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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BRCA1 - breast cancer susceptibility gene 1

BRCA2 - breast cancer susceptibility gene 2

ctDNA — krgzace nowotworowe DNA (circulating tumor DNA)
DISH — dual in situ hybrydization

EOC - rak nabtonkowy jajnika (epithelial ovarian cancer)

FIGO — Miedzynarodowa Federacja Ginekologii i Potoznictwa (Fédération Internationale de

Gynécologie et d’Obstétrique)

HG-SOC — niskozrdéznicowany rak surowiczy jajnika (high-grade serous ovarian carcinoma)
LG-SOC — dobrze zréznicowany rak surowiczy jajnika (low-grade serous ovarian carcinoma)
OC - rak jajnika (ovarian carcinoma)

PARP — polimeraza poli (ADP-rybozy)

PIK3CA — gen kodujacy podjednostke katalityczng kinazy PI3K (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

3-kinase, catalytic subunit alpha)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization)
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STRESZCZENIE

Wprowadzenie

Rak jajnika (OC) to jeden z najczestszych nowotwordw ginekologicznych, ktéry odpowiada za
okoto 295 000 nowych przypadkdéw i 185 000 zgondw rocznie na catym sSwiecie [1]. Stanowi czwartg
wiodacga przyczyne Smierci kobiet w krajach rozwinietych [2]. Chociaz piecioletni wzgledny wskaznik
przezywalnosci wzrdst z 33,7% (1975 r.) do prawie 50% (2009 r.) [3], rak ten stanowi nadal najczestszg
przyczyne $mierci pacjentek onkologicznych. Szacuje sie, ze pie¢ procent zgondw wsréd kobiet jest
spowodowanych rakiem jajnika [4]. U wiekszos$ci oséb diagnozuje sie guz w zaawansowany stadium
(IN-1V stadium wg FIGO), a 5-letni czas przezycia nie przekracza 30% [5]. Rak jajnika jest chorobg
heterogenng, zarédwno pod wzgledem histologicznym, jak i genetycznym. Nowotwory jajnika s3
klasyfikowane w zaleznosci od Zrddta ich pochodzenia, ktorym mogg byé komédrki nabtonkowe,
komorki endokrynne podscieliska lub komaorki zarodkowe. Przyjmuje sie, ze 90% nowotwordw jajnika
pochodzi z transformacji komarek nabtonkowych [6]. Badania molekularne nad nabtonkowym rakiem
jajnika doprowadzity do zmiany klasyfikacji choroby i wprowadzenia dualistycznego modelu
karcynogenezy raka jajnika. Model ten zostat zaproponowany przez Kurman i Shih w 2004, a w 2014
oficjalnie uznany przez WHO w zaktualizowanych wytycznych dotyczacych klasyfikacji guzéw zenskich
narzagdéw rozrodczych [7, 8, 9]. Model ten rozdziela podtypy EOC na dwie szerokie kategorie: typ | oraz
Il. Do nowotwordw typu | zaliczono dobrze zréznicowane raki surowicze (LG-SOC), endometrioidalne,
jasnokomorkowe i $luzowe, natomiast do typu Il niskozréznicowane raki surowicze (HG-SOC),
niskozrdéznicowane raki endometrioidalne (high grade endometrioid carcinoma), miesakoraki i raki
niezréznicowane (undifferentiated) [8]. Gtdwng molekularng cecha genetyczng oddzielajgca typ | od
nowotwordow typu Il jest wzgledna stabilnos¢ genetyczna guzéw typu | w pordwnaniu z wyrazng
niestabilnosciag chromosomowg guzow typu |l [8] oraz rézne profile mutacji charakterystycznych dla
danego typu [6]. Z perspektywy genetycznej guzy typu | wykazujg czeste zmiany onkogenne w wielu
szlakach sygnalizacji komérkowej, takich jak RAS-MAPK i PI3K-AKT, natomiast typ Il charakteryzuje
niestabilnos¢ genomowa z powodu wad szlakéw przyczyniajgcych sie do naprawy DNA [6]. Kazdy
podtyp histologiczny OC jest odzwierciedlony przez specyficzny podpis molekularny, ktéry moze mieé

znaczenie prognostyczne [10].

Jednym z najwazniejszych osiggnie¢ w zrozumieniu etiologii niektérych nowotwordéw jajnika
byto poznanie roli mutacji gendéw BRCA. Geny BRCA1/2 biorg udziat w naprawie peknieé¢ dwuniciowych
DNA przez rekombinacje homologiczng. Mutacje germinalne w tych genach s3 silnie zwigzane ze
zwiekszonym ryzykiem raka piersi i jajnika [11, 12]. Na swiecie, u okoto 13-15% pacjentek zaréwno ze
sporadycznym, jak i rodzinnym rakiem jajnika identyfikuje sie mutacje germinalne genéw BRCA1/2

[13, 14]. Zmiany somatyczne stwierdza sie u kolejnych 3-10% pacjentek [15]. W populacji polskich
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pacjentek z rakiem jajnika czesto$¢ wystepowania mutacji gendw BRCA1/2 jest zblizona. Mutacje
germinalne i somatyczne tych gendw stwierdza sie odpowiednio u 15% i 4% pacjentek [16].
Identyfikacja wariantdw genetycznych gendw BRCA1/2 jest istotna dla wyboru leczenia pacjentek
z rakiem jajnika. Okazuje sie, ze u kobiet zaréwno z mutacjami germinalnymi, jak i somatycznymi

w genach BRCA1/2 mozna zastosowac leczenie z wykorzystaniem inhibitoréw PARP1 (iPARP1) [17].

Poza BRCA1/2 réwniez inne geny wigzane sg z patogenezg i postepem raka jajnika (OC). Wiele
badan wskazato na wazng role szlaku PI3K/AKT w HG-SOC [10]. PIK3CA to gen kodujgcy katalityczng
podjednostke p110a kinazy 3 fosfatydyloinozytolu (PI3K). Warianty genu PIK3CA, stwierdza sie w wielu
réoznych nowotworach, takich jak np.: rak okreznicy, piersi, jajnika, btony sluzowej macicy, zotadka,
tarczycy, szyjki macicy czy guz moézgu [18]. Mutacje punktowe lub amplifikacje genu PIK3CA powodujg
konstytutywng aktywacje szlaku sygnatowego PI3K/AKT, co moze prowadzi¢ do progresji nowotworu
[19]. Wyniki ostatnich badan wykazaty, ze identyfikacja wariantow genetycznych genu PIK3CA moze
by¢ niezmiernie istotna w leczeniu pacjentek z rakiem jajnika. Okazuje sie, iz mutacje tego genu mogg
warunkowac opornos¢ na chemioterapie, a jednoczesnie zmutowany gen moze stanowic atrakcyjny

cel dla terapii wykorzystujgcych inhibitory PI3K [20, 21].

Podsumowujac, ostatnie badania molekularne podkreslajg heterogennosc raka jajnika, zaréwno
w przypadku nowotwordw typu |, jak i typu I, wykazujgc, ze rak jajnika jest rodzing nowotwordéw
o znacznych réznicach w cechach molekularnych oraz kliniczno-patologicznych [8]. Poszukiwania
nowych markeréw diagnostycznych i testéw przesiewowych muszg uwzglednia¢ problem
heterogennego pochodzenia rdéznych rakéw jajnika. Wybdr odpowiedniego leczenia na podstawie
fenotypu i zmieniajgcego sie w rdznych fazach choroby genotypu guza pozostaje duzym wyzwaniem,
a badania skupione na identyfikacji markeréw prognostycznych i predykcyjnych uwazane s za jeden

z gtéwnych obszardw przysztych badan nad rakiem jajnika.



Cele pracy

1. Ocena mozliwosci wykorzystania krgzgcego DNA (ctDNA) i/lub DNA wyizolowanego z tkanki
utrwalonej w parafinie do analiz molekularnych majgcych na celu identyfikacje wariantéow

germinalnych oraz somatycznych genéw BRCA1/2.

2. Okreslenie czestosci i rodzaju wariantow w genach BRCA1/2 oraz PIK3CA w grupie pacjentek

z rakiem jajnika.



Omdwienie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy

“Detection of somatic BRCA1/2 mutations in ovarian cancer - next-generation sequencing
analysis of 100 cases.”

Celem badania byto okreSlenie czestosci i rodzaju wariantdw w genach BRCA1/2
w grupie 100 pacjentek z rakiem jajnika. Do badania wykorzystano DNA wyizolowany z bloczkéw
parafinowych zawierajacych tkanke nowotworowa. Identyfikacje zmian przeprowadzono przy uzyciu
techniki sekwencjonowania nastepnej generacji. W badanych prébkach zidentyfikowano 27 wariantéw
patogennych, 20 w genie BRCA1 oraz siedem w BRCA2. Cztery zmiany to warianty somatyczne. Mutacje
zatozycielskie wykryto w szesciu przypadkach, co stanowi 22% wszystkich zidentyfikowanych
wariantdw patogennych. Ponadto badanej grupie wykryto sze$¢ do tej pory nieopisanych wariantow,
trzy delecje, dwie substytucje i jedng duplikacje. Wszystkie te warianty genetyczne skutkowaty
przedwczesnym powstaniem kodonu stop.

Heterogennos¢ wykrytych zmian potwierdza koniecznos¢ kompleksowej i jednoczesnej analizy catej
sekwencji kodujgcej gendéw BRCA1/2 u wszystkich pacjentek z surowiczym rakiem jajnika.
Wykorzystanie tkanki guza do badan genetycznych pozwala na wykrycie wariantéw somatycznych
i germinalnych, co moze zwiekszy¢ liczbe pacjentek, ktére potencjalnie mogg skorzystac z terapii

z wykorzystaniem inhibitoréw PARP.

“Detection of BRCA1/2 mutations in circulating tumor DNA from patients with ovarian
cancer.”

Celem powyiszej pracy byta ocena mozliwosci wykorzystania krazagcego DNA (ctDNA) do
identyfikacji zarowno wariantow somatycznych, jak i germinalnych genéw BRCA1/2 u pacjentek
zrakiem jajnika. Materiat do badan stanowit ctDNA wyizolowany z osocza krwi obwodowej
131 pacjentek. Identyfikacje zmian przeprowadzono przy uzyciu technik sekwencjonowania nastepnej
generacji. Przeprowadzone badania pozwolity na wykrycie patogennych wariantéw gendéw BRCA1/2
u 30 (24,8%) pacjentek. 22 zmiany to warianty germinale, siedem to warianty somatyczne. U jednej
pacjentki stwierdzono wspdtwystepowanie zmiany germinalnej i somatycznej. Ponadto, u siedmiu
pacjentek (5,8%) wykryto wspotwystepowanie dwoch lub wiecej wariantéw patogennych gendw

BRCA1/2.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzié¢, ze analiza ctDNA pozwala na
identyfikacje zaréwno mutacji germinalnych, jak i somatycznych genéw BRCA1/2. Ponadto,

wykorzystanie ctDNA jako materiatu diagnostycznego moze pozwoli¢ na skuteczne monitorowanie



skutecznosci leczenia u pacjentek z rakiem jajnika, u ktérych stwierdzono obecnos¢ mutacji gendw

BRCA1/2.

“Significance of the PIK3CA mutations in the differential diagnosis of ovarian epithelial
carcinoma.”

Celem powyzszego badania byto okreslenie czestosci i rodzaju wariantéw w genie PIK3CA
w materiale wyizolowanym z tkanki utrwalonej w parafinie od pacjentek z surowiczym rakiem jajnika.
Identyfikacje wariantéw genetycznych w genie PIK3CA przeprowadzono przy uzyciu techniki real-time
PCR. Obecnos¢ amplifikacji genu PIK3CA wykonano metoda podwdjnej hybrydyzacji in situ (DISH).
W badanych prébkach zidentyfikowano cztery warianty patogenne w genie PIK3CA. Ponadto,
w siedmiu przypadkach stwierdzono amplifikacje tego genu. Na podstawie wynikdw molekularnych
i immunohistochemicznych dwie poczatkowo btednie zdiagnozowane prébki poddano ponownej

ocenie patologicznej i sklasyfikowano jako jasnokomadrkowego raka jajnika.

W powyzszym badaniu okreslono czestotliwo$¢ mutacji PIK3CA i amplifikacji w prébkach
pochodzacych od pacjentek z rakiem jajnika oraz wykazano, ze powigzanie badan histopatologicznych
z analizami molekularnymi jest kluczowe dla prawidtowej diagnostyki i optymalizacji leczenia pacjentek

z rakiem jajnika.



Podsumowanie

1. Analiza zaréwno ctDNA, jak i DNA wyizolowanego z tkanki nowotworowej pozwala na jednoczesng

identyfikacje wariantéw germinalnych i somatycznych genéw BRCA1/2.

2. Wykorzystanie ctDNA jako materiatu diagnostycznego moze pozwoli¢ na monitorowanie

skutecznosci leczenia u pacjentek z rakiem jajnika i wariantem patogennym w genach BRCA1/2.

3. Ze wzgledu na rdéznorodnos¢ identyfikowanych wariantéw genetycznych, konieczne jest

przeprowadzenie kompleksowej analizy genéw BRCA1/2 u pacjentek z rakiem jajnika.

4. ldentyfikacja mutacji w genie PIK3CA moze zoptymalizowac zaréwno diagnostyke, jak i leczenie

pacjentek z rakiem jajnika.
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ABSTRACT

Introduction

Ovarian cancer (OC) is one of the most common gynaecological cancers, accounting for
approximately 295,000 new cases and 185,000 deaths worldwide every year [1]. It is the fourth leading
cause of death of women in developed countries [2]. Although the five-year relative survival rate
increased from 33.7% (1975) to almost 50% (2009) [3], this cancer is still the most common cause of
death in cancer patients. It is estimated that five percent of deaths among women are caused by
ovarian cancer [4]. Most patients are diagnosed in advanced stage of the disease (stage IlI-1V according
to FIGO), and the 5-year survival time does not exceed 30% [5]. Ovarian cancer is a heterogeneous
disease, both histologically and genetically. Ovarian cancers are classified according to their origin,
which may be epithelial cells, stromal endocrine cells or germ cells. It is assumed that 90% of ovarian
tumours come from the transformation of epithelial cells [6]. Molecular studies of epithelial ovarian
cancer led to a change in the classification of the disease and the introduction of a dualistic model of
ovarian cancer carcinogenesis. This model was proposed by Kurman and Shih in 2004, and in 2014 it
was officially recognized by the WHO in updated guidelines on the classification of tumours of female
reproductive organs [7, 8, 9]. This model separates the EOC subtypes into two broad categories: type
I and Il. Type | cancers include low grade serous ovarian carcinomas (LG-SOC), endometrioid, clear cell,
and mucinous carcinomas, whereas type Il cancers include high grade serous ovarian carcinomas
(HG-SOC), high grade endometrioid carcinomas, carcinosarcomas and undifferentiated cancers [8].
The main molecular genetic feature separating type | from type Il is the relative genetic stability of type
| cancers compared to the pronounced chromosomal instability of type Il tumours [8] and different
profiles of mutations characteristic of a given type [6]. From the genetic perspective, type | tumours
show frequent oncogenic changes in many cell signalling pathways, such as RAS-MAPK and PI3K-AKT,
while type Il is characterized by genomic instability due to defects in pathways that contribute to DNA
repair [6]. Each histological subtype of OC is reflected by a specific molecular signature, which may

have prognostic significance [10].

One of the most important achievements in the comprehension of the aetiology of some ovarian
cancers was the discovery of the role of BRCA gene mutations. BRCA1/2 genes are involved in the
repair of double strand DNA breaks by homologous recombination. Germinal mutations in these genes
are strongly associated with an increased risk of breast and ovarian cancer [11, 12]. Globally, germline
mutations of BRCA1/2 genes are identified in about 13-15% of patients with both sporadic and familial
ovarian cancer [13, 14]. Somatic changes are found in further 3-10% of patients [15]. In the population
of Polish patients with ovarian cancer, the incidence of BRCA1/2 gene mutations is similar. Germinal

and somatic mutations of these genes are found in 15% and 4% of patients respectively [16].
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Identification of genetic variants of BRCA1/2 genes is important for the choice of treatment applied in
patients with ovarian cancer. It turns out that in women with both germline and somatic mutations in

BRCA1/2 genes, the treatment using PARP1 inhibitors (iPARP1) can be used [17].

In addition to BRCA1/2, other genes are also involved in the pathogenesis and progression of
ovarian cancer (OC). Many studies have demonstrated the important role of the PI3K/AKT pathway in
HG-SOC [10]. PIK3CA is a gene coding for the catalytic p110a subunit of phosphatidylinositol kinase
3 (PI3K). Variants of the PIK3CA gene are found in many different cancers, such as colon, breast,
ovarian, endometrial, stomach, thyroid, cervical or brain cancer [18]. Point mutations or amplifications
of the PIK3CA gene cause constitutive activation of the PI3K/AKT signalling pathway, which may lead
to cancer progression [19]. The results of recent studies have shown that identifying the genetic
variants of the PIK3CA gene may be extremely important in the treatment of patients with ovarian
cancer. It turns out that mutations in this gene may affect resistance to chemotherapy, while the

mutant gene may be an attractive target for therapies using PI3K inhibitors [20, 21].

In conclusion, recent molecular studies highlight the heterogeneity of ovarian cancer, both in
the case of type | and type Il cancers, demonstrating that ovarian cancer is a family of cancers with
significant differences in molecular as well as clinical and pathological features [8]. The search for new
diagnostic markers and screening tests must consider the heterogeneous origin of various ovarian
cancers. Choosing the right treatment based on the tumour phenotype and genotype, which
undergoes changes at different stages of the disease, remains a big challenge, and research focused
on identifying prognostic and predictive markers is considered to be one of the main areas of future

studies on ovarian cancer.
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The aim of the study

1. The evaluation of the possibility of using circulating DNA (ctDNA) and/or DNA isolated from

paraffin-fixed tissue for molecular analyses aimed at identifying germline variants and somatic
BRCA1/2 genes.

2. The determination of the frequency and type of variants in the BRCA1/2 and PIK3CA genes in the

group of patients with ovarian cancer.

13



Discussing the publications included in the dissertation

“Detection of somatic BRCA1/2 mutations in ovarian cancer — next-generation sequencing
analysis of 100 cases”.

The aim of the study was to determine the frequency and type of variants in BRCA1/2 genes in
a group of 100 patients with ovarian cancer. DNA isolated from paraffin blocks containing cancer tissue
was used for the study. Identification of changes was carried out using the next generation sequencing
technique. Twenty seven pathogenic variants were identified in the studied samples, 20 in BRCA1 and
7 in BRCA2. There were four somatic variants. Founder mutations were detected in six cases,
representing 22% of all identified pathogenic variants. In addition, six variants that have not yet been
described, three deletions, two substitutions and one duplication were detected in the study group.
All of these genetic variants resulted in the premature creation of the stop codon.

The heterogeneity of the detected lesions confirms the need for a comprehensive and simultaneous
analysis of the entire coding sequence of BRCA1/2 genes in all patients with serous ovarian cancer. The
use of tumour tissue for genetic testing allows for the detection of somatic and germline variants,
which may increase the number of patients who may potentially benefit from the therapy using PARP

inhibitors.

“Detection of BRCA1/2 mutations in circulating tumor DNA from patients with ovarian
cancer”.

The purpose of the above study was to assess the possibility of using circulating DNA (ctDNA)
to identify both somatic and germline variants in BRCA1/2 genes in patients with ovarian cancer.
The test material was ctDNA isolated from peripheral blood plasma of 131 patients. Identification of
changes was carried out using the next generation sequencing techniques. The conducted study
allowed for the detection of pathogenic variants in BRCA1/2 genes in 30 (24.8%) patients. 22 changes
were germline variants, seven were somatic variants. In one patient, coexistence of the germline and
somatic changes was found. In addition, in seven patients (5.8%), two or more pathogenic variants of

BRCA1/2 genes were detected.

On the basis of the conducted study, it can be concluded that ctDNA analysis allows to identify
both germline and somatic mutations in BRCA1/2 genes. In addition, the use of ctDNA as a diagnostic
material may allow for effective monitoring of treatment efficacy in patients with ovarian cancer who

have BRCA1/2 gene mutations.
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“Significance of the PIK3CA mutations in the differential diagnosis of ovarian epithelial
carcinoma”.

The aim of the above study was to determine the frequency and type of variants in the PIK3CA
gene in material isolated from paraffin-fixed tissue obtained from patients with serous ovarian cancer.
Identification of genetic variants in the PIK3CA gene was performed using real-time PCR. The presence
of PIK3CA gene amplification was identified using double in situ hybridization (DISH). Four pathogenic
variants in the PIK3CA gene were identified in the studied samples. In addition, the amplification of
this gene was found in seven cases. Based on the molecular and immunohistochemical results, the two

initially misdiagnosed samples were reassessed and classified as clear cell ovarian cancer.

The above study determined the frequency of PIK3CA mutations and amplification in samples
from patients with ovarian cancer and it was shown that a combination of histopathological studies
with molecular analyses is crucial for the correct diagnosis and optimization of treatment of patients

with ovarian cancer.
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Summary

1. The analysis of both ctDNA and DNA isolated from tumour tissue allows for the simultaneous

identification of germline and somatic variants in BRCA1/2 genes.

2. The use of ctDNA as a diagnostic material may allow for monitoring the effectiveness of treatment

in patients with ovarian cancer and a pathogenic variant in BRCA1/2 genes.

3. Due to the diversity of the identified genetic variants, it is necessary to conduct a comprehensive

analysis of BRCA1/2 genes in patients with ovarian cancer.

4. The identification of mutations in the PIK3CA gene can optimize both the diagnosis and treatment

of patients with ovarian cancer.
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