-26 | 2003-07-27 1 22 neg 2600 1 2 nc
766 46 540831 2000-04-26 | 2003-11-16 1 42 poz 156 2 3 IC
790 65 360418 2001-03-28 | 2005-05-01 0 49 3218 1 1 1B
792 37 651212 2002-03-05 | 2003-09-11 18 neg 136 1 3 1B

* petne miesigce kalendarzowe;

neg-negatywny wywiad rodzinny, poz-pozytywny wywiad rodzinny;

CA 125 podano w jednostkach U/ml;
zgon 1 — nastagpit zgon pacjentki, zgon 0 — dalsze przezycie pacjentki;
Data urodzenia pacjentki zostata podana jako pierwszych szes$¢ cyfr nr PESEL.
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5. METODY

5.1 Aparatura

» Sekwenator automatyczny ABI PRISM310
* Termocykler GeneAmp PCR System 2400
» Termocykler GeneAmp PCR System 2700

Applied Biosystem

«System  archiwizacji zeli Gel Doc 2000 Bio-Rad
z oprogramowaniem Quantity One

«Zasilacz PowerPac 3000

*  Wiréwka 5810R Eppendorff
*  Wiréwka 5804

*  Wiréwka MiniSpin

» Termomikser comfort

» Termocykler Mastercycler personal 96 x 0,2 mL

* Worteks lka

« Zamrazarka -80°C Juan
*Wiréwka prézniowa Labonco

» Cieplarka

Laborgerate Berlin

« Termocykler PTC-200 DNA Engine

MJ-Research

» Spektrofotometr Helios Gamma UV/Vis

SpectroLab

«Zestaw DHPLC - System WAVE 3500

5.2 Odczynniki

Zestaw Exterminator (250)
Zestaw Clean-up (250)

Transgenomic Ltd

A&A Biotechnology

10x EDTA bufor

2,5x Sequencing Buffer

BigDye Terminator Kit wersja 3.1
GeneScan-350 TAMRA
Kapilara 47cm x 50pum

Polimer POP-4

Polimer POP-6

Applied Biosystem

30% akrylamid/bis (37,5:1)

Bio-Rad

Marker wielkosci M1
Marker wielkosci M100-500

DNA Gdansk I

Perpetual Opti Taq Polimeraza DNA
10 x AmpliBuffer B
roztwor 25mM MgCl2

EUR-x

Fenol, roztw. nasycony, pH 6.6, z buforem do kalibrac;ji

Ksylen
Proteinaza K

ICN
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» Taq Polimeraza DNA (rekombinowana)
* 10 x Buffer

* roztwér 25mM MgCl2

* enzym restrykcyjny Eco471

* bufor R do enzymu

» Agaroza PRONA Basic LE

MBI, Fermentas

* lon Exchanger Amberlite® MB-3 Merck

» Chloroform

* lzopropanol

+ Alkohol etylowy 96° POCh Gliwice
o Startery Pracownia

Sekwencjonowania
DNA i Syntezy
Oligonukleotydow

IBB PAN,

Warszawa
« dNTPs zestaw 40 uM Promega
* Bromek etydyny Sigma

e Chlorek amonu
« EDTA

« TRIS BASE

e Octan sodu

* Proteinaza K

* Kwas borowy

» Sacharoza

* Xylene cyanol

* Bromofenol blue
e Chlorek sodu

*  Wodoroweglan Potasu
e Formamid

« SDS

« Zestaw WAVE Optimazed Buffers

5.3 Roztwory
» Bufor 5xRBC (500 ml)

Transgenomic Ltd

NH.CI 20,73 g
KHCOs2,3 g
0,5M EDTA, pH 8.0, 10 ml

» Bufor do proteinazy K

100 mM NacCl

10 mM Tris HCI, pH 8.0
25 mM EDTA, pH 8.0
0.5% SDS

» Roztwor roboczy proteinazy K

50 mg/ml oraz 20mg/ml

» 6x bufor obcigzajacy (50 ml)

0,25% bromofenol blue
0,25% xylene cyanol
40% sacharoza

. 5xTBE (1000 ml)

54 g Tris
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27,5 g kwas borowy
0,5 M EDTA, pH 8.0, 20 ml

50x TEA (1000 ml) 242 g Tris

57,1 ml kwasu octowego

lodowatego

0,5 M EDTA, pH 8.0, 100 ml
Roztwor roboczy bromku etydyny bromek etydyny (10 mg/ml) 20ul
(200ml) 1x TEA

Roztwor roboczy akrylamidu (100 ml) 50x TEA 1,9 ml
30% akrylamid/bis (37,5:1), 23,5
ml

5.4 I1zolacja materialu genetycznego

5.4.1 lzolacja z petnej krwi obwodowej
Swiezg krew zylng pobrang do 10 ml probéwek zawierajacych EDTA

wirowano wstepnie przez 10 minut (+4°C, 1811 x g). Nastepnie odciggano
osocze, a odwirowany osad leukocytbw wraz z innymi elementami
morfotycznymi krwi na dnie probdéwki zalewano 10 ml buforu 1x RBC.
Probowke chtodzono w lodzie przez 10 minut. Nastepnie 3-4 krotnie
wirowano probowke (10 minut, +4°C, 3220 x g), zlewano supernatant i
pozostawiony osad leukocytow przeptukiwano 5 ml buforu 1x RBC, az do
uzyskania biatego osadu. Do osadu dodawano buforu do proteinazy, silnie
wstrzgsano i po dodaniu 12 L poteinazy K 20mg/ml inkubowano przez noc
w 37°C.

Do strawionego materiatu dodawano 3 mL fenolu (pH 7.9) i
wytrzgsano przez 15-20 min., po czym wirowano (15 minut, +4°C, 3220 x g).
Goérng warstwe przenoszono do nowej probéwki i zalewano 5 ml
chloroformu, ponownie wytrzgsano i wirowano (10 minut, +4°C, 6300 x Q).
Czynno$¢ te powtarzano 2-3 krotnie. Nastepnie do przeniesionej gorne;j
warstwy do nowej probowki dodawano 5 ml izopropanolu i odstawiano do
-20°C na co najmniej 30 minut. Probowki delikatnie wytrzgsano, az do
wytrgcenia sie ktaczka DNA. DNA przenoszono do Eppendorfa 1,5 ml z 70°
etanolem i wirowano (10 minut, +4°C, 20817 x g), zbierano supernatant
pipetg a osad suszono w wirowce prézniowej okoto 20-30 minut. Uzyskany
osad DNA rozpuszczano w odpowiedniej ilosci sterylnej, podwdjnie

destylowanej wody (150-300 pl). Po rozpuszczeniu sie osadu, probke
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wyjsciowq rozcienczano do stezenia 30ng/ul po uprzedniej ocenie ilosci DNA

w pomiarze spektrofotometrycznym.

5.4.2 Izolacja ze swiezo mrozonych fragmentéw guzéw nowotworowych
Z zamrozonego wycinka tkanki guza (-80°C) odcinano skalpelem

fragment wielkosci 5 x 5 mm i po rozfragmentowaniu przenoszono do
probéwki zawierajgcej bufor do proteinazy, silnie wstrzgsano i po dodaniu 20
ML poteinazy K 50 mg/ml inkubowano w 37°C przez noc. Nastepnie
przenoszono probowki z trawigca sie zawiesing na 60 min. do 56°C i
inaktywowano proteinaze K umieszczajgc probowke w temp. 72°C przez
okres 5 minut.

Strawiony materiat poddawano ekstrakcji fenolem i chloroformem
oraz precypitacji etanolem zgodnie z podanym powyzej protokotem az do
uzyskania osadu DNA, ktoéry po wysuszeniu rozpuszczano w odpowiedniej
ilosci sterylnej, podwojnie destylowanej wody (150-300 pl). Podobnie jak
DNA pochodzace z krwi pacjentki, probke wyjsciowg DNA z guza,

rozcienczano do stezenia 30ng/ul wg pomiaru spektrofotometrycznego.

5.4.3 Izolacja z fragmentoéw tkanek utrwalonych w formalinie
i zatopionych w parafinie
Na podstawie obrazu histologicznego preparatow barwionych

hematoksyling i eozyng wybierano z bloku parafinowego fragment
zawierajacy tkanke nowotworowg i skrawano na 20-30 skrawkdéw o grubosci
5um. W celu ich odparafinowania ptukano je dwukrotnie w 700ul ksylenu.
Zawiesine fragmentow tkanki wirowano (15 minut, 20°C, 20817 x g) usuwano
warstwe ksylenu, osad przemywano dwukrotnie etanolem i ponownie
wirowano (15 minut, 20817 x g). Etanol usuwano, a odwodniong tkanke
liofilizowano przez 25 minut. Do uzyskanego osadu dodawano 300pul buforu
do proteinazy K oraz 5-10ul roztworu proteinazy K 50mg/mL i inkubowano 4-
7 dni w temperaturze 45°C, codziennie worteksujac.

Do strawionego materiatu dodawano 500l fenolu wytrzasano przez
10-15 minut i wirowano (15 minut, 20°C, 20817 x g). Gorng warstwe zbierano
do nowej probdéwki i dodawano 500ul chloroformu, ponownie wytrzgsano i

wirowano. Warstwe wodng (gorng) przenoszono do nowej probowki i
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dodawano ok. 1ml etanolu 96° (2-3 objetosci). Probéwki umieszczano w
temp. -20°C na noc.

Probowki ze strgconym DNA wirowano (30 minut, 4°C, 20817 x @),
zbierano supernatant pipetg, a osad suszono pod wyciggiem przez ok. 30
minut. DNA rozpuszczano w odpowiednigj ilosci wody (50-100pul). Réwniez te

prébki rozciehczano do stezenia 30 ng/pl.

5.5 Technika LOH

5.5.1 Polimorficzne markery z chromosomu 17
Badanie utraty heterozygotycznosci rozpoczeto z uzyciem osmiu

wysoce polimorficznych markeréw mikrosatelitarnych (dwunukleotydowe
powtdrzenia VNTR). Lokalizacje wybranych markeréw przedstawiono na

ryc.3

D17S1584

D17S953

D1751880

D17S1323
D17S855 BRCA1

D1751861

D17S1811

D17S1830

Rycina 3. Lokalizacja osmiu markerow mikrosatelitarnych =z
chromosomu 17. Markery zlokalizowane w intronach genu BRCA1

oznaczono boldem.

Wybrano markery obejmujgce 17p i q ze szczegolnym
uwzglednieniem lokalizacji genu BRCA1. Dla locus genu BRCA1 markery
D1751323 i D17S855 sg potozone wewnatrzgenowo (odpowiednio intron 12
i 20), a D17S1880, D17S1861 sg markerami flankujgcymi. Ponadto markery

zostaty dobrane ze wzgledu na wysokg heterozygotycznos$¢, wynoszacg =
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0,75, z wyjatkiem D17S1323 (0,49), ktéry jest markerem zlokalizowanym w
intronie 12 genu BRCA1. Oznacza to, ze czesto$¢ wystepowania heterozygot
w populacji dla siedmiu markerow oprocz D17S1323 wynosi > 75%. Na
doborze badanych sekwencji zawazyta réwniez ich dilugos¢ - w celu
uzyskiwania wysokiego poziomu amplifikacji wybierano markery o dtugosci
ponizej 200 par zasad. Umiejscowienie badanych markeréw na chromosomie
17 ustalono na postawie baz danych z National Center for Biotechnology
Information (NCBI), gdzie w opgciji Map Viewer
(www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/) mozliwe jest sprawdzenie lokalizaciji
markerow  mikrosatelitarnych w  bazie zbiorczej dla  markerow
mikrosatelitarnych STS jak rowniez w wybranych: GDB i Marshfield [181,
112].

Startery zostaty zsyntetyzowane na podstawie sekwencji zawartych w
NCBI (wg wersji z dnia 26-04-2002). W kazdej parze starter sensowny (F)
zostat zmodyfikowany na koncu 5 jednym z trzech znacznikéw
fluorescencyjnych (6-FAM, TET, HEX), dzieki czemu mozliwa byta
identyfikacja produktu PCR poprzez wzbudzenie s$wiattem lasera w

sekwenatorze automatycznym (tab. 5).
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5.5.2 Polimorficzne markery z chromosomu 13
Badanie utraty heterozygotycznosci przeprowadzono z uzyciem

siedmiu wysoce polimorficznych markeréw mikrosatelitarnych (Ryc. 4)

NN

— D13S175
iy
F 8138171 BRCA2

— D138285

Rycina 4. Lokalizacja siedmiu markeréw mikrosatelitarnych z
chromosomu 13.

Sekwencje starterow oraz dane o ich lokalizacji, jak réwniez
temperatury przytagczania w reakcji PCR zestawiono w tab. 6.

Wybrano markery rozmieszczone wzdtuz chromosomu 13q ze
szczegdélnym uwzglednieniem lokalizacji genu BRCAZ2. Najblizej genu
BRCA2 znajdowaty sie markery D13S260 i D13S171. Ponownie,
dwunukleotydowe markery zostaty dobrane ze wzgledu na wysokg
heterozygotycznos¢, wynoszgcg powyzej 0,69 oraz na dtugosc
amplifikowanej sekwencji (ponizej 250 par zasad). Ich lokalizacja byta
dobrana w taki sposob, aby objg¢ badaniem cate ramiona q
akrocentrycznego chromosomu 13 i nie poming¢ w analizie wystepowania

LOH duzych delecji materiatu genetycznego.
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Startery zostaty zsyntetyzowane na podstawie danych zawartych w NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview - wersja z dnia 26-04-2002). Podobnie jak w
poprzedniej grupie starter sensowny (F) kazdej pary zostat zmodyfikowany
na koncu 5 jednym z trzech znacznikéow fluorescencyjnych (6-FAM, TET,
HEX) (tab. 6).

5.5.3 Polimorficzne markery z chromosoméw 15i 16
Aby sprawdzi¢, czy zjawisko LOH jest ograniczone w badanej grupie

do chromosomow 13 i 17, w ostatnim roku pracy zostat zanalizowany
dodatkowy zestaw czterech wysoce polimorficznych markeréw z
chromosomoéw 15 i 16 (ryc. 5, tab. 7). Dla stwierdzenia, czy utraty alleliczne
sq faktycznie czeste dla chromosoméw 13 i 17 dobrano markery z ramion p i
g chromosomow korespondujgcych wielkoscig z chromosomami 131 17.

W miejscu lokalizacji tych markeréw nie opisywano obecnosci genéw

powigzanych z predyspozycjg do dziedzicznych postaci nowotworow.

—= — D15S97
— D16S403

— D16S3089
— D15S205

Rycina 5. Markery mikrosatelitarne z chromosomoéw 15 16.
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5.5.4 Amplifikacja markerow technika PCR

Reakcje PCR przeprowadzano w objetosci 15ul. Mieszanina reakcyjna

zawierata ok. 45 ng genomowego DNA. Skiad mieszaniny reakcyjnej

przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Sktad mieszaniny do amplifikacji markeréw LOH

Sktadnik mieszaniny:

objetos¢ / prébke [ul]

10x bufor 1,5

MgCl; [25mM] 1,5

dNTP mix [5 mM] 0,5
Mieszanina starteréw [5uM] 1,0
Polimeraza Taq [5U/ul] 0,08
Woda 8,92

DNA [30 ng/ul] 1,5

W kazdej reakcji

PCR wykonywano kontrole pozytywng

amplifikowano DNA o znanej jakosci. Jako kontrole negatywng reakcji

stosowano probke, gdzie zamiast DNA dodano analogiczng objetos¢ wody

destylowane;j.

Warunki reakcji ustalono osobno dla kazdej pary wykorzystywanych

stateréw. Ogdlne warunki reakcji PCR przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Warunki amplifikacji markeréw LOH

Temperatura Czas trwania Liczba cykli
94°C S 1
94°C 30”

48-58°C T 30
72°C 2
72°C 7 1
4°C o0
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Produkt PCR rozdzielano wstepnie na 2% zelu agarozowym, w 0,5x TBE,

aby potwierdzi¢ obecnos¢ zamplifikowanego fragmentu (ryc. 6).

Rycina 6. Przyktadowy zel agarozowy, wybarwiony bromkiem etydyny.
Zamplifikowano markery D17S953, D13S171 i D13S267 w dwéch
wybranych przypadkach; M-marker wielkosci.

5.5.5 Analiza amplifikowanych fragmentéw
Do analizy mieszano po 1ul produktu znakowanego FAM i TET oraz 2

pl - produktu znakowanego HEX (1FAM:1TET:2HEX) i dodawano
dejonizowany formamid do koncowej objetosci 12ul oraz 0,541 markera
wielkosci GeneScan-350, znakowanego TAMRA. Tak przygotowang probke
denaturowano przy uzyciu termomiksera w temperaturze 95°C przez 2
minuty i natychmiast chtodzono na lodzie. Nastepnie probki analizowano w
automatycznym sekwenatorze ABI 310, prowadzac elektoroforeze w
temperaturze 60°C, przy natezeniu prgdu ponizej 8uA. Rozdziat
przeprowadzano standardowo przez 24 minuty, przy napieciu pradu 15kV.
Intensywnos¢ fluorescencji byta odczytywana z uzyciem filtru C i
zapisywana przy uzyciu programu komputerowego ABI PRISM 310 Data
Collection Software v 2.0, a zebrane dane byly analizowane przy pomocy

programu ABI PRISM GeneScan Analysis Program v 3.1.

5.5.6 Ocena utraty heterozygotycznosci (LOH)
Podczas analizy wynikéw poréwnywano piki sygnatow pochodzace z

DNA prawidtowego (K - pochodzace z tkanki prawidtowej - krwi), z sygnatami
z DNA wyizolowanego z guza (T). Przypadek uznawano za nieinformacyjny
(homozygotyczny), jesli w probce z DNA z tkanki nienowotworowej widoczny
byt pojedynczy pik fluorescenciji (Ryc. 7).
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120 140 160 180 200 220

i
\
U_FAVW_}"LJ;\M____M__A_MJ\}' WA~ e
[EE 40B:Sample40 / 93K /

2\

EE 418:5ampled1 / 93T /
Rycina 7. Przyktadowy elektroforogram ukazujacy analize¢ LOH markera

D17S1880 w prébce nr 93. Przypadek nieinformacyjny — zaréwno w DNA
pochodzacym z krwi obwodowej jak rowniez w DNA z guza uzyskano
pojedynczy pik.

Jezeli na elektroforogramie ze zdrowej tkanki widoczne byty dwa
podstawowe piki, uznawano przypadek za heterozygotyczny w stosunku do

danego markera (ryc. 8).
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100 120 140 160 180

CIE 29G:Sample29 / 72K /

Rycina 8. Na powyzszym przykiadzie analizy markera D13S267
widoczne sa dwa piki (allele) zaréwno w DNA konstytutywnym (u géry)
jak i tez w DNA z guza nr 72. W DNA z guza jest widoczna utrata
heterozygotycznosci (obnizenie wysokosci piku wskazane strzatka).
Ocena LOH byta oparta na matematycznie obliczonym stosunku
wysokosci pikdw w elektroforogramie z poszczegdlnych alleli w danym locus
w tkance prawidiowej (N) i tkance nowotworowej (T), pochodzacych od tej
samej chorej. Wykorzystywano wzér (N1T2)(N2T1), gdzie N1 i N2 sg
wartosciami wysokosci sygnatéw pochodzacych od dwéch alleli w tkance
prawidtowej, a T1 i T2 — w tkance nowotworowej. Jesli wynik obliczen byt
>1,0, stosowano réwnanie 1/(N1T2)(N2T1). Przyjeto, ze wynik w granicach
1,0 - 0,7 oznacza zachowanie heterozygotycznosci, natomiast wynik ponizej

0,7 uznano za swiadczacy o utracie heterozygotyczno$ci.
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5.6 Badanie mutacji

5.6.1 Najczestsze mutacje w genie BRCA1
Na podstawie danych literaturowych przedstawionych we wstepie

wybrano pie¢ najczestszych mutacji wystepujacych w populacji polskiej.
Wybrane eksony 2, 5, 20 oraz fragment 11-12 i 11-13 eksonu 11 byty
amplifikowane w reakcji PCR, z zastosowaniem starteréw zaprojektowanych
w Katedrze Biologii i Genetyki AM w Gdansku, na podstawie sekwencji
BRCA1 opublikowanej w bazie Ensemble (http://www.ensembl.org, nr.:
ENST00000337272). Wybrane mutacje wraz z ich lokalizacjg i rodzajem
zmiany przedstawiono w tab. 10.

Tabela 10. Pie¢ podstawowych badanych mutacji genu BRCAT.

r’;lwif;’\::?i Ekson nuzkrlrgg’:]yadu Zmiana aa | Typ mutacji
185delAG 2 del AG Stop 39 F
(383::-5 5 TnaG Cys na Gly M
3819del5 11 del GTAAA | Stop 1242 F
4154delA 11 del A Stop 1345 F
5382insC 20 ins C Stop 1829 F

“zmiana aminokwasu; F-mutacja przesuniecia ramki odczytu; M-mutacja zmiany sensu

Reakcje PCR przeprowadzano w objetosci 27 pul. Mieszanina
reakcyjna zawierata ok. 60 ng genomowego DNA. Sktad mieszaniny
reakcyjnej przedstawiono w tab. 11.

Tabela 11. Sktad mieszaniny do amplifikacji wybranych mutacji genu BRCA 1

Sktadnik mieszaniny: objetos¢ / prébke [ul]
bufor do PCR, 10x 2,5

MgCl, [25mM] 2,5

dNTP mix [5mM] 0,5

Starter F [10puM] 0,5

Starter R [10uM] 0,5

Woda 18,38

Taq Polimeraza [SU/pl] 0,12

DNA 2

Do kazdej reakcji PCR dotagczano jako badanie kontrolne pozytywne

DNA o potwierdzonej sekwencjonowaniem mutacji. Jako badanie kontrolne
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negatywne reakcji stosowano prébke, gdzie zamiast DNA dodano
analogiczng objeto$¢ wody. Do amplifikacji czesci wybranych fragmentow
genu BRCA1 jak rowniez wymienionych p6zniej 13 fragmentow eksonu 11
genu BRCA1 oraz eksonu 10 i 11 (24 fragmenty) genu BRCAZ2
wykorzystywano specjalnie dobrang reakcje PCR z obnizajacg sie
temperaturg przytaczania w poszczegoélnych cyklach reakcji (touchdown
PCR). W tab. 12 przedstawiono opracowany schematy amplifikacji 63-56,
ktory jest pdzniej wymieniany w tabeli z warunkami przytgczania
poszczegodlnych badanych fragmentow. Pozostate fragmenty byty
amplifikowane w sposob typowy, jedyng zmienng byta temperatura

przytaczania (tab. 11, 12, 13).

Tabela 12. Reakcja PCR (63-56) z obnizajgca sie temperaturg przytgczania
(touchdown PCR)

Temperatura Czas trwania Liczba cykli
94°C 5 1
94°C 30”
63°C 30" 15
72°C 30” [obnizanie sie temp.
przytaczania co cykl o
0,5°C]
94°C 30"
56°C 30" 25
72°C 307
72°C 7 1
4°C oo

Odmiang tego schematu reakcji PCR byt PCR touchdown z
obnizajgcg sie temperaturg przytgczania starterow od 68°C do 61°C w
pierwszych 10 cyklach reakcji, a nastepnie 30 cykli z temperaturg
przytgczania 61°C.

Sekwencje starterow do amplifikowanych fragmentow wraz z dobranymi
warunkami przytgczania w reakcji PCR oraz rozdziatu w systemie WAVE

przedstawiono w tab. 13.
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Tabela 13. Sekwencje starterow i warunki analizy wybranych mutacji genu
BRCA1

Temp. Dt s Temp.
Nazwa Sekwencja startera przyta rggflfti rozdziatu
mutacii ) czania | P WAVE [°
185delA | F-GAAGTTGTCATTTTATAAACCTTT, R- | . 258 s
G TGTCTTTTCTTCCCTAGTATGT
300T/G | F-GTTGTGAGATTATCTTTTCATGGC, 6356 208 ]
(C61G) | R-CTTCCAACCTAGCATCATTACCA
F-GAGTCCTAGCCCTTTCACCCATAC,
3819deld | g.GTGATGTTCCTGAGATGCCTTTG | 9396 | 289 %6
F-CTAAGAACACAGAGGAGAATTT,
4154delA | & L A AAAGCATAAAGCATTT 63-56 366 56
. F-ATATGACGTGTCTGCTCCACC,
5382insC | R AATGAAGCGGCCCATCTC o1 249 59.8

W celu sprawdzenia efektywnosci amplifikacji, 5l produktu naktadano
na 2% zel agarozowy z dodatkiem bromku etydyny. Elektroforeze
przeprowadzano pod napieciem 100V przez 20-30 minut. Wizualizacja
uzyskanych wynikoéw nastepowata w $wietle UV przy uzyciu transiluminatora.
Nastepnie produkty reakcji byty analizowane przy uzyciu denaturacyjnej
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (DHPLC). Metoda ta, co podano
we wstepie, pozwala na wykrycie mutacji oraz polimorfizmoéow z bardzo duzg
czutoscig i doktadnoscig dzieki zastosowaniu zaleznej od temperatury analizy
heteroduplekséw. Analiza DHPLC zostata przeprowadzona za pomocg
urzadzenia WAVE System 3500 (Transgenomic Ltd.) zgodnie z zaleceniami
producenta. Temperatury rozdziatu dla poszczegdlnych eksondw,
przedstawione sg w tab. 11 i zostaty okreslone przy pomocy oprogramowania
Navigator ~ Software, w ktérym réwniez analizowano otrzymane
chromatogramy. Ryc. 9 przedstawia przyktad z wydrukiem analizy fragmentu
11-13 genu BRCA1 czterech wybranych przypadkow, gdzie w jednym z nich
widoczny jest podwodjny pik sugerujgcy obecnos$¢ zmiany w sekwencji

badanego fragmentu.

60



5. Metody

probki
| hegatywne
— probka
pozytywna

Rycina 9. Analiza fragmentu 11-13 genu BRCA1 z zastosowaniem
systemu WAVE. Na tle trzech przypadkéw negatywnych widoczna jest
probka pozytywna o zmienionym wygladzie piku sugerujgcym zmiane
badanej sekwencji.

Metoda z wyboru detekcji mutacji w przypadku 300T/G (ekson 5 genu
BRCA1) byla RFLP-PCR. Po amplifikacji, produkt reakcji PCR wstepnie
uwidaczniano na 2% zelu agarozowym, precypitowano 96° etanolem,
suszono, a nastepnie trawiono 4U enzymu Avall (Eco471 firmy Fermentas) w
20 yl mieszaniny (2,5 upl 10x buforu R do enzymu i 17,1 pl wody) w
warunkach 37°C przez noc. Produkty reakcji PCR po trawieniu rozdzielano
na 7% zelu akrylamidowym, ktéry wykonano z uzyciem roztworu roboczego
zamieszczonego w podrozdziale 5.3. Elektroforeze przeprowadzano pod
napieciem 220V przez 20 minut. Nastepnie rozdzielone w Zzelu DNA
wybarwiano z pomocg roztworu bromku etydyny. Na ryc. 10 zamieszczono

przyktadowy zel wraz z wielkosciami fragmentdéw reakcji w przypadku bez
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obecnoéci i z obecnoscig mutacji 300T/G po trawieniu enzymem

restrykcyjnym.
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111,110 bp

M - marker wielkosci; 1 — niestrawiony fragment bez obecnosci mutacji; 2 — fragment z 300T\G; 3 — kontrola

negatywna.

Rycina 10. Przykladowy zel akrylamidowy, wybarwiony bromkiem
etydyny. Zamplifikowano ekson 5 genu BRCA1 i poddano trawieniu
Avall.

5.6.2 Analiza molekularna eksonu 11 genu BRCA71 w 20 wybranych
przypadkach

W celu sprawdzenia, czy zbadanie pieciu wymienionych powyzej
mutacji ujawnia wszystkie zmiany o charakterze mutacyjnym w genie BRCA1
u pacjentek z rakiem jajnika zdecydowano sie zbada¢ najwiekszy ekson w
genie BRCA1 — ekson 11 (60% sekwencji kodujacej genu) pod wzgledem
obecnosci zmian w sekwencji. Ekson 11 zostat podzielony na 13 fragmentow
i amplifikowany z zastosowaniem starterow zaprojektowanych w Katedrze
Biologii i Genetyki AM w Gdansku, na podstawie sekwencji BRCA1
opublikowanej w bazie Ensemble (nr.. ENST00000337272). Do oceny
czestosci mutacji wsrod pozostatej czesci grupy nieselekcjonowanych
przypadkow raka jajnika wybrano losowo osoby, u ktérych nie wykryto
dotychczas mutacji: 10 pacjentek z podwyzszong czestoscig zjawiska LOH
(4 lub wiecej utrat) z chromosomu 17 oraz 10 bez obecnosci LOH.

Okreslenie obecnosci wariantow sekwencji w badanych 13
fragmentach eksonu 11 genu BRCA1 przeprowadzano przy uzyciu
denaturacyjnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej (DHPLC).
Temperatury rozdziatu dla poszczegodlinych eksondéw zostaty przedstawione w
tab. 14. W przypadku fragmentu 11-11 dla objecia wtasciwg temperaturg
rozdziatu catosci fragmentu stosowano dwukrotng analize w dwoch réznych

temperaturach.
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Tabela 14. Sekwencje starterow i warunki analizy eksonu 11 genu BRCA1.

Frag. Temp. Dlugosé Temp:
eksonu . rozdziat
11 genu Sekwencja startera przyta_cza produktu U WAVE
BRCA1 nia (°C) | (bp) C]

F-TAGCCAGTTGGTTGATTTCC
11-1 R-CTCACACAGGGGATCAGCATTC 63-56 476 55

F-CAACATAACAGATGGGCTGGAAG
11-2 R-ACGTCCAATACATCAGCTACTTTGG | 96 296 56,8

F-GCAGCATTCAGAAAGTTAATGAG
"3 | R-GGCCTGATGTAGGTCTCCTTT %6 40 %57

F-AGGAGCATTTGTTACTGAG
14 R-AGACTTCCTCCTCAGCCTATT 52 397 54,5

F-ATCCACAATTCAAAAGCACC
-5 | RTCTTCTTTTTCTTCTCTTGGA 58 401 56,5

F-CTAAGTGTTCAAATACCAGT
"6 | RATTTCTATGCTTGTTTCCCG 52 M2 55,2

F-ATCCATTGGGACATGAAGTTA
-7 R-CTTGATTTTCTTCTTTTTGT 50 240 56,2

F-GCCAGTCATTTGCTCCGTTTTC
118 R-CGTTGCCTCTGAACTGAGATGATAG | 2° 288 56

F-TGCAGGCTTTCCTGTGGTTG
"9 | R-GGCTAATTGTGCTCACTGTACTTGG | % 305 %5

F-TCAATGTCACCTGAAAGAGAAATGG

M-10 | R-CAGGATGCTTACAATTACTTCCAGG | °° 301 56,2

111 | F-TTGAATGCTATGCTTAGATTAGGGG | .o 102 55.4/56,
R-TTCTGAGGACTCTAATTTCTTGG 8

115 | FGAGTCCTAGCCCTTTCACCCATAC | oo | 289 "

R-GTGATGTTCCTGAGATGCCTTTG
F-CTAAGAACACAGAGGAGAATTT

"3 | RTCCCCAAAAGCATAAACATTT 6356 | 3%6 %6

5.6.3 Analiza eksonéw 10 i 11 genu BRCA2
W zwigzku z omowiong we wstepie podwyzszong czestoscig mutacji

germinalnych w obrebie regionu OCCR w przypadku wystepowania raka
jajnika badaniem zdecydowano sie objg¢ eksony 10 i 11 genu BRCAZ2 (60%
sekwencji kodujacej), podzielone dla potrzeb techniki DHPLC odpowiednio
na 5 i 19 fragmentow (tab. 15). Startery do badanych fragmentow
zaprojektowano w Katedrze Biologii i Genetyki AM w Gdansku na podstawie
sekwencji BRCA2 z bazy Ensemble (http://www.ensembl.org,
nr..ENST00000267071). Wpierw byty one amplifikowane technikg PCR,
wstepnie sprawdzane na 2% zelach agarozowych, a nastepnie rozdzielane w
systemie WAVE po dobraniu specyficznych warunkéw rozdziatu (tab. 15).
Czes¢ fragmentdw wymagata uzycia wyzszego stezenia starterow (25uM)
oraz wyzszego stezenia ANTP (10 mM), co odpowiednio zaznaczono w tabeli
15. Dla objecia w catosci fragmentéw 11-18 i 11-19 wiasciwg temperaturg

rozdziatu byly one dwukrotnie analizowane w dwoch réznych temperaturach.
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Tabela 15. Sekwencje starterow i warunki analizy eksonéw 10 i 11 genu

BRCAT1.

Frag. 2

ek1$1032n1u0 i Sekwencja startera Sjgjc?l?lftz pr-;?/ggia roTz%rrz]igiu
BRCA2 (bp) nia (°C) | WAVE [°C]
101 |RanAGoGCTTCTGATTTGCTAG | 74 | 6386 | 525
102 | R ACCTGOCARMOAATTCTCTOMGTAA | 280 | 6356 | 55
103 | R OTTTITOATACCCToAMTOAMGARG | 241 | 6396 | 544
104" | R GTACCAGCTICOATIATS 0 | S8 | 547
105 | R TTACAAAMAAAAAAAGACAGAGST | 208 | 6396 | 542
o [FTICISISISTISNSST | | e | e
ne |FRCCICTIISSASIIE L | | s | sz
ny [pIhACCOARCIeS [ | w0 |
n [CACOMCAICRMCRIT [ e | s | ms
s |[SSAECATIONOMIISRCOA | iy | w30 | oo
1o |LHSSTINCIICTIGRACSRS o | w7 | e | o
n | SeAmCecTecnTe w | s | o
R R R NPl B N
T CTee | s | m | e
w0 [LAIACTCICCOCTIee, | w1 | me |
1P DOIRSTIIACTITITIOONS | s | s | s
niz |ESISISOCASATTNTT | w0 | s | sas
s [EOCTOCOOMMSTR | o | w0 | s
e oA eACRee, | o | oose | ws
15| SASTRTCACMICTICNGITC | s | woor | oo
e | ASCAMATTATSCACSTICTIAS | w0 | mer | w2
17 |RSASCICAMAMOMATACTS [ 505 | swer | sas
s | AASCSROASCACTTCTIMACTC | w0 | aner | so7ieez
11-19 F-GACAGATTCTAAACTGCCAAGTCATG 267 68-61 55.3/56.4

R-TAACCATACTCCCCCAAACTGAC

stezenie starteréw (25uM), stezenie dNTP (10 mM)
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5.6.4 Sekwencjonowanie wybranych produktéw PCR

W celu okreslenia rodzaju mutacji lub wystepowania innej zmiany w
DNA probki wykazujace zmieniony profil pikéw w analizie DHPLC powtornie
amplifikowano za pomocg reakcji PCR. Uzyskane w ten sposéb produkty
sprawdzane byly za pomocag elektroforezy agarozowej i
(A&A Biotechnology).

Prowadzono bezposrednie sekwencjonowanie zamplifikowanego produktu

nastepnie

oczyszczane przy uzyciu zestawu Clean-up
PCR, stosujgc zarowno starter sensowny jak i antysensowny. Sktad

mieszaniny do reakcji sekwencjonowania przedstawiono w tab. 16.

Tabela 16. Sktad mieszaniny reakcyjnej do sekwencjonowania

Sktadnik mieszaniny: llos¢ / probke
Terminator Ready Reaction Mix 2ul
Bufor do sekwencjonowania 2,5x 4ul
Matrycowe DNA (product PCR) [25ng
Starter [1uM] 2 ul
Woda do 20ul

Reakcje amplifikacji do sekwencjonowania prowadzono zgodnie z

zaleceniami firmy ABI Biosystems — warunki znajdujg sie w tab. 17.

Tabela 17. Warunki amplifikacji produktu do sekwencjonowania

Temperatura Czas trwania Liczba cykli
95°C 2 1
96°C 10”
50°C 5 25
60°C 4

4°C 0

W celu pozbycia sie nadmiaru znakowanych dideoksynukleotyddw
(ddNTPs) produkt reakcji czyszczono przy uzyciu zestawu Exterminator (A&A
Biotechnology). Tak przygotowang prébke denaturowano przy uzyciu
termocyklera w temperaturze 95°C przez 3 minuty i natychmiast chtodzono

do 4°C. Prébki nastepnie analizowano w automatycznym sekwenatorze.
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Sekwencje odczytywane byty przy filtrze E i zapisywane przy uzyciu
programu komputerowego ABI PRISM 310 Data Collection Software v 2.0.
Zebrane dane analizowane byly przy pomocy programu ABI PRISM DNA
Sequencing Analysis Software v. 3.4. Otrzymang sekwencje porownywano z

sekwencjg prawidtowg za pomocg programu Sequencher v. 4.1.2 (demo).

5.7 Analiza statystyczna wynikow

Do poréwnania rozktadéw uzyskanych wynikéw wykorzystano test x?
Pearsona, test x*> dwustronny Fishera. Dla potrzeb obliczen we wszystkich
analizach odrzucono przypadki nieinformacyjne oceniajac tylko obecnos$é
utraty heterozygotycznosci versus nieobecno$¢ LOH. Aby rozstrzygnaé, czy
badane zmienne miaty rozklad normalny zastosowano test W Shapiro-Wilka.
W przypadku rozktadéw normalnych testem Levene sprawdzono
jednorodnosc¢ warianciji i odrzucono uzycie t-testu.

Do poréwnania median zmiennych ciggtych w dwoch grupach
zastosowano nieparametryczny test U Manna-Whitney’a. Dla oceny wptywu
zmiennych niezaleznych na wystgpienie mutacji genow BRCA1/2 uzyto
szybkiej regresji logistycznej.

Dla poréwnania przezycia w grupach pacjentek z mutacjg i bez
mutacji oraz z utratami markeréw i bez utrat uzyto testu log-rank w oparciu o
krzywe Kaplana-Meyera. Aby oceni¢ w grupie zmiennych niezaleznych, ktore
z nich wptywajg na przezycie zastosowano nieparametryczny model
proporcjonalnego hazardu Coxa.

We wszystkich przeprowadzonych analizach za statystycznie
znamienng przyjeto wartos¢ p<0,05.

Obliczen dokonano z zastosowaniem oprogramowania STATISTICA
for Windows 7.1 firmy StatSoft. [172, 173]
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6. WYNIKI

6.1 Analiza utraty heterozygotycznosci (LOH)
Badania LOH przeprowadzono w 156 guzach za pomocg os$miu

markerow mikrosatelitarnych z chromosomu 17 oraz siedmiu markerow z
13q. Dodatkowo wykonano badanie LOH z uzyciem dwdch markerow

zlokalizowanych w chromosomach 15 16 (tab. 18).

Tabela 18. Wyniki analizy LOH poszczegdélnych analizowanych prébek dla

markerow z chromosomu 17, 13, 15i 16.

Elo||lolo|l|lo|o|a|83(2|8|83(8|8|8(2|8|8(3
elglalglalelalalglals|olalalalale|alal
chromosom 17 hromosom 13 chr15 | chr 16
2 NI| o 0 [NI 0 NI Nifololo]o
6lofo]o 0 (0] 0| NI | 0 0o
21/ 0] o [N 0/o0] (o/lolofo|lo]lo]lolo]o]o][NI
23] 0 [ NI 0 NI| 0 [NI ololo]o
32 NI [ NI NI | NI olo[NI
37 NI| 0 [NI
40 0 [N | o | o [ 0l 0o [NI[O [ 0]O[NJ[O[NJINI[O]|NIO
44 0 [ 0 | . B o | 0] o]N
46 0 ﬂ [ o [NI|o0][NI NI[NI[o]|o
47 NI | O | ololoflolo[NJoJo[NJo]o]o]o
49 [ NI | NI | NI NI olo[o |Fl
52 ﬂﬂﬂﬂ NIJo NJoJoloJo]o
53 0 | NI[NI|NI [ 0 | [ 0 | NI 0 | NI
NI oloJo[N]o]o]o]lo]o
0 NI 0 0 [NI
olofo[NJo[NTJo0o]oO
63 oloflofo]o 0
NE[NITo NI o
olo[N]o]o]o
NlfoJo|o[NI[N]o[o]0o]0]O
0lo
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95/ 0] oo o]NI o|Njo|o]o]o]|N]oO B- 0lo]o
96| o [N|Jo[o]o|o[o|]o[o|N]o[O]O]DO olofo]o
97/ o[NJoJo]ofo]o[NI]NI o[lofJo[N]o[N]o]o]oO
99 NI-NI-O-TE-O NN oo [l o [N
100 NlloJoJofo]o]o Nilo[o][N oJloJofo]o
102 NI[NIJoJoJlo[NJoJo[NJo[N]oJo[N]oJo]o]o
104/ o [NIJo[Ni[oJoJo[NI[N]JoJo|N]oJo]o]Jolo]o]o
108 NI NI ofo 0 NI NI 0
1100000 ololofo]o 0 0 0
111 o [NI[NIT 0 [ 0 0[o][NI 0
112 Nifololofo[NI]O]oO 0
113 0 | 0
15[ 0 [l o [Ni| oo [l 0
118 0 Lo [ o |
120888 NI | 0 | [ 0|
121 0 |
122l 0lofofolofofofofoflo]o]oO NI| 0
124|888 0 | N[00 0]o
125] 0 ololo]o][N NI | NI 0 olo
126 0 | 0 [ NI olo|N[N]o]o]O]O 0o
127 NlfoJoJo]o N[ 0
128 0lo olololo[N[N]Jo]o]o 0lo
129 0 oJloJofo]o olofo
131 0[N0
132 NI
133 0 0
134 0
135 [ 0 | 0
136 0 | NI
137 0
138] 0 [ 0 | 0
139] 0 0 0
141 0 NI
144 [ 0 | NI
145 0 | NI S NI | 0
150 0
152 NI

0
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176| 0 0[N o
177/N1l o [ o [NI| O
179 0 NI
180 NI NI| O | 0
181| NI NI 0 N 0
182 0
183 N
184 0
185| NI | 0 NI{NI[NI[NI{oO] O
186| NI | 0 NifoJoJo[NI]o
187 NI 0
189 oloJofofo[Ni]
190 NI
19188 O | olofolo]
1928 0 | NI 0
194/ 0 |0 |0 |NI olofo]o
195 0 [ 0 [NI[ NI o [NIo][NI
196 NI | NI NI 0 [ NI |
19710l0]0]0 NIJo]o[o0]oO]|NI|
198 NI [ NI i M
199/ 0 | 0 | NI o M oo oMM ololofloflo]o0]
200
201 NI NI | 0 | NI
m.nm 0 NI 0 NI ﬂﬂﬂmﬂ o 0
NI

Z|lo|Z|o|o

o|o|o|o|o OOOOEO

204 0 | NI'| NI NI | NI

l ﬂ o
206 [ 0 | | 0 L 0Jo0]o0
208 N
209 0 o NI | NI 0 [NI NI | NI
0 0
0

211 NI 0

212 ooo 0

213 NI

214{0lo0]o0]ofo0]o0 o L0 | NI

215 NI NI

216/ [ O |

217

ololo|lo|Z|lo|lo|o|o|Z|o

NI
NI
0/ofololNjo[N]ollo/o]o0]|N 0

NI | NI

NI | NI'| NI

NI | NI
224] 0 | -“ﬂ N Jo] |
225
226| 0 | NI (NI NI
227 NI [0 0 0
228 NI N[O N[O
229 0 o[NIJo]o][NI[NI
230 0 0 [NI oJlo[NTJo[NIINI

231 NI [ 0 | [ NI |
232 0 | n-n [ NI | [ 0 |
233 NI olo [ 0 |

234 O [NI[NI[O]O NI 0 NI
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-utrata heterozygotycznosci

Ebrak utraty
przypadek nieinformacyjny

|:|brak danych

Dla markeréw z chromosomu 17 wynik uzyskano z 1201 probek na
1248 ogotem badanych (96%), przy czym 23% (276) okazato sie by¢ nie
informacyjnymi. Zjawisko LOH zaobserwowano w 501 sposrod 925
informacyjnych przypadkow (54%). Utraty w przynajmniej jednym markerze
zaobserwowano w 128 przypadkach (82%).

Na chromosomie 17 najczesciej ulegaty utracie markery D17S1880
(58%) i D17S1811 (57%). Dwa markery potozone wewnatrzgenowo w
intronie 12 BRCA1: D17S1323 oraz w intronie 20: D17S855 byty tracone
odpowiednio w 47% oraz 53% przypadkdw informacyjnych.

W dwodch guzach doszio do utraty wszystkich o$miu markeréw z
chromosomu 17. Byty to raki nabtonkowe o niskim zréznicowaniu w stadium
FIGO IlIB i lIC, usuniete od pacjentki nr 127 z negatywnym wywiadem
rodzinnym oraz chorej nr 150 o nieznanym wywiadzie rodzinnym

(zachorowanie w wieku 56 lat, zgon okotooperacyjny - tab. 4).
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Utraty czterech i wiecej markeréw z chromosomu 17 zaobserwowano
w 75 guzach (48%). W 12 przypadkach doszto do utrat siedmiu (8%), a w 16
przypadkach do utrat szesciu loci (10%).

Dla markeréw z chromosomu 13 wynik uzyskano z 1053 probek na
1092 ogdétem badanych (96%), w tym przypadkow nie informacyjnych byto
225 (21%). Utraty heterozygotycznosci odnotowano w 370 przypadkach
sposrod 828 (45%). Utrate co najmniej jednego locus uzyskano w 108
przypadkach (69%).

Na chromosomie 13 najczesciej ulegat utratom marker D13S171
(51%), ktory lezy 13qter w stosunku do BRCA2. Kolejnym traconym
markerem byt D13S285 (48%).

Sposréd  markerédw  sgsiadujgcych  z  locus genu BRCAZ2,

centromerowo potozony marker D13S260 byt tracony w 38%, zas kolejny,
zlokalizowany telomerowo w stosunku do D13S171, D13S267 - w 35%
przypadkow.
Utraty co najmniej czterech markerow z 13q wykazano w 52 guzach (33%).
W o0$miu sposrod 156 guzéw doszio do utraty wszystkich 7 markeréw z 13q
(prébki nr: 94, 134, 135, 145, 150, 187, 215 i 225). W tych guzach
obserwowano réwniez co najmniej cztery utraty z chromosomu 17. U dwdch
pacjentek odnotowano wywiad rodzinny pozytywny, u jednej wywiad byt
nieznany (nr 150). Guzy, w ktérych zaobserwowano tak liczne utraty, byty
rakami nabtonkowymi surowiczymi lub niskozréznicowanymi, we wszystkich
przypadkach z wyjatkiem nr 215, w stadium zawansowania klinicznego I11C.

W dodatkowym zestawie czterech wysoce polimorficznych markeréw
z chromosoméw 15 i 16 odnotowano utraty heterozygotycznosci, aczkolwiek
uzyskano nizsze czestosci wystepowanie tego zjawiska w poréwnaniu do
wyzej opisanych markerow. W przypadku chromosomu 15 utraty obu
markeréw obserwowano w 36% (dla poréwnania 45% utrat wystepowato na
chromosomie 13). Natomiast dla obu markeréw 2z chromosomu 16
obserwowano utraty w 24% probek (dla poréwnania, dla wszystkich
markeréw z chromosomu 17 stwierdzono w 54%). Gdy wystapity utraty
trzech lub czterech markeréw z chromosomow 15 i 16, porownano w tych
przypadkach wzory utrat markerow z chromosomoéw 17 i 13. W 15 takich

przypadkach, sposrod markeréw z chromosomu 17 tracone byty co najmniej
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dwa, a piec i wiecej byto utraconych w 10 guzach. Z kolei na chromosomie
13, w dwdch guzach odnotowano brak utrat, w trzech tylko jeden marker byt

tracony, a w osmiu przypadkach rowniez byto to pie¢ i wiecej traconych loci.

6.2 Analiza wynikéw badania mutacji genéw BRCA1 i BRCA2
Przeprowadzono analize najczestszych mutacji genu BRCAT1 w

eksonach 2, 5, 20 i fragmencie 11-12 i 11-13 eksonu 11 z pomocg technik
DHPLC oraz RFLP-PCR u 151 nieselekcjonowanych pacjentek z rakiem
jajnika.  Znaleziono ogdétem 17 mutacji (11,25%), ktore zostaty
wyszczegoblnione w tabeli 19. Dodatkowo, procz oczekiwanych mutacji, w
prébce nr 74, w trakcie analizy DHPLC fragmentu 11-12, znaleziono nowg
zmiane w wygladzie prazkbw w systemie WAVE i w wyniku

sekwencjonowania wykryto mutacje 3875del4 (ryc.11).

SD%TJ[G 4154delA 5382insC
A
185delAG . 1806CIT 3376TIA 3g819del5| 4603+1 GIA 15
~ ® ® 3875del4d ® 5
AT e AT
| ¥ 7

& mutacja punktowa zmiany sensu
#® mutacja punktowa nonseénsowna

4 clelecja z przesunieciem ramki odczytu
¥ insercja z przesunieciem ramki odczytu
+ mutacja skladania

Rycina 11. Spektrum mutacji genu BRCA1 wykrytych w niniejszej pracy
zaznaczonych na schemacie genu.

W drugiej fazie doswiadczen badano ekson 11 genu BRCA1 w grupie
10 losowo wybranych pacjentek, gdzie w DNA z guzow stwierdzono wysokag
czestosc¢ zjawiska LOH (24) i 10, u ktérych nie stwierdzono wystepowania
LOH na chromosomie 17. Znaleziono trzy mutacje: dwie nonsensowne
1806C/T w prébce nr 100 (brak utrat) i nr 161 (5 markeréw utraconych) oraz
splicingowg 4603+1 G/A w probce nr 201 (4 markery utracone) (tab. 19,
ryc.11 i ryc. 12). Oprocz tego wykryto cztery zmiany polimorficzne (tab. 20).

Tabela 19. Rodzaj i lokalizacja mutacji wykrytych w badanych regionach
genu BRCAT.

zmiana zmiana typ

Nazwa gen BRCA1 N . N
sekwencji aminokwasu mutaciji
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185delAG ekson 2 del AG Stop 39 F

300T/G
ekson 5 TnaG Cys na Gly M

(C61G)
1806C/T CnaT GIn na Stop N
3819del5 del GTAAA Stop 1242 F
3875del4 ekson 11 del GTCT Stop 1262 F
3376T/A TnaG Leu na Stop N
4154delA del A Stop 1365 F
4603+1 G/A | ekson 14 GnaA IVS14+1G>A S
5382insC ekson 20 ins C Stop 1829 F

F-mutacja przesuniecia ramki odczytu; N-mutacja braku sensu; M-mutacja zmiany
sensu; S-mutacja splicingowa.
Tabela 20. Rodzaj i lokalizacja zmian polimorficznych znalezionych w

eksonie 11 genu BRCA1 (wsrdd 20 pacjentek losowo wybranych).

Zmiana Zmiana Zmiana Wykryta
nukleotydow | Lokalizacja . . yrIy o
a sekwencji aminokwasu | czestos¢ (%)
1186A/G GIn na Arg 10
Q356R 2196G/A | Asp naAsn 5
DE9SN ekson 11 2201C/T Ser na Ser 10
2201C/T
E1038G 3232A/G Glu na Gly 50

Badanie eksonoéw 10 i 11 genu BRCAZ2 przeprowadzone w grupie 141
pacjentek (z powodu zbyt matej ilosci DNA nie zbadano prébek: 49, 99, 111,
112, 113, 126, 169, 708) z uzyciem DHPLC wykryto cztery mutacje
skracajgce produkt biatkowy (przypadki: 84, 93, 183, 212) i 11 r6znych zmian
polimorficznych (tab. 21 i tab. 22). Znaleziono tez dwie zmiany typu
missense (2014G/C, 5298A/C), tzw.: nieznane warianty w sekwencji DNA,
ktorych wptyw na funkcjonalnos¢ biatka nie jest znany. W przypadku zmiany
D596H wystgpita ona tylko u jednej pacjentki nr 709, u ktérej zachorowanie

na raka jajnika wystgpito w wieku 24 lat, a wywiad rodzinny byt negatywny.

Tabela 21. Rodzaj i lokalizacja mutacji wykrytych w eksonie 11 genu BRCAZ2.

Nazwa gen BRCA2 zmiana zmiana typ mutacji
sekwencji aminokwasu
4206ins4 ins TGCT Stop 1330 F
4451delA ckson 11 del A Stop 1409 F
4668T/G TnaG Y1480X N
6621del4 del ATTA Stop 2135 F
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F-mutacja przesuniecia ramki odczytu; N-mutacja braku sensu.

Tabela 22. Rodzaj i lokalizacja zmian polimorficznych znalezionych w

analizowanym regionie genu BRCAZ2 (wsréd 141 pacjentek).

Zmiana Zmiana Wykryta
nukleotyd | Lokalizacja | Zmiana sekwencji . czestosé
aminokwasu o
owa (%)
1093A/C Asn na His 3,5
N289H 1342A/C His na Asn 37,6
H372N ekson 10 1593A/G Ser na Ser 7.1
S455S
D596H 2014G/C Asp na His 0,7
(UV)
H743H 2457T/C His na His 9,2
Q961Q 3111G/A GIn na GIn 2,1
N991D 3199A/G Asn na Asp 12,1
3624A/G 3624A/G Lys na Lys 39
vi2e9y | ekson 11 4035T/C Val na Val 18,4
D1420Y 4486G/T Asp na Tyr 2,1
K1690N 5298A/C Lys na Asn 21
(UV)
T1915M 5972T/C Thr na Met 8,5
|vsd1e1|280 intron 11 | 7069+80delTTAA i 46,1

Analiza 151 nieselekcjonowanych przypadkéw raka jajnika pozwolita
na wykrycie mutacji genéw BRCA1 i 2 u 21 chorych (13,9%), w tym mutacji
BRCA1 81%, a mutacji BRCAZ 19%. Najczesciej znajdowang mutacjg byta
5382insC (4%) a drugg co do czestosci stwierdzang mutacjg byta 3819del5
(3%). Dwukrotnie wsrdd znalezionych wystgpita mutacja 1806C/T (1,3%).
Pozostate wykryte mutacje wystapity u pojedynczych pacjentek.

Utraty LOH z 17 chromosomu w grupie pacjentek z germinalnymi
mutacjami BRCA1 wystgpity w kazdym przypadku wykrytej mutacji,
aczkolwiek tylko w 11 na 19 przypadkdéw stwierdzono utraty w liczbie 25. W
przypadku nr 224 znaleziono zaledwie jedng utrate, niestety w tym
przypadku prébka guza byta preparatem parafinowym i udato sie
zamplifikowa¢ zaledwie cztery na siedem loci w DNA z guza (tab. 18, ryc.

12). Wzory utrat pokazane na rycinie 12 nie wydajq sie w szczegdlny sposob
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wykazywacC utrat markerow wewnatrzgenowych BRCA71 w przypadkach
mutacji BRCA1 (oba markery byty tracone zaledwie w czterech przypadkach,
a pojedynczo w pieciu z 26). Na chromosomie 13 utraty obserwowano w
trzech wymienionych przypadkach mutacji BRCA2 spos$rod czterech
wykrytych. Dla markerow sgsiadujacych z locus genu BRCAZ2 i przypadkow
mutacji tego genu tylko w przypadku nr 183 byty one utracone oba,
pojedynczo zas w dwoch z pozostatych trzech (tab. 18).

W przypadku nr 93 (mutacja BRCAZ2, 6621del4) nie odnotowano w
ogole utrat, aczkolwiek na obu badanych chromosomach zaobserwowano po
dwa nie informacyjne loci. Z kolei w przypadku nr 212 u pacjentki z mutacjg
4668T/G genu BRCAZ2 odnotowano tylko jedng utrate w locus D13S171 na
chromosomie 13 i zadnych utrat na chromosomie 17. U pacjentki nr 189 z az
szescioma markerami traconymi na chromosomie 17 (oraz dwa razy NI) i
obecnoscig mutacji 3189del5 BRCA1 nie stwierdzono z kolei zadnych utrat

markeréw z chromosomu 13q.
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Rycina 12. Wzér utrat markeréw z chromosomu 17 w rakach jajnika 26
przypadkéw z mutacjami genu BRCA1. Markery wewnatrzgenowe

oznaczono boldem.

W przypadku najczestszej mutacji 5382insC genu BRCA1 obecnej u
dwoch pacjentek z tkankg guza pochodzaca z preparatéw parafinowych oraz
u siedmiu w grupie sporadycznej, utraty heterozygotycznosci markeréw z
chromosomu 17 wystgpity w liczbie co najmniej dwdch we wszystkich
przypadkach. W niektorych przypadkach 2z obecnoscig tej mutacji
zaobserwowano niskg liczbe utrat, zwlaszcza w DNA z preparatow
parafinowych (nr 227 — tylko 11 na 15 loci ulegto amplifikacji) albo
przypadkami z czestymi nie informacyjnymi wynikami analizy (nr 223 i 153 —
szesciokrotnie odnotowane NI; nr 83 — trzykrotnie) (Ryc. 12).

W analizie badanych sekwencji fragmentow genéw BRCA1 i 2 dla 12

z 26 przypadkéw mutacji, w DNA pochodzacym z guza uzyskano obraz
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mutacji w postaci homozygotycznej. Oznacza to utrate w tkance

nowotworowej allelu prawidtowego.

6.3 Korelacje miedzy wynikami badan molekularnych a danymi
klinicznymi
Stwierdzono  zalezno$¢ pomiedzy stopniem zaawansowania

histologicznego (G) a obecnoscig utraty heterozygotycznosci wybranych
markerow mikrosatelitarnych. Wartos¢ skali Grade dla celow obliczeniowych
zostata podzielona na dwie grupy chorych: grupe | obejmujaca G1 i G2 oraz
grupe Il obejmujagcg G3. W grupie |l pacjentek, znamiennie czesSciej
wystepowaty utraty markeréow: D17S1880 (p=0,002), D17S1811 (p=0,005),
D17S1861 (p=0,034), D17S1584 (p=0,03), D17S953 (p=0,04), D17S1323
(p=0,003), D17S1830 (p=0,024), D13S260 (p=0,003), D13S285 (p=0,03). W
grupie z G3 zaobserwowano wyzszg liczbe utrat (25) dla markeréw z
chromosomu 17(p=0,015). Dla pozostatych markeréw nie stwierdzono takiej
zalezno$ci.

Nie stwierdzono zalezno$ci statystycznych pomiedzy obecnoscig utrat
heterozygotycznosci a stopniem FIGO za wyjatkiem markera D13S260
(p=0,01) i tendencji do takiej zaleznosci dla markera D17S1811 (p=0,053),
D17S1830 (p=0,05) i D13S175 (p=0,06).

W  przypadku poréwnania testem Fishera dwustronnym utrat
markeréw z chromosomu 17 i obecnosci mutacji genu BRCA1 uzyskano
znamiennos¢ statystyczng dla utrat D17S1880 (p=0,00759), D17S1811
(p=0,01283), D17S1861 (p=0,0067) oraz D17S1830 (p=0,005). Dla czterech
mutacji BRCAZ2 wyniki utrat markerow z chromosomu 13 nie wykazaty
zadnego zwigzku.

Na podstawie poréwnania median CA 125 stwierdzono wyzsze
wartosci CA 125 w grupie pacjentek z utratami markerow D17S1323
(p=0,01), D17S1880 (p=0,004) (Ryc.13) i D17S1861 (p=0,006) w poréwnaniu
do pacjentek bez utrat. Tendencje do znamiennosci obserwowano dla
markerow: D17S1584 (p=0,07), D17S953 (p=0,07), D17S1830 (p=0,1),
D17S1811 (p=0,1).
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Rycina 13. Porownanie median stezenia CA 125 i prébek z utratami
heterozygotycznosci markera D17S1880 (grupa 1) oraz prébek bez utrat
(grupa 0) (p=0,004).

Analiza dwdéch grup pacjentek z wysokimi wartosciami wyjsciowego
pomiaru CA 125 (>600 U/ml) i pozostatych z CA 125 powyzej normy
wykazata zalezno$¢ z obecnoscig utrat markeréw: D17S1880 (p=0,006),
D1751861 (p=0,04). W grupie pacjentek z wyzszg liczbg utrat (=5) wsrod
markeréw z chromosomu 17 rowniez zaobserwowano zaleznos¢ z wysokimi
wartosciami CA 125 (p=0,03).

Poréwnujac wiek pacjentek z innymi zmiennymi testem U Manna-
Whitney’a uzyskano znamienno$¢ statystyczng pomiedzy obecnoscig mutaciji
genow BRCA1 i mtodszym wiekiem pacjentek (p=0,03).

Analiza przezy¢ wykazata, ze znamiennie diuzej przezywaty pacjentki
z obecnoscig mutacji w genie BRCA1 lub BRCAZ2 (p=0,00438) (Ryc. 14). W
przeciwienstwie do innych badanych markeréw grupa z utratami D17S1861

rowniez wykazata zwigzek z diuzszg przezywalnosciag (p=0,01).
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Rycina 14. Prawdopodobieinstwo przezycia dla grup pacjentek z
mutacjami germinalnymi genéw BRCA1/2 oraz pacjentek bez mutacji z

uzyciem testu log-rank (p=0,00438).

Nie stwierdzono statystycznych réznic w czasach przezycia pacjentek
z obecnoscia LOH lub nieobecnoscig utraty pozostatych analizowanych
markerdw, ani tez w grupach z wysokg czestoscig utrat lub niskg i brakiem
zarowno dla markeréw z chromosomu 17 jak i tez 13. W analizie przezycia
modelem proporcjonalnego hazardu Coxa jako niezalezne czynniki
rokownicze potwierdzono wptyw FIGO (p=0,0064) oraz obecno$¢ mutacji
BRCA1/2 (p=0,015) na czas przezycia. Na dlugos¢ przezycia nie miaty
wptywu takie parametry jak obecnos¢ LOH, Grade, postac¢ histologiczna
guza, stezenie Ca 125, wiek pacjentek czy wywiad rodzinny.

Wykorzystujac regresje logistyczng sprawdzono, ktére ze zmiennych
majg wptyw na wystgpienie mutacji BRCA1/2. W tej analizie uzyskano
znamiennos¢ wylgcznie dla obecnosci obcigzonego wywiadu rodzinnego u
pacjentek z rakiem jajnika (p=0,000018). Nie uzyskano znamiennosci dla
innych zmiennych: LOH analizowanych markeréw, postaci histologicznej

guza, Grade, FIGO i wieku.
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Nie stwierdzono zalezno$ci statystycznych pomiedzy obecnoscig utrat
heterozygotycznosci analizowanych markeréw a wiekiem, rozpoznaniem

histologicznym, wywiadem rodzinnym oraz obecnoscig mutacji genu BRCAZ2.
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Pomimo iz, zjawisko utraty heterozygotycznosci (LOH) wydaje sie by¢
czestym zjawiskiem w rakach nabtonkowych jajnika, wcigz jego znaczenie
oraz funkcja rokownicza w tym nowotworze nie sg poznane. Cho¢ w teorii
Knudsona LOH jest drugim etapem do inaktywacji obu alleli genu
supresorowego, nie jest to jedyny mechanizm prowadzacy do utraty funkcji
supresorow [67, 191]. Badanie LOH umozliwia takze mapowanie genéw
supresorowych (TSG) i poszukiwanie w wybranych regionach
chromosomowych nowych genéw kandydatow na supresory. Faktycznie w
ten sposob zidentyfikowano rézne geny supresorowe, np.: CDKN2A w
czerniaku ztosliwym (9p21) [28]. Zjawisko LOH wystepowato rowniez w
regionach chromosomowych, w ktérych nie zidentyfikowano jak dotad
zadnych kandydatéw na TSG. Potwierdza to wynik badania LOH w czterech
markerach z chromosomu 15 i 16 w ponizszej pracy, zlokalizowanych w
regionach, w ktérych nie opisywano potencjalnych Ilub znanych TSG.
Jongsma A.P.M. i wsp. [82] poréwnywali wyniki utrat heterozygotycznosci na
chromosomach 13 i 15, na ktorym LOH stanowity wyjsciowg wartos¢ do
oceny utrat z réznych regionédw chromosomu 13. Uzyskali oni dla
chromosomu 15 warto$s¢ 20% czestosci utrat przy zatozeniu, ze czestosé
utrat = 50% wskazuje na obecnos¢ genu o charakterze supresorowym, przy
zachowaniu granicznej wartosci retencji allela 50%. W przypadku obecnej
pracy dla chromosomu 15 utrat uzyskano wiecej, bo az 36% w obu
markerach, ale zastosowano tagodniejsze warunki oceny utraty, poniewaz
juz redukcja wysokosci piku o 30% oznaczata utrate heterozygotycznosci.
Zaobserwowana wysoka czesto$¢ jednoczesnych wutrat markerow z
chromosomu 17 (25 — 37%) oraz z chromosomu 13q (24 — 33%) wraz z
wysokg czestoscig utrat z chromosomu 15 i 16 sugeruje, iz w rakach
nabtonkowych jajnika czesto tracone sg duze fragmenty chromosomow.
Potwierdzajg to analizy cytogenetyczne prowadzone w rakach jajnika, gdzie
uzyskiwano w wiekszosci bardzo ztozone kariotypy z licznymi rearanzacjami
[197, 85]. Potwierdzajg to réwniez inni badacze zajmujacy sie analizg LOH w
rakach jajnika, ktorzy w swoich analizach stwierdzali wystepowanie w guzach
zrowno licznych utrat markerow, a w badaniu cytogenetycznym monosomie
chromosomu 17 [30, 45].
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W przypadku analizy utrat poszczegdlnych markeréw zlokalizowanych
na chromosomie 17 nie uzyskatam szczegdlnie wysokich czestosci dla
markerow zlokalizowanych wewnatrzgenowo BRCA7. Wysokie czestosci
dotyczyly innych losowo wybieranych markeréw: D17S1880 i D17S1811. W
przypadku markera D17S1880 w jednej z ostatnich publikacji Maquire i wsp.
[110], poprzez badanie CGH i LOH w potgczeniu z danymi z genome wide
linkage scan w rakach piersi wytypowali region zawierajacy potencjalne geny
predyspozycji pomiedzy markerami D17S1880 i D17S1293. Co prawda,
badanie 10 genéw z wybranego fragmentu chromosomu 17 u czionkéw
rodzin wysokiego ryzyka zachorowania na raka piersi z wykluczonymi
mutacjami gendw BRCA1/2 nie wykazato obecnosci mutacji w tych genach.
Niemniej, autorzy postulujg dalszg analize molekularng chromosomu 17. Nie
mozna wykluczy¢, iz wysokie czestosci LOH wybranych markeréw moga
oznaczac¢ sgsiedztwo potencjalnych genéw supresorowych, ale mogg to byc¢
rowniez przypadkowe zbieznosci.

Wzrost liczby markerow mikrosatelitarnych o znanej lokalizacji w
obrebie badanych regionéw chromosomowych spowodowat, ze mapy utrat
uzyskiwane dzieki analizie utrat alleli stajg sie coraz bardziej skomplikowane.
Czesto tez dla réznych nowotworow, a nawet dla podtypow tego samego
nowotworu uzyskuje sie rozne wzory utrat. A wiec na bazie zjawiska LOH, z
wykorzystaniem np.: analizy mikromacierzy mozna klasyfikowaé
poszczegolne podtypy guzdéw. Takie rozroznienie jest mozliwe w przypadku
locus 16922 i utrat markeréw obrebie genu E-kadheryny wystepujacych w
raku zrazikowym piersi, ale juz nieobecnych w raku przewodowym piersi [28].
W badaniach CGH czestoéci utrat z chromosoméw 13q, 17p i 17q sg
wysokie w rakach surowiczych (ponad 50%), co wyrdznia je sposréd innych
typdw histologicznych raka jajnika [127]. W obecnej pracy nie stwierdzono
zaleznoéci pomiedzy typem histologicznym guza, a obecnoscig utrat
poszczegdlnych markeréw lub ich grup, co moze wynika¢ ze znacznej
przewagi w badanej grupie rakow nabtonkowych surowiczych w wysokim
stadium zaawansowania. Jednoczesnie mogto to zawazy¢ na ogolnie
wysokiej czestosci wykrywanych LOH.

W niniejszej pracy zaobserwowano istotny statystycznie zwigzek

pomiedzy LOH czesci markerdw, a stopniem dojrzatosci histologicznej guza.
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Zjawisko to dotyczyto pieciu sposrod osSmiu markeréw z chromosomu 17 i
dwéch z chromosomu 13. W pracy Pieretti i wsp. [141] z zastosowaniem
innych markerow, czesciowo opartych o analize RFLP, uzyskano podobnie
zwigzek pomiedzy czestym wystepowaniem LOH, a wysokim G i FIGO w
rakach nabtonkowych jajnika. A wiec wystepowanie LOH na chromosomie 17
wydaje sie towarzyszy¢ progresji guza, powodujgc gwattowny rozwoj wysoce
ztosliwego guza.

Zwigzek pomiedzy stopniem FIGO a zjawiskiem LOH uzyskano
zaledwie w przypadku jednego markera D13S260. Doniesienia na temat
zaleznosci zjawiska LOH i FIGO w rakach jajnika wykazujg rozbiezne wyniki.
W pracy Bozzetiego [16] na 23 sporadycznych guzach nabtonkowych 14%
LOH byto wykryte w guzach o wczesnym stopniu zaawansowania, a az 44%
w guzach o wysokim stopniu zaawansowania klinicznego. Najwyzszg
czestosc¢ utrat zaobserwowano w rakach surowiczych. W pracy Manderson i
wsp. [108] dla badanych markeréw z locus genu BRCA1 wykazano rowniez
zwigzek LOH z FIGO Il i IV oraz z wysokim G. W niniejszej pracy nie
wykazano zréznicowania czestosci utrat pomiedzy dwiema utworzonymi
grupami: guzow surowiczych i pozostatych podtypdéw histologicznych. Nie
udato sie réwniez wyrdzni¢ osobno grupy rakéw sluzowych, ktérych na 156
badanych przypadkéw bylo zaledwie 11. Niemniej wsréd guzow z tym
rozpoznaniem histopatologicznym nie znalazta sie zadna z pacjentek z
mutacja. W pracy na grupie 200 rakéw jajnika Werness i wsp. [192]
podkreslili, ze nie znalezli mutacji BRCA71 wsrdéd swoich przypadkow rakow
Sluzowych (12 w porownaniu z 124 surowiczymi), co byto zgodne z czesScig
obserwacji innych autoréw [146].

Fakt, ze w zasadzie w zadnej innej pracy z wykorzystaniem markera
D17S260 w dostepnej literaturze nie opisano powigzania LOH z FIGO
wydaje sie tlumaczy¢, ze zaistniata zaleznos¢ w mojej pracy jest
przypadkowa. Nie stwierdzenie zaleznosci pomiedzy utratami wiekszej liczby
markeréw i FIGO moze wskazywac, co bylo sugerowane przez innych
autoréw, ze LOH jest wczesng zmiang. Utraty heterozygotycznosci byty
obserwowane jako wczesne zmiany w carcinoma in situ wykrywanym
przypadkowo u nosicielek mutacji BRCA1, ktére decydowaly sie na

histerektomie i obustronng salfingooforektomie. Badacze sugerowali, iz
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zaréwno wysoka immunoreaktywnos¢ TP53 jak i tez LOH z locus BRCA1
znajdowane w naciekach podscieliska sg jednym z pierwszych etapow
kancerogenezy w raku jajnika i sg wyznacznikiem inwazyjnosci guza [192].
Inni autorzy nie uzyskali zaleznosci pomiedzy LOH, a stopniem FIGO czy G
ani tez z wiekiem pacjentek [82, 191]. Moze to by¢ ttumaczone, czego tez nie
mozna poming¢ obecnie, ze w badanej grupie przewazaty raki surowicze w
zaawansowanych stopniach rozwoju klinicznego (FIGO Il i IV) [82].
Niespodziewany jest wynik statystycznie pozytywnej korelacji
pomiedzy medianami wyjsciowego stezenia CA 125 w grupie chorych z
utratami markera D17S1323 (zlokalizowany w intronie 12 genu BRCAT),
D17S1880 i D17S1861 (markery znajdujgce sie 3’ i 5" blisko w stosunku do
BRCA1: patrz tab. 6) oraz brakiem takiej korelacji dla pozostatych badanych
markeréw. Poziom CA 125, jak juz to nadmieniono we wstepie, jest
podwyzszony w 75-90% przypadkow raka jajnika i jest uznanym markerem,
jesli idzie o ocene odpowiedzi na leczenie i wykrywanie wznowy [155]. Jest
uwalniany z powierzchni komérek nowotworowych juz we wczesnej fazie
rozwoju guza, ale dopiero w zaawansowanych postaciach raka jego ilos¢
znacznie wzrasta. Oznacza to, ze stezenie CA 125 koreluje ze wzrostem
stopnia FIGO [155, 185]. W przypadku zjawiska LOH wydawatoby sie, ze
ewentualnym wytlumaczeniem zaistniatej korelacji jest zwigzek LOH oraz
stopnia zaawansowania histologicznego G. Co prawda, zaistniata korelacja
nie dotyczy wszystkich markerow, ktérych LOH byly zwigzane z wysokim
stopniem G. Opisywano juz wczesniej zaleznos¢ miedzy wyzszym srednim
poziomem CA 125 w surowicy chorych, a niskim stopniem zréznicowania
histologicznego [189, 23], aczkolwiek nie wszyscy autorzy potwierdzali te
obserwacje [155]. Stopien zréznicowania histologicznego G odpowiada za
zmiany wysokosci preoperacyjnego stezenia CA 125 w poszczegolnych
stopniach FIGO [18]. W przeprowadzonej ostatnio analizie wieloosrodkowej
dotyczacej raka jajnika w | stopniu FIGO w Australii na podstawie danych
uzyskanych od 518 pacjentek zaobserwowano zwigzek pomiedzy CA 125
powyzej 30 U/ml w surowicy a nizszym stopniem G, FIGO IB lub IC,
niesluzowym typem raka i starszym wiekiem pacjentki [133]. Pojawiajq sie
rowniez proby potgczenia oceny poziomu CA 125 w osoczu oraz innych

czynnikow np.: stezenia DNA osoczowego i niezrownowazenia allelicznego
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(Al) w celu uzyskania nowych testow diagnostycznych w raku jajnika [21].
Faktycznie, w przypadku kobiet z grupy wysokiego ryzyka raka jajnika -
nosicielek mutacji BRCA1/2, jak dotad jedynym narzedziem w monitorowaniu
pojawienia sie objawdéw choroby nowotworowej jajnika jest pomiar CA 125
oraz USG dopochwowe. Taka strategia badania przesiewowego jest jak
dotad jedyng mozliwg do zastosowania w drugiej, znacznie liczniejszej grupie
wysokiego ryzyka, mianowicie u kobiet w wieku pomenopauzalnym > 50 roku
zycia, ktére sg narazone na wystepujgce w 90% postacie sporadyczne raka
jajnika. Obecnie trwajg dwa duze badania grupy kobiet w wieku 54-74 |at,
gdzie prospektywnie oceniane bedg CA 125 i USG oraz ich wplyw na
Smiertelnos¢ [32]. Badania przesiewowe ogdlnej populacji obecnie nie sg
mozliwe do przeprowadzenia. Natomiast w grupie kobiet nosicielek mutaciji
BRCA1/2 w ramach poradnictwa istotnym jest udzielenie informacji o
mozliwosci przeprowadzenia zabiegu usuniecia jajowodow i jajnikow [116].
Mimo iz oczekuje sie, ze zjawisko LOH powinno nieS¢ ze sobg
mozliwos¢ wybrania markeréw niosgcych informacje prognostyczng [14], w
przypadku niniejszej pracy zaden z markerdw, ani tez poszczegdélne grupy
markerdow nie korelowaty znamiennie z obcigzonym wywiadem u pacjentek.
W niektorych doniesieniach zjawisko LOH byto opisywane jako wyroznik
nosicielek mutacji w przypadku zaledwie dwojga chorych cztonkéw rodziny.
W publikacji opisujacej badania LOH siéstr chorujgcych na raka piersi w
Islandii, w ktérej autorzy w tym celu wykorzystali miedzy innymi markery
D17S1323, D17S855 oraz D13S267, D13S171, D13S260 i D13S1246
uzyskano wysoki stopien predykcji dla pozytywnego wyniku mutacji [3].
Podobnie w pracy Geislera [52] w 221 prébkach raka jajnika, otrzewne;j i
jajowodu dokonano analizy LOH przy pomocy markerow D17S855,
D17S1322 i D17S1323. W 121 prébkach z utratami (48%) i
nieinformacyjnych (6,8%) po przeprowadzeniu analizy mutacji przy pomocy
techniki PTT, uzyskano 33 (27,3%) nieprawidtowych wynikow i znaleziono po
przesekwencjonowaniu 18 mutacji germinalnych i 15 somatycznych, co
pozwolito na stwierdzenie, ze stosunek LOH/przypadki nieinformacyjne moze
stuzy¢ do selekcji prébek z mutacjami i zwieksza prawdopodobienstwo
znalezienia mutacji z 23 do 37% w wyselekcjonowanej grupie przypadkow.

Pozytywny wywiad rodzinny jako wartos¢ selekcji dat znacznie gorszy wynik,
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gdyz pominiete zostaty 20 z 33 wykrytych przypadkéw z mutacjami, gdzie w
przypadku LOH nie zostat pominiety zaden. Zjawisko LOH nie pozwolito na
wyselekcjonowanie przypadkow mutacji typu zmiany sensu oraz rakéw z
bialleliczng metylacjg promotora BRCA1, aczkolwiek mutacje missense w
wiekszosci nie majg potwierdzonego funkcjonalnego znaczenia, natomiast
metylacja promotora nie wydaje sie odgrywac znaczacej roli w przypadku
dysfunkcji BRCA1 [52].

W obecnej pracy uzyskano znamienno$¢ w przypadku poréwnania
obecnoéci utrat niektorych markeréw z chromosomu 17 jak rowniez wysokiej
liczby utrat (=5) i mutacji BRCA1. Poniewaz w przeprowadzonej analizie nie
byly to korelacje z markerami wewnatrzgenowymi BRCA1, tylko z innymi
markerami, w ktérych lokalizacjach nie opisano jak dotad gendw
zaangazowanych w proces nowotworzenia, wynik ten wydaje sie by¢
przypadkowy. ZnamiennosS¢ ta nie utrzymata sie w dalszej analizie
wieloczynnikowej. Ocena utrat heterozygotycznosci markeréw
wewnagtrzgenowych BRCA1T lub markeréw flankujagcych BRCAZ2 nie data w
analizie statystycznej wynikdéw odbiegajacych od wynikow uzyskanych dla
pozostatych markeréw z chromosomow 17 i 13q. Utrata heterozygotycznosci
moze by¢ efektem niestabilnosci genomu komoérki rakowej i wczesng zmiang
wtérng do pierwotnych, krytycznych zmian na poziomie molekularnym [28].

W  przypadku chromosomu 13 utraty heterozygotycznosci
zlokalizowane w prazku 13q12-13 nie muszg dotyczy¢ locus BRCA2. Mogg
dotyczy¢ innych gendw w tym regionie, np.: RB1, ktory czesto ulega utratom
w raku jajnika [46]. W przeprowadzonej przez nich analizie utrat z locus
BRCAZ2 z uzyciem markerow D13S260, D13S171 i D13S267 wykazali w seriii
85 nieselekcjonowanych guzéw wysokg czestosé utrat wynoszacg 46%.
Autorzy tej pracy szukali jednoczesnie mutacji somatycznych BRCAZ2, ktore
wykryto zaledwie w dwdch przypadkach. Przy okazji znaleziono dwie mutacije
germinalne, obie w obrebie eksonu 11 BRCAZ2, ktére w obrazie sekwencji
wykazywaty w guzie utraty linii dzikiej, podobnie jak w potowie przypadkdéw w
obecnej pracy. Réwniez w innych doniesieniach autorzy rozwazajg istnienie
innych gendéw supresorowych w bliskim sgsiedztwie genu RB71 (13q14), a
takze w innych, ulegajgcych czestym utratom regionach, 13g11, 13921.1-3,
13922-31, 13932 i 13q32-4. W ostatnim z wymienionych znajduje sie marker
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D13S5285, w ktérym najczesciej wystepowato zjawisko LOH w obecnej pracy
[82].

Wyniki badan markerow mikrosatelitarnych wsrod nosicieli mutacji
BRCA1 lub BRCA2 w Polsce opublikowat Goérski i wsp. [58], ktorzy badali w
30 rodzinach, gdzie co najmniej trzech krewnych chorowato na raka piersi i
lub jajnika, mozliwos¢ zastosowania analizy markeréw satelitarnych do
odréznienia os6b z konstytutywnymi mutacjami od zdrowych cztonkéw
rodziny. W badaniu wykorzystano szesc¢ polimorficznych markerdw, z ktérych
cztery zostaty uzyte w mojej pracy i analizowano je w sposdb poréwnywalny
z zastosowanym w obecnej pracy u dwoch chorych czionkéw z kazdej
rodziny. Badane byly tzw. czeste allele BRCA1 i 2, aczkolwiek autorzy nie
wyjasniajg, na jakiej podstawie oszacowano, ktore z alleli analizowanych
STR sg czeste w Polsce i dlaczego czeste allele tych markeréw miatyby by¢
zwigzane z wystepowaniem mutacji genow BRCA1 i 2, gdyz nie byta to
typowa analiza sprzezen. Nie zostato podane, czy badani byli zdrowi
cztonkowie rodzin, ktorzy nie okazali sie by¢ nosicielami mutacji. Na
podstawie tej analizy wykluczono 8 par krewnych, natomiast w jednej z tych
,wykluczonych” rodzin wykryto nosicielstwo mutacji 300T/G. Z kolei wsrod 14
rodzin, u ktérych nie wykazano mutacji typu founder BRCA1 za pomocg
eliminacji poprzez analize alleli wykluczono zaledwie trzy rodziny. Cho¢ w
tekécie autorzy dopuszczajg te metode jako pomocng i obnizajacq
nieznacznie koszty analizy, to jednak tytut publikacji podkresla brak
uzytecznosci takiego zastosowania markerow polimorficznych do wykrywania
nosicieli mutacji BRCA1/2 [58].

Czesto tracony w obecnej pracy flankujacy BRCA2 marker D13S171
[167, 45, 131], wczesniej byt uwazany za marker wewnatrzgenowy BRCA2
[33]. Marker ten zostat w 2001 roku przypisany innemu, sgsiadujgcemu od
strony telomeru genowi APRIN (AS3), ktory ma by¢ negatywnym regulatorem
proliferacji komorkowej [49]. W literaturze przypisywano genowi AS3 role
potencjalnego genu supresorowego w rozwoju raka zotadka, wigzac jego
utraty z przerzutami tego nowotworu do weztéw chtonnych [66] oraz w
komoérkach raka prostaty [50], aczkolwiek brak nowszych doniesien
potwierdzajgcych ten zwigzek. Niemniej czes¢ autoréw w badaniach LOH

nadal wykorzystuje w badaniach ten marker [58]. Nie mozna wykluczy¢, ze

89



7. Dyskusja

wysoka czestos¢ utrat odnotowana w tym markerze, czesciowo jest
zwigzana z genem AS3, a nie z BRCA2. Geck [49] w swoim komentarzu
sugerowat, ze szczegOlnie niska czestos¢ mutacji BRCA2 w niektorych
pracach, np. Gérskiego z 2000 i innych cytowanych autoréw, to efekt
obecnoséci ,zamaskowanego” przez obecno$¢ genu BRCA2 innego genu
supresorowego z jego bliskiego sasiedztwa. Gen AS3 i jego
wewnatrzgenowy, jak ostatecznie zostato to udowodnione, marker D13S171,
poprzez role w negatywnej regulacji proliferacji w komorkach raka prostaty
wchodzi w spektrum rakéw zwigzanych do tej pory z nosicielstwem mutac;ji
BRCAZ2. Gen AS3 moze okazac sie potencjalnym genem zwigzanym z tzw.
zespotem BRCAZ2, aczkolwiek brak doniesien na temat wystepowania mutac;ji
w obrebie tego genu.

Rodzaje i czestos¢ poszczegdinych mutacji gendw BRCA1T i 2 wykryte
W niniejsze pracy odbiegajg od dotychczas podawanych w literaturze
polskiej. W innych badaniach pochodzacych z naszego osrodka wsrod 60
rodzin z wysokim ryzykiem dziedzicznej postaci raka piersi i/lub jajnika
rowniez przewazata mutacja 5382insC w eksonie 20 BRCA1 (10%), ale
kolejng najczestszg mutacjg byta 300T/G (5%). Mutacje 3819del5 wykryto
tylko u jednej pacjentki z rakiem jajnika, natomiast w mojej pracy wystapita az
czterokrotnie [135]. Niemniej 3819del5 jest czesto wykrywana mutacjg w
naszym os$rodku ws$rdd pacjentow badanych z powodu obcigzonego
wywiadu rodzinnego dziedziczng postacia raka piersi i/lub jajnika.
(Perkowska M. dane niepublikowane) Co prawda, w pracy Majdak i wsp.
[105] dotyczacej innych przypadkdéw raka jajnika z Kliniki Ginekologii,
Instytutu Potoznictwa i Chordéb Kobiecych w Gdansku nie znaleziono ani
jednego przypadku mutacji 3189del5 [105]. W badaniach z osrodka w
Pomorskiej Akademii Medycznej przeprowadzonych w 200 rodzinach, wsréd
ktorych 100 posiadato obcigzony wywiad rodzinny w kierunku raka piersi i/lub
jajnika wykryto w przewazajgcej liczbie mutacje 5382insC (34%), 300T/G
(15,5%) oraz 4154delA (6%), natomiast 3189del5 wystgpita w zaledwie 3
przypadkach [59]. Jedynie w pracy Jakubowskiej i wsp. na 21 badanych
obcigzonych rodzin w 10 wykrytych mutacjach 3189del5 wystgpita dwa razy,
5382insC trzy razy, 300T/G tylko raz i 4154delA tylko raz [77]. Poniewaz

praca Jakubowskiej pochodzi z tego samego osrodka co Gorskiego, nie
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wiadomo, czy czes¢ przypadkéw w obu pracach nie pokrywa sie. Z kolei w
badaniu Grzybowskiej i wsp. w grupie 47 rodzin z obcigzonym wywiadem nie
znaleziono innych mutacji BRCA1 niz 5382insC (11 przypadkdéw) i 300T/G (1
przypadek) [64]. W pracy z Katedry Endokrynologii, Centrum Onkologii w
Warszawie badanie SSCP genu BRCA171 umozliwito wykrycie tylko mutac;ji
5382insC i 185delAG wsréd chorych z rakiem jajnika. Badanie to byto
ograniczone do przypadkéw z rodzinnym wystepowaniem raka jajnika [169].
W zasadzie, jesli chodzi o inne grupy badane w Polsce to wiekszos¢ analiz
prowadzona jest z zastosowaniem testu DNA (multiplex PCR) do wykrywania
trzech czesto wystepujacych w Polsce mutacji genu BRCA1: 5382insC,
300T/G, 4154delA. Nie wykonywano tez analizy catego eksonu 11 tego genu
[78, 79, 115]. Z tego wzgledu trudno oceni¢ na ile obecny wynik wyrdznia
badang populacje w stosunku do pozostatych regiondéw kraju. Wbrew
oczekiwaniom, w obecnej pracy zaledwie jeden raz wykryta zostata mutacja
zatozycielska 300T/G, co moze rowniez byC zwigzane z odmiennoscig
badanej grupy, ktéra dotyczyta nieselekcjonowanych chorych z rakiem
jajnika.

Uzyskana w niniejszej pracy czestos¢ mutacji germinalnych genow
BRCA1 i BRCA2 w nieselekcjonowanej grupie pacjentek z rakiem jajnika
(13,9%) jest jedng z wyzszych w poréwnaniu z wynikami badan innych
autoréow, prowadzonymi zaréwno w kraju, jak tez na Swiecie. Najwyzsze
czestosci mutacji germinalnych BRCA1/2 stwierdzono w populacji Zydéw
Aszkenazyjskich (35,7-41%) [68, 118]. Poza naszg populacjg (13,5%) [115]
wysokie czestosci w nieselekcjonowanych przypadkach raka jajnika
podawano w Pakistanie (15,8%) [100], Kanadzie (11,7%) [152] oraz na
Wegrzech (11%) [186]. W przypadku wiekszosci pozostatych badan czestos¢
mutacji nie przekracza 10% [138]. Wydaje sie, ze w przypadku badan
przesiewowych badanie catych gendw poprzez sekwencjonowanie petnych
czesci kodujgcych gendéw oraz duzych rearanzacji genomowych BRCA1
zwiekszajg tylko nieznacznie czestos¢ wykrywanych mutacji. Dzieki tego
rodzaju analizie genow BRCA1 i 2 w jednej z ostatnio opublikowanych prac
wykryto 15,3% mutacji germinalnych w grupie 209 inwazyjnych rakow jajnika.
Po wytaczeniu z tej grupy osob pochodzenia aszkenazyjskiego liczba

wykrytych mutacji wynosi 14%, w czym znajdujgq sie dwa przypadki osob
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spokrewnionych [132]. O ile obecnie uwaza sie, ze 5-13% sposrod
przypadkow raka nabtonkowego jajnika jest wynikiem odziedziczenia mutaciji
w genie silnej predyspozycji do zachorowania na raka jajnika, to taka
rozpietos¢ wynika z tego, ze ogdtem w populacjach nieaszkenazyjskich
ryzyko ocenia sie na 5%, a w aszkenazyjskiej na az 20%. Niemniej sposrod
chorob nowotworowych dorostych rak jajnika cechuje sie najwyzszg
proporcjg przypadkoéw zwigzanych z genami podatnosci [22]. W jednym z
doniesien autorow ze Szwecji wykrywajg oni zarowno dos¢ wysokg liczbe
mutacji (8% w grupie 161 rakdéw jajnika), a takze podkreslaja, ze ich wyniki
oznaczajg, ze jedna na dziesie¢ chorych z rakiem jajnika jest nosicielkg
mutacji BRCA1 i zachoruje po 50 roku zycia [107].

W badaniu, ktére wczesniej byto przeprowadzone w innym materiale
nieselekconowanych rakoéw jajnika z Instytutu Ginekologii i Potoznictwa w
Gdansku wykryto mutacje genu BRCA1 w 9% przypadkéw, cho¢ badano
catos¢ sekwencji kodujgcych obu genow [105]. Réznica wydaje sie wynikac z
zupetnie innych metod przesiewowych analizy genéw zastosowanych w tych
badaniach. Podobnie znaczne zréznicowania czestosci wykrywanych mutacji
pomiedzy poszczegdinymi  populacjami sg zalezne od czutosci
zastosowanych metod przesiewowych badania mutacji jak rowniez od roznic
etnicznych i obecnosci efektu zatozyciela.

Kontrowersyjna mutacja 4154delA okre$lana jako zatozycielska dla
populacji Polski, ktéra w naszym osrodku dotychczas nie byta wykrywana,
zostata w obecnym badaniu znaleziona u jednej pacjentki. Grupa wykrytych
mutacji w niniejszej pracy jest jedng z liczniejszych w oparciu o prace
podsumowujgce dokonania réznych grup badawczych jak i najnowsze
doniesienia [115, 132], a poniewaz badane byty nieselekcjonowane
przypadki raka jajnika, to nic nie wskazuje, aby mutacja 4154delA byta
trzecig z mutacji zatozycielskich, co jest proponowane przez autoréow z Polski
[57, 59]. Obserwacje w niniejszej pracy potwierdzajg wyniki Grzybowskiej i
wsp [64], ktorzy réwniez nie wykryli obecnosci tej mutacji. Niedawno
opublikowana praca Gronwalda i wsp. [62] sugeruje, iz ta mutacja moze by¢
mutacjg zatozycielskg na Litwie. Wykazata ona najwyzszg czestosc
wystepowania (69%) sposréd badanych testem multiplex-PCR 13 litewskich

rodzin z wysoce (>60%) ryzyko wystgpienia mutacji) obcigzonym wywiadem
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rodzinnym [62]. Wysoka czesto$¢ nosicielstwa tej mutacji potwierdzita sie
rowniez w innej pracy na nieselekcjonowanej grupie przypadkow réznych
nowotworéw ginekologicznych, w tym raka jajnika, oraz rakow piersi [183].
By¢ moze réznice w czestosci mutacji 4154delA wsrdd probek pochodzacych
Z naszego regionu i zachodniopomorskiego mozna ttumaczy¢ obecnos$cig na
terenach nadodrzanskich rodzin, ktére migrowaty ze wschodnich terenow
Polski w trakcie ruchéw ludnosci po Il Wojnie Swiatowe;.

W niniejszej pracy jedng z mutacji genu BRCA1 ze znalezionych w
badaniu matej grupy oséb z licznymi utratami z chromosomu 17 i bez utrat
zmiang jest mutacja 1806C/T. Ogotem trzy mutacje w eksonie 11 genu
BRCA1 w tak nielicznej grupie zwracajg uwage na mozliwos¢ czestego
wystepowania u pacjentek z rakiem jajnika innych niz wymieniane powyzej
mutacje genu BRCA1 uwazane za zatozycielskie. Mutacja 1806C/T wystapita
az w dwoch przypadkach, w czym jeden z nich (nr 100) to guz, w ktérym nie
znaleziono obecnosc¢ utrat heterozygotycznosci markeréw z chromosomu 17.
Pokazuje to raczej brak powigzan pomiedzy obecnoscia LOH
wykorzystanych w pracy markeréw i wystepowaniem mutacji BRCA1, gdyz
mimo, ze utraty heterozygotycznosc¢ dotyczyty wiekszosci nosicielek mutacii
BRCA1/2 w danej pracy, to rowniez byly czesto znajdowane wsréd
pozostatych przypadkéw. Mutacja 1806C/T jest mutacjg zatozycielskg w
Szwecji [80] i moze poprzez migracje ludnosci naszych krajéw byc¢
znajdowana w populacji polskiej. Potwierdza to rowniez zgtoszenie w bazie
BIC, gdzie 1806C/T zostata miedzy innymi odnotowana u osoby o
pochodzeniu polskim [180]. Mutacja ta zostata réwniez odnotowana w innych
populacjach europejskich: w Hiszpanii i Czechach [162, 145]. Wskazane
wydajg sie dalsze badania majgce na celu okreslenie czestosci
wystepowania tej mutacji w naszej populacji oraz rozwazenie, gdyby byta
ona odpowiednio czesta, o wtgczeniu jej do panelu analizowanych mutaciji
genu BRCA1. Znalezienie tej mutacji u pacjentki nr 161 z negatywnym
wywiadem rodzinnym unaocznia, iz ograniczenie sie wytgcznie do badania
mutacji 5382insC, 300T/G i 4154delA moze przyczyni¢ sie do pominiecia
innych czestych w naszej populacji mutacji (3189del5, 185delAG), co

potwierdzita Perkowska [135] oraz wyniki obecnej pracy.

93



7. Dyskusja

Mutacja 3819del5 jest, podobnie jak mutacja 4154delA, mutacjg
czesto znajdowang w sasiadujacych z Polskg krajach. W publikacji Grudininy
i wsp. [63] na populacji oséb z St. Petersburga, autorka podaje jako
najczestsze dwie mutacje 5382insC oraz 3819del5, a takze wymienia wsrod
znalezionych zmian molekularnych mutacje 3875del4, ktéra pojawiata sie
wsrdd ludnosci rosyjskiej z innych regionéw kraju. 3819del5 (11,4% mutaciji
BRCA1) byfta réwniez drugg co do czestosci mutacjg germinalng po
5382insC (51,4%) w pracy czeskich autoréw. Podobnie w tej pracy u jednej z
os6b stwierdzono 3875deld4, ktéra jest czesto znajdowang mutacjg w
populacji Centralnej Europy [145]. Mutacja 3819del5 na podstawie doniesien
z poprzednich prac z naszego osrodka oraz obecnych wynikow powinna
zdecydowanie znalez¢ sie wérdd mutacji badanych w ramach podstawowego
testu przesiewowego dla chorych z rakiem jajnika. Co do wykrytej jedynie u
jednej pacjentki z grupy nieselekcjonowanych rakow jajnika mutacji
185delAG to jako jedna z mutacji zatozycielskich wsréd oséb pochodzacych
od Zydoéw Aszkenazyjskich jest ona na tyle czesto znajdowana w populacji
polskiej [169], ze by¢ moze przewyzsza swojg czestoscig mutacje 300T/G
wsréd rodzin z obcigzonym wywiadem (Perkowska M. dane niepublikowane).

Natomiast stwierdzona w obecnej pracy korelacja wystepowania
mutacji BRCA1 z mtodszym wiekiem pacjentek byta juz wczesniej poruszana
przez innych autoréow. Tak w przypadku nosicielek mutacji genu BRCA1
zachorowanie na raka jajnika przypada na $rednio 5-10 lat mtodszy wiek w
poréwnaniu z pacjentkami ze sporadycznymi postaciami raka jajnika [132,
152]. W mojej pracy $redni wiek zachorowania na raka jajnika w przypadku
nosicielki BRCA1 wynosit 50,95 lat, natomiast przypadkéw bez stwierdzonej
mutacji 57,44 lat. W pismiennictwie raki jajnika zwigzane z nosicielstwem
mutacji genu BRCAZ2 nie wykazujg takiej réznicy w czasie zachorowania.
Podobny wynik otrzymano w trakcie obecnych obliczen (60,5 lat), cho¢ moze
on by¢ mato wiarygodny, gdyz uzyskany w grupie zaledwie czterech
przypadkow. Niewielka réznica wieku w przypadku nosicielek mutacji BRCA1
i podawany w literaturze identyczny jak w przypadkach sporadycznych wiek
zachorowania na raka jajnika u nosicielek BRCAZ2 wskazuje, ze starszy wiek
(> 50 lat) nie powinien by¢ w przypadku raka jajnika dyskwalifikujgcym do

badania molekularnego tych dwoch gendw.
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W grupie pacjentek z germinalng mutacjg genéw BRCA odnotowano
zachorowanie na raka jajnika u jednej z pacjentek (255) w wieku az 78 lat z
obcigzonym wywiadem rodzinnym. Inng pacjentkg w starszym wieku jest
chora nr 93 (76 lat), gdzie niestety nie jest znany wywiad. W przypadku
starszych pacjentek czesto pomija sie fakt, iz zachorowanie na raka moze
mie¢ podioze dziedziczne, a podawana w wiekszosci literatury penetracja
gendw BRCAT1 i 2 siega do 70-75 roku zycia. Nosiciel mutacji w genach
BRCA moze dozy¢ wieku 80 i wiecej lat, i nie zachorowac na zadng z chordb
nowotworowych ze spektrum zespotow BRCA. Natomiast w analizie
rodowodowej osoba taka bedzie informatywnym krewnym, ktéry wymaga,
podobnie jak mtodze pacjentki diagnostyki molekularnej [104]. W przypadku
modeli obliczajgcych prawdopodobienstwo znalezienia mutacji w genach
BRCA1/2, ktére zostaty wyliczone na podstawie korelacji fenotypowo-
genotypowych pomiedzy osobami bedacymi nosicielami takich mutacji,
dochodzi do zanizania ryzyka mutacji w przypadkach wytgcznie raka jajnika u
os6b w starszym wieku (program komputerowy BRCAPRO), w ktorej to
grupie tez spotyka sie nosicieli [22].

W ponizszej pracy odnotowano statystyczne réznice w przezyciach
pomiedzy grupa nosicielek mutacji, a pozostatymi pacjentkami z rakiem
jajnika (p=0,0079), gdzie dtuzsze przezycia zaobserwowano u nosicielek
mutacji germinalnych genéw BRCA1 i 2. Jedynym, prawdopodobnie losowo
korelujgcym z przezyciami w analizie log-rank markerem mikrosatelitarnym
byt D17S1861. Korelacja nie potwierdzita sie w dalszych obliczeniach, gdzie
jedynymi niezaleznymi czynnikami wptywajgcymi na dtugos¢ przezycia
okazaty sie obecnos¢ mutacji BRCA1/2 oraz stopien FIGO. W literaturze
istniejg sprzeczne doniesienia na temat korelacji obecnosci mutacji BRCA1/2
i dtuzszych przezy¢ tych pacjentek z rakiem jajnika, ktére przedstawione
zostaty w pracy przegladowej [138]. W pracy Ben Davida Y. i wsp. [9] réwniez
obserwowano dtuzsze przezycia nosicielek mutacji BRCA, niezaleznie od
wieku, stopnia FIGO i wywiadu rodzinnego. Autorzy podkreslali, ze nie jest to
wynikiem wczesnej wykrywalnosci choroby nowotworowej wsrod nosicielek.
Przytoczono roéwniez dwa prawdopodobne mechanizmy powstania tego
Zjawiska zaproponowane przez Boyd i wsp. [15], wedtug ktdrych inny

przebieg kliniczny choroby nowotworowej wynika z niskiej czestosci
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podziatébw komérkowych guza oraz lepszej odpowiedzi na chemioterapie [9].
W przypadku dziedzicznego raka piersi sytuacja nie jest w petni jasna, czesc¢
autorow jak przytaczana we wstepie Querzoli [148] podajg gorsze rokowanie
dla nosicielek mutacji BRCA1, ale istniejg rowniez prace, gdzie uzyskano
odwrotne wyniki. Czes¢ nosicielek mutacji BRCA1/2 moze nie byé¢
kwalifilkowana do badan genetycznych z powodu wczesniejszego zgonu,
gdyz guzy nosicielek sg bardziej agresywne niz kontroli sporadycznych [96].
Autorzy El-Tamer M. i wsp. [38] sugeruja, ze przyczyng mogg by¢ badania
prowadzone w poradniach genetycznych, gdzie preferencyjnie wtgczane sg
do badan kobiety, ktore zyjq i wyrazity zgode na badania, w przeciwienstwie
do kobiet, ktore zmarty przed wykonaniem badania. Ominiecie tego stanu
rzeczcy wymaga albo prowadzenia badan  prospektywnych —w
nieselekcjonowanych grupach pacjentek, albo wykorzystania
nieselekcjonowanych probek tkanek archiwizowanych podczas zabiegow
operacyjnych badaniach retrospektywnych [38]. W mojej pracy udato sie w
przypadku ogromnej wiekszosci pacjentek zebraé grupe
nieselekcjonowanych przypadkéw, aczkolwiek zaledwie czes¢ pacjentek (26)
byta obserwowana trzy lata i wiecej. Nalezy rowniez podkresli¢, ze w celu
uzyskania wystarczajagcej do analizy statystycznej liczby przypadkow z
mutacjg w populacji z nawet tak licznymi odnotowanymi w innych badaniach
czestosciami wykrywanych mutacji wsrdd chorych na raka piersi i/lub jajnika
nalezy zebraC materiat od srednio okoto 200 os6b, co mimo wzrastajacej
liczby zachorowan na raka jajnika w Polsce jest trudne ze wzgledow
organizacyjnych.

Wsrdéd znalezionych w niniejszej pracy czterech zmian w genie
BRCA2 powodujacych skrocenie biatka, jedna z mutacji: 4451delA nie
zostata dotad opisana w literaturze, jak réwniez nie wymienia jej baza BIC
[180]. Sposrod pozostatych trzech mutaciji réwniez 4668T/G oraz 6621del4
nie sg odnotowane w BIC, ale sg wymieniane w publikacjach dotyczacych
badan genu BRCA2 w Polsce [93, 102]. Wykrycie czterech przypadkéw
mutacji genu BRCAZ2 w stosunku do 17 przypadkow mutacji BRCA1
potwierdza przypuszczenie, ze mutacje BRCAZ2 stanowig w naszej populaciji
maty odsetek wsrdd dziedzicznych przypadkéw raka piersi i/lub jajnika.

Podobnie w pracy Perkowskiej i wsp. [135] z naszego osrodka, mutacje
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BRCA2 wystepowaty znacznie rzadziej niz w BRCA171 i zadna z nich
(4008delA, 7985G/A) nie powtorzyta sie w badanej grupie. Takze w pracy
Gorskiego wykryto zaledwie 7 przypadkow mutacji BRCAZ2 w stosunku do
122 mutacji BRCA71 i wsréd nich dwie znajdowaty sie w eksonie 11,
natomiast pozostate byty rozrzucone w innych regionach genu [59]. W pracy
Grzybowskiej jedna mutacja: 9631delC powtdrzyta sie az trzykrotnie, ale
sama autorka pracy przyznaje, ze nie wydaje sie, aby badana grupa 47
rodzin z predyspozycjg do dziedzicznego raka piersi i/lub jajnika z gérnego
Slasku byta reprezentatywna dla populacji polskiej [64]. Niewykluczone jest
rodziny ze zdiagnozowang 9631delC faczy wspoélne pochodzenie, niemniej w
badaniach w naszym osrodku gdzie badano cato$¢ sekwencji kodujacej
BRCAZ2 nie wykryto jej. Byta natomiast wsréd wynikow badania mutacji w
pracy Goérskiego z 2004, ale poniewaz w pracy tej czes¢ przypadkéw to
pacjenci z innych osrodkéw genetycznych w kraju, by¢ moze ten akurat
pacjent pochodzit z osrodka z Gliwic.

Wykryty w przypadku nr 709 w ponizszej pracy wariant D596H ze
wzgledu na jednokrotne wystgpienie oraz na szczegdlnie miody wiek (24
lata) pacjentki wydaje sie by¢ interesujgcym materiatem do dalszych badan.
Zmiana ta nalezy do powiekszajgcej sie wcigz grupy tzw. nieznanych
wariantow (UV), ktore sg czesto opisywane w zarowno BRCA1 (jedna trzecia
zgtoszen BIC) jak i BRCA2 (potowa zgtoszen BIC), ktére zazwyczaj sg
mutacjami missense lub delecjami w ramce odczytu i nie jest znany ich
wptyw na funkcjonalnosc biatka [180]. W pracy Gomez-Garcia podaje [56], ze
w grupie 16 oséb z oznaczonymi UV w genach BRCA1/2 przeprowadzone
badania kosegregacji w trzech rodzinach, poniewaz tylko one kwalifikowaty
sie do badan, wykazaly kosegregacje zmiany genetycznej z chorobg. W
rodzinach osob, u ktérych odnotowano zmiane UV rzadziej wystepujg krewni
z podobng zmiang oraz krewni, ktérzy przebyli chorobe nowotworowg w
poréwnaniu z rodzinami o0sO6b z mutacjami typu skracajacych produkt
biatkowy. Mozliwe, ze cze$¢ nieznanych wariantow jest réwniez zmianami
patogennymi, ale o nizszej penetracji, co ttumaczy¢ moze wtasnie rodzaj
zmiany genetycznej — jedynie mutacja punktowa. Programy do oceny ryzyka
wystgpienia patogennej mutacji (BRCAPRO, Myriad Il) réwniez wykazujg

nizsze prawdopodobienstwa w wybranych UV niz w przypadku mutacji o
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patogennym charakterze, aczkolwiek sg one znamiennie inne niz dla czesci
tzw.: ,neutralnych” UV [56].

W innej pracy poswieconej nieznanym wariantom obu genéw autorzy
podkreslajg znaczenie multidyscyplinarnego podejscia do klasyfikacji UV i
wigczenia analizy LOH jako kolejnej sktadowej w modelu, ktéry moze
pozwoli¢ na odroznienie zmiany istotnej klinicznie dla pacjenta i jego rodziny
od nieistotnej, poniewaz odnotowywano roznice w wysokosci czestosc utrat
pomiedzy guzami oséb z mutacjq i bez mutacji, jak rowniez zawsze utrate
allela prawidtowego [55]. Nie jest to jedyne doniesienie, w ktérym autorzy
powotujg sie na zjawisko LOH, jako potwierdzajgce patogennos$¢ zmiany
odnotowanej na razie jako nieznany wariant [113, 130]. W niniejszej pracy
uzyskano zaleznos¢ pomiedzy obecnoscig utrat a nosicielstwem mutacji dla
czesci markerow z chromosomu 17, natomiast taka zalezno$¢ nie dotyczyta
markerdw z chromosomu 13, gdzie wykryto nieznane warianty, co wynika
najpewniej ze zbyt matej liczby przypadkéw mutacji BRCA2. Ponadto w
prébce 225, gdzie guz pochodzit z preparatu parafinowego, a pacjentka
miata znang mutacje 3376T/A, w obrazie sekwencji DNA z guza we
fragmencie eksonu 11 genu BRCA71 uzyskano prawidtowy wynik
sekwencjonowania, a wiec uwidoczniono utrate allela z mutacja. Nie
odnotowano tego typu zjawiska w literaturze poswieconej analizie mutac;ji i
utratom alleli w rakach piersi lub jajnika z wyjatkiem przypadku podwdjnej
heterozygoty pod wzgledem mutacji BRCAT1 i 2, gdzie selektywnie
dochodzito do utrat, rowniez allela z mutacjg [8]. Natomiast opisano
przypadek nosicielki mutacji BRCAZ2, gdzie jednym 2z pierwotnych
nowotworéw, ktére u niej wystapity byt rak ptuc, ktérego analiza LOH
wykazata retencje allela prawidtowego w tkance guza. Zjawisko to mozna
ttumaczy¢ faktem, iz dla rozwoju raka ptuc mutacja BRCAZ2 nie jest istotng
zmiang genetyczng [13]. Dlaczego akurat w przypadku naszej pacjentki z
mutacjg 3376T/A utracony zostat allel z mutacjg jest trudnym pytaniem i
przypadek ten wymaga dalszych badan. Mozna przypuszczac, ze rowniez u
tej pacjentki z obcigzonym wywiadem rodzinnym w kierunku HBOC
wystepuje dodatkowa mutacja, gdzie w przypadkach rzadkich podwaojnych

heterozygot genéw BRCA1 i 2 r6zne zaburzenia genomu guza mogg dawac
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zréznicowany obraz utrat i zaktécaC szlaki przemian biatkowych w
komorkach.

Nalezy zauwazy¢, ze w grupie pacjentek, u ktorych nie
zdiagnozowano mutacji, nadal znajdujg sie osoby, u ktorych stwierdzono
pozytywny wywiad rodzinny (19 przypadkdéw). Podobng proporcje chorych z
pozytywnym wywiadem oraz rakiem jajnika i wykrytg mutacjg BRCA1/2 oraz
bez stwierdzonej mutacji podawali inni autorzy [52]. Nie mozna wykluczyc,
czy nie pominieto, ze wzgledu na badanie jedynie wybranych regionéw obu
gendw, innych mutacji o charakterze patogennym. W ocenie ryzyka
zachorowania na raka jajnika, gdy analiza byta ograniczona do badania
rodzin, gdzie nie wykryto mutacji BRCA1/2, ryzyko powtdrzenia sie raka
jajnika wynosi 11,6 i jest bardzo zblizone do tego dla rodzin nosicieli mutaciji,
ktére wynosi 11,9. Moze to oznaczac, ze réwniez wsrdd tych rodzin albo
wystepujg nie wykryte mutacje BRCA1/2, albo inne czynniki genetyczne, np.:
mutacje w innych genach zwiekszajace ryzyko u kobiet, u ktérych nie wykryto
mutacji genéw BRCA1/2 [22].

Poniewaz w publikacjach z terenu Polski dotyczacych badan genow
BRCA uzyskiwane sg wysokie czestosci mutacji germinalnych BRCA1, co
potwierdzito sie w obecnych wynikach, wydaje sie wskazane aby u kazdej
chorej na raka jajnika niezaleznie od wywiadu rodzinnego i wieku wykonac¢
podstawowy panel badan pieciu mutacji BRCA71 proponowany w niniejszej
pracy. Opierajgc sie na korelacjach, ktére uzyskiwali inni autorzy, gdzie
przewazaty mutacje w rakach surowiczych, badane powinny by¢ w pierwszej
kolejnosci pacjentki z postaciami niesluzowymi guzami raka jajnika.

Wykrycie ogoétem trzech mutacji w rozszerzonym badaniu eksonu 11
BRCA1, cho¢ mogto by¢ losowe, wskazuje mozliwosé rozszerzenia badania
genetycznego dla os6b z rakiem jajnika, u ktérych nie wykryto mutacji
5382insC, 3819del5, 300T/G, 185delAG, 4154delA, o kolejne fragmenty
eksonu 11. Jesli nie oferowac¢ tego wszystkim pacjentkom, to przynajmniej
tym z obcigzonym wywiadem rodzinnym.

Przeprowadzona analiza utrat heterozygotycznosci uzytych w pracy
markeréw nie potwierdzita znaczenia zjawiska LOH jako niezaleznego
czynnika rokowniczego w przebiegu raka jajnika, W badanej populacji utraty

heterozygotycznosci wykorzystanych markerdw nie wigzaty sie w analizie
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wieloczynnikowej w sposéb znamienny z wystepowaniem mutacji
germinalnych gendéw BRCA1/2. Zaistniate korelacje w analizie
jednoczynnikowej wydajq sie by¢ przypadkowe i mogg by¢ wynikiem licznych

przemian genomu guza o agresywnym charakterze wzrostu.
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8. WNIOSKI

1.

Wyniki analizy utrat heterozygotycznosci (LOH) markeréw
zlokalizowanych w chromosomach 13 i 17 wskazujg na czeste delecje
duzych fragmentéw tych chromosomoéw w raku jajnika, co potwierdza
zjawisko ztozonych rearanzacji chromosomowych opisywanych w tym

nowotworze.

Zaobserwowany zwigzek pomiedzy wzrostem czestosci LOH
niektérych markeréw a niskim stopniem dojrzatosci histologicznej raka
wskazuje, ze progresja guza ztosliwego jest zwigzana ze zjawiskiem

utraty heterozygotycznosci.

Pozytywna korelacja pomiedzy wysokimi wartoSciami wyjsciowego
stezenia CA 125 w surowicy krwi pacjentek z rakiem jajnika a wysokg
czestoscia LOH niektérych markeréow w ich guzach, uzupetnia
opisywang zalezno$¢ pomiedzy stopniem dojrzatosci histologicznej
guza (G) i stezeniem CA 125.

Nie potwierdza sie znaczenia LOH analizowanych markerow jako
czynnika rokowniczego w przebiegu raka jajnika lub tez jako czynnika

wskazujgcego na wystepowanie mutacji genéw BRCA1/2.

Znamiennie dtuzszy czas przezycia pacjentek z rakiem jajnika i
obecnoscig germinalnej mutacji w genie BRCA71 lub BRCAZ2

(p=0,0079) jest zgodny z obserwacjami innych autoréw.

Rodzaje i wysoka czestos¢ okreslonych germinalnych mutacji genow
BRCA1 i 2 (13,9%) wykrytych w niniejszej pracy odbiegajg od
wiekszosci badan europejskich (5-10%), co moze wynikaé z réznic w
doborze grupy chorych z rakiem jajnika oraz czutosci zastosowanych
metod wykrywania mutacji. Réznice te sg takze zwigzane z
odmiennym spektrum mutacji zatozycielskich w poszczegdlnych

populacjach.
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7. Poniewaz ponad 70% wszystkich mutacji genu BRCA1 stanowity
5382insC, 3819del5, 300T/G, 185delAG i 4154delA, nalezy rozwazyé
potrzebe wykonywania badania tych zmian u wszystkich chorych na
postacie niesluzowe raka jajnika, niezaleznie od wieku i wywiadu

rodzinnego.

8. Wysoka czestos¢ mutacji w obrebie eksonu 11 genu BRCA1 wykryta
wsréd losowo wybranych pacjentek z rakiem jajnika uzasadnia
rozszerzenie rutynowego badania panelu najczestszych mutacji tego
genu o analize catego eksonu 11 u chorych z rakiem jajnika i z

pozytywnym wywiadem rodzinnym.
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9. STRESZCZENIE

Celem rozprawy Dbyto przeprowadzenie analizy czestosci
wystepowania LOH wybranych polimorficznych markeréw mikrosatelitarnych
z chromosomow 17 i 13 z uwzglednieniem loci genéw BRCA1 i BRCA2 w
grupie nieselekcjonowanych przypadkéw raka jajnika. W badanej grupie
kobiet postanowiono rownocze$nie okreslic czestosci wystepowania
wybranych mutacji germinalnych (konstytucyjnych) genéw BRCA1 i BRCA2.
Celem podsumowujgcym byto okreslenie zwigzku pomiedzy wystepowaniem
zjawiska LOH w guzie nowotworowym a wybranymi parametrami
histopatologicznymi i klinicznymi z uwzglednieniem podziatu pacjentek na
dwie grupy: z mutacjami germinalnymi genéw BRCA1/2 oraz bez tych
mutacji.

Materiat do badan stanowito 151 nieselekcjonowanych pacjentek z
rozpoznaniem raka jajnika operowanych w Klinice Ginekologii Instytutu
Potoznictwa i Chorob Kobiecych AM w Gdansku w okresie 1992-2004. DNA
izolowano z mrozonych fragmentéw guzéw nowotworowych oraz krwi
obwodowej. Analizowano nastepujace dane kliniczne chorych: wiek, postac
histologiczng guza, FIGO, stopieh ztosliwosci histologicznej oraz wywiad
rodzinny.

Do badan utraty heterozygotycznosci wybrano 15 wysoce
polimorficznych markerow mikrosatelitarnych (VNTR) wystepujacych w
chromosomach 17p, 17q i 13q ze szczegdlnym uwzglednieniem lokalizacji
genéw BRCA1 i BRCAZ2. Aby sprawdzi¢, czy w badanej grupie zjawisko LOH
jest ograniczone do chromosoméw 13 i 17, dodatkowo zbadano cztery
markery z chromosoméw 15 i 16, ktére sg zblizone wielkoscig do
chromosoméow 13 i 17. Po przeprowadzeniu reakcji PCR w
zoptymalizowanych warunkach dla kazdego fragmentu DNA, uzyskane
produkty poddawano elektroforezie kapilarnej i dalszej analizie w systemie
ABI PRISM 310 z oprogramowaniem GENESCAN. Allele byly poréwnywane
w parach DNA z krwi obwodowej/DNA z guza tej samej osoby.

Zjawisko LOH markeréw z chromosomu 17 wykryto w 501 sposréd
925 informacyjnych przypadkow (54%). Najczesciej ulegaty utracie markery
D17S1880 (58%) i D17S1811 (57%). Dwa markery potozone w intronie 12
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BRCA1 D17S1323 oraz w intronie 20 D17S855 byty tracone odpowiednio w
47% oraz 53% przypadkéw. Utraty czterech i wiecej markerow z
chromosomu 17 zaobserwowano w 75 guzach (48%).

Utraty heterozygotycznosci na chromosomie 13q odnotowano w 370
przypadkach sposrod 828 (45%). Najczesciej ulegat utratom marker
D13S171 (51%), ktory lezy 13-qter w stosunku do BRCAZ2. Drugi w kolejnosci
tracony byt marker D13S285 (48%). Utraty co najmniej czterech markerow z
13g wykazano w 52 guzach (33%).

W przypadku chromosomu 15 utraty obserwowano w 36% natomiast z
chromosomu 16 w 24% prébek.

W badanej grupie chorych poszukiwano najczesciej wystepujacych w
Polsce mutacji germinalnych w genie BRCA1. Byly to mutacje zatozycielskie
5382insC, 300T/G i 4154delA. Badano takze 185delAG w eksonie 2 i
3819del5 w eksonie 11, ktdére od lat powtarzajg sie u pacjentow z regionu
gdanskiego. Mutacji 5382insC, 185delAG, 3819del5 i 4154delA szukano z
uzyciem techniki denaturacyjnej chromatografii wysokocisnieniowej
(DHPLC).

Aby sprawdzi¢, czy analiza wybranych mutacji pokrywa spektrum
wszystkich mutacji w genie BRCA1, u pacjentek z rakiem jajnika,
rozszerzono badanie tego genu. Spos$rod pozostatej grupy sporadycznych
przypadkéow wybrano losowo 10 probek z wysokg czestoscig utrat (24) z
chromosomu 17 i 10 bez utrat. Probki z/bez LOH z chromosomu 17
przebadano z uzyciem DHPLC w obrebie catego eksonu 11.

Zdecydowano sie takze na badanie catych eksonéw 10 i 11 genu
BRCAZ2 technikg DHPLC, gdyz zaobserwowano podwyzszong czestosc
mutacji germinalnych w obrebie regionu OCCR tego genu u chorych na raka
jajnika.

Wsréd 151 nieselekcjonowanych chorych kobiet na raka jajnika
wykryto germinalne mutacje gendéw BRCA1 i 2 u 21 chorych (13,9%), w tym
mutacje BRCA1 stanowity 81%, a mutacje BRCA2 19%. W genie BRCA1
najczesciej znajdowang mutacjg byta 5382insC (4%), natomiast kolejng co
do czestosci wystepowania byta 3819del5 (3%). Wsrdd znalezionych mutacii

dwukrotnie wystapita 1806C/T (1,3%). Sekwencjonowanie ujawnito czestg
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utrate alleli prawidtowych w DNA z guza u nosicielek mutacji germinalnych,
co potwierdza teorie Kndusona.

Wyniki analizy utrat heterozygotycznosci markerow zlokalizowanych w
chromosomach 13 i 17 wskazujg na czeste delecje duzych fragmentow tych
chromosomow w raku jajnika, co potwierdza zjawisko ztozonych rearanzacji
chromosomowych opisywanych w tym nowotworze. Zaobserwowany zwigzek
pomiedzy wzrostem czestosci LOH czesci markerow a niskim stopniem
dojrzatosci histologicznej raka wskazuje, ze progresja guza ztosliwego jest
zwigzana ze zjawiskiem utraty heterozygotycznosci. Pozytywna Kkorelacja
pomiedzy wysokimi wartosciami wyjsciowego stezenia CA 125 w surowicy
krwi pacjentek z rakiem jajnika a licznymi LOH wybranych markeréw w ich
guzach, uzupetnia opisywang zaleznos¢ pomiedzy G i stezeniem CA 125.

Uzyskane zaleznosci pomiedzy obecnoscig LOH niektérych markerow
z chromosomu 17 i wystepowaniem mutacji BRCA71 wskazujg na
przypadkowe statystycznie znamiennosci, ktore moggq mie¢ swoje
wyttumaczenie w ztozonych aberracjach chromosomowych w guzach o
niskim stopniu dojrzatosci histologicznej. W przypadku markeréw uzytych w
pracy nie potwierdzono opinii niektérych autorow sugerujgcych znaczenie
LOH jako czynnika rokowniczego w przebiegu choroby nowotworowej lub tez
wskazujgcego na wystepowanie mutacji germinalnych genow BRCA1/2.

Rodzaje i wysoka czesto$¢ okreslonych germinalnych mutacji genow
BRCA1 i 2 (13,9%) wykrytych w niniejszej pracy odbiegajg od wiekszosci
badan europejskich (5-10%), co moze wynika¢ z réznic w doborze grupy
chorych z rakiem jajnika oraz czutosci zastosowanych metod wykrywania
mutacji. Réznice te sg takze zwigzane z odmiennym spektrum mutacji
zatozycielskich w poszczegolnych populacjach.

Poniewaz ponad 70% wszystkich mutacji genu BRCAT1 stanowity
5382insC, 3819del5, 300T/G, 185delAG i 4154delA, nalezy rozwazyc
potrzebe wykonywania badania tych zmian u wszystkich chorych na postacie
niesluzowe raka jajnika, niezaleznie od wieku i wywiadu rodzinnego.

Wysoka czestos¢ mutacji w obrebie eksonu 11 genu BRCA1 wykryta
wsrdd losowo wybranych pacjentek z rakiem jajnika uzasadnia rozszerzenie
rutynowego panelu najczestszych mutacji tego genu o badanie catego

eksonu 11 u chorych z rakiem jajnika i z pozytywnym wywiadem rodzinnym.
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