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1. Wykaz najczesciej stosowanych skrotow

1. WYKAZ NAJCZ ESCIEJ STOSOWANYCH SKROTOW
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2. Wstep

2. Wstep
2.1. Zachorowalno $¢€ naraka jajnika

Rak jajnika stanowi jedno z najwiekszych zagrozen dla zycia kobiety ze
strony nowotworéw narzadu rodnego. Wynika to gtownie z duzej
heterogennosci biologicznej nabtonkowych nowotworéw jajnika, braku
charakterystycznych objawéw choroby oraz trudno dostepnej lokalizacji
narzgdowej. Nowotwor jest zazwyczaj wykrywany w zaawansowanym stadium
choroby i pomimo wdrazania agresywnego leczenia chirurgicznego i
chemioterapii, piecioletnie przezycie odnotowuje sie jedyne u okoto 30-40%
chorych (Canevari i wsp, 2006; Fields i wsp, 2006).

W Polsce rak jajnika stanowi széstg, co do czestosci przyczyne zgonow
z powodu choréb nowotworowych. W 2004 roku wojewddztwo pomorskie
znalazto sie na Il miejscu pod wzgledem liczby zachorowan na raka jajnika a
wspotczynnik standaryzowany, czyli liczba zachorowan przypadajgca na 100
000 Iludnosci w stosunku do populacji standardowej wynosit 12,5. Wedtug
danych zamieszczonych na stronie Centrum Onkologii (www.onkologia.org.pl)
w 2004 rak jajnika stanowit czwartg co czestosci przyczyne zgondéw kobiet z
powodu nowotworow ziosliwych w Polsce. Wojewddztwo pomorskie pod
wzgledem liczby zgondéw z powodu raka jajnika uplasowato sie na trzecim

miejscu (Wojciechowska i wsp, 2004).

2.2. Teorie powstawania raka jajnika

Patogeneza raka jajnika jest zjawiskiem ztozonym. W trakcie procesu
kancerogenezy komorki jajnika ulegajg przemianom charakterystycznym dla
komorek nowotworowych, takim jak: niestabilno$¢ genetyczna, utrata zdolnosci
do zahamowania kontaktowego, zmniejszona podatnos¢ na czynniki wzrostowe
oraz zaburzenia procesu podziatdbw komodrkowych. O zlozonosci zmian
genetycznych zachodzgacych podczas rozwoju raka jajnika moze swiadczy¢
fakt, iz nawet guzy o tych samych typach histopatologicznych mogg
prezentowa¢ odmienny wzoér aktywacji onkogenow, jak réwniez utraty funkcji

genow supresorowych (Liu i wsp, 2002). W przeciwienstwie do innych
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nowotworéw, takich jak na przykiad rak jelita grubego, nie zaproponowano
jeszcze modelu genetycznego progresji raka jajnika.

Przez wiele lat dominowaty dwie hipotezy majace na celu wyjasnienie
etiopatogenezy raka jajnika: teoria owulacji oraz teoria gonadotropinowa. W
ostatnich latach zaproponowano takze teorie oparta na wynikach analizy

morfologicznej oraz molekularnej guzéw jajnika.

2.2.1. Teoria owulacji (Teoria Fathalla)

Wiekszo$¢ nowotworow ztosliwych jajnika wywodzi sie z warstwy
nabtonka pokrywajgcego ich powierzchnie. Podczas owulacji, ciggto$¢ nabtonka
zostaje przerwana prowadzgc do mikrouszkodzen, w miejscu ktorych nabtonek
jest narazony na dziatanie estrogenu zawartego w ptynie wypetniajgcym
pecherzyk jajnika. W miejscu tym dochodzi do koncentracji czynnikow
proliferacyjnych i mitogennych niezbednych do odbudowania zniszczonej
warstwy nabtonka. Uwaza sie, iz to czynniki wzrostu wptywajg na po-
owulacyjng naprawe nabtonka, a zaburzenia w ich regulacji mogg prowadzi¢ do
transformacji nowotworowej (Fathalla, 1971, Godwin i wsp, 1993, Riman i wsp,
1998).

2.2.2. Teoria gonadotropinowa Cramera i Welcha

Wolebianie sie nabtonka do zrebu jajnika i zatrzymanie go w torbielkach
inkluzyjnych, powstatych po owulacji moze stanowi¢ pierwsze zdarzenie
podczas inicjacji procesu nowotworzenia. Nastepujgce po nim zdarzenia takie
jak réznicowanie komorek, proliferacja a w koncu transformacja nowotworowa
mogag by¢ konsekwencjg zwiekszonego stezenia estrogendw i ich prekursoréw.
Podwyzszenie poziomu hormonow steroidowych moze by¢ nastepstwem
stymulacji zrebu jajnika wysokim poziomem gonadotropin (FSH, LH) (Cramer i
wsp, 1983, Cramer i wsp, 1983). Obserwacje epidemiologiczne wydajg sie
potwierdzac te teorie. U kobiet, u ktdrych doszio do zahamowania owulacji i

zmniejszenia podstawowego stezenia hormonow gonadotropinowych na skutek
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cigz badz stosowania antykoncepcji hormonalnej obserwuje sie mniejszy
odsetek zachorowan na raka jajnika (Riman i wsp, 2004).

2.2.3. Dualistyczny model rozwoju raka jajnika

Shih i Kurman (2003) zaproponowali dualistyczny model rozwoju raka
jajnika oparty na wynikach analiz morfologicznych oraz molekularnych guzéw
jajnika. Wedtug ich teorii mozemy wyrozni¢ dwie grupy nowotwordw jajnika,
ktére réznig sie sciezkg rozwoju. Do pierwszej grupy kwalifikujg sie guzy o
niskim stopniu ztosliwosci histologicznej, wywodzace sie z guzow 0 granicznej
zlosliwosci  (borderline), ktérych rozwdj nastepuje stopniowo. Raki te
charakteryzujg sie obecnoscig mutacji w genach BRAF, KRAS, [ cateniny,
TGF-£ RIl oraz mutacjg badz utratg heterozygotycznosci w genie PTEN. W
drugiej grupie znajdujg sie guzy o wysokim stopniu ztosliwosci histologicznej,
ktorych rozwoj przebiega szybko i agresywnie gdyz we wczesnym stadium
tworzac ogniska przerzutowe. Dla tych rakéw charakterystyczna jest obecnos¢
mutacji w genie TP53, amplifikacja i nadekspresja genow HER2/neu i AKT2

oraz inaktywacja genu p16 (Shih i wsp, 2003, Shish i wsp, 2008).

2.3. Dziedziczne postacie raka jajnika

Nowotwory dziedziczne stanowig 5-10% wszystkich przypadkéw raka
jajnika a pozostate przypadki stanowig tzw. postaé raka sporadycznego.
Obcigzony wywiad rodzinny jest jednym z najwiekszych czynnikdw ryzyka
rozwoju raka jajnika. Prawdopodobienstwo zachorowania na raka jajnika w
populacji ogélnej wynosi 1,6%, jednakze u kobiet, u ktérych w rodzinie rak
jajnika wystagpit u krewnych pierwszego stopnia ryzyko to wzrasta do 5% i
rosnie wraz z liczbg zachorowan na ten nowotwor w rodzinie (Prat i wsp, 2005).

Wyréznia sie trzy gtdwne zespoly dziedzicznego wystepowania raka
jajnika: zespot izolowanego dziedzicznego raka jajnika (Site-Specific Hereditary
Ovarian Cancer Syndrome, SSHOC), zespét dziedzicznego raka sutka i jajnika
(Hereditary Breast Ovarian Cancer Syndrome, HBOCS) oraz zespo6t Lynch |l
(Hereditary Nonpolyposus Colon Cancer Syndrome I, HNPCC).
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Zespot izolowanego raka jajnika stanowi okoto 10% a zespot
dziedzicznego raka piersi i jajnika az 65-75% wszystkich przypadkéw
dziedzicznego wystepowania tego nowotworu. U zdecydowanej wiekszosci
dziedzicznych postaci raka jajnika oraz raka gruczotu piersiowego obecne sg
mutacje w jednym z dwoch genow supresorowych BRCA1 badz BRCA2. Wsrod
rakow jajnika spowodowanych mutacjami genow BRCA, przewazajg mutacje w
genie BRCA1l (obecne u okoto 90% chorych). Jednakze, w niektorych
doniesieniach autorzy wskazujg na wiekszy niz dotychczas sugerowano udziat
BRCA2 (Huusko, 1999). Germinalne mutacje w genie BRCA2 sg czesciej
wykrywane ws$rdd kobiet, ktére zachorowaty na raka jajnika w pozniejszym
wieku i czesto nie miaty obcigzonego wywiadu rodzinnego (Satagopan i wsp,
2001, Struewing i wsp, 1997). Niektorych przypadkow rodzinnej agregacji
nowotworéw jajnika nie mozna jednak wyttumaczy¢é obecnosciag mutacji w
genach BRCA1/2, dlatego tez sugeruje sie istnienie jeszcze innych genow lub
czynnikow srodowiskowych zaangazowanych w proces karcynogenezy.

W zespole Lynch Il obserwuje sie przypadki raka jelita grubego,
endometrium, moczowodu, nerki i zotadka, a u 10-15% chorych rozwija sie rak
jajnika. Zespot ten zwigzany jest z mutacjami w genach mutatorowych (MMR-
mismatch repair genes): hMLH1, hMSH2, hMSH6, oraz PMS1 i PMS2.
Zaburzenie badz utrata funkcji tych gendéw prowadzi uposledzenia
mechanizmdw kontroli wiernosci replikacji oraz zaburzenia naprawy uszkodzen
DNA co w konsekwencji prowadzi do rozwoju nowotworu (Stratton i wsp, 1999,
Morrison i wsp, 2002).

Pozostate przypadki dziedzicznej predyspozycji do rozwoju nowotworu
jajnika, stanowig nie wiecej niz 5%, a rak jajnika jest tylko jedng ze sktadowych i

wspotistnieje z innymi nowotworami (Tab.1).
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Tabela 1. Zespoty dziedzicznej predyspozycji do rozwoju raka jajnika.

Gen Ryzyko rozwoju

Zespot (lokalizacja w Od,SEtEK raka przed 70 r. z.
: rakow (%)

chromosomie) (%)

Rodzaj

histologiczny |"ne Objawy kliniczne

Zespot rak piersi, rak

dziedzicznego | BRCAL (17q) 65 20-50 blonk jajowodow
raka sutka i nabionkowy Lo
jajnika BRCA2 (13q) 10 10-30 (typ surowiczy)| raki piersi, prostaty,
(HBOCS) trzustki, nc_)wotyvory

gtowy i szyi
Zespot
izolowanego bionk
dziedzicznego | BRCAL (174) 10 20-50 habfonkowy .
raka jajnika (typ surowiczy)
(SSHOC)
Rodzinny hMLH1 (3p) raki jelita grubego,
niepolipowaty hMSH2 (2p) zotadka, drég
rak jelita hMSH6 (2p) 5-10 <10 nabtonkowy moczowych, jelita
grubego PMS1 (2p) cienkiego
(HNPCC) PMS2 (7p)

nowotwory ze | plamy melanocytowe,
Zespot Peutz- a sznuréw polipy jelita, raki piersi,
Jeghersa STKI1 (19p) <1 <5 ptciowych i jelita grubego, trzustki,
zrebu jajnika zotadka
liczne ogniska

gg\c/)vrggr?a PTEN (10q) <1 <5? N/S hamarFoma, raki sutka

i tarczycy
Zespot znamiona barwnikowe,
nerwoidalny \Wiokniako- torbiele rogowaciejace
raka PTCH (99) <1 <5% esaki 163 szczeki, raki
podstawnokom migsakl, rozne podstawnokomorkowe
orkowego
Cvﬂrr:)(:jgz%n a Kostniakochtz'estniako
chrz estniakowa ? <<1 <52 ziarniszczaki watos_;c,
tos¢ (Choroba haemanglpm_ata
Olliera) (naczyniaki)

N/S- nieokreslone

5% brak jednoznacznych danych

2.4. Budowa i funkcja genbw BRCAL1li BRCA2

Badania nad rodzinnymi predyspozycjami do zachorowan na nowotwory
piersi i jajnika doprowadzity do odkrycia genu BRCAL1 w 1994 roku. Potaczenie
analizy sprzezen z metoda pozycyjnego klonowania pozwolito zidentyfikowaé
locus genu w chromosomie 17g21. W 1995 roku, odkryto drugi gen BRCA2
predysponujgcy do raka piersi i jajnika, ktéry zostat zlokalizowany w
chromosomie 13ql2. Zarowno BRCA1l jak i BRCA2 nalezg do gendw
supresorowych odpowiedzialnych za prawidiowy przebieg rekombinaciji
mitotycznej, segregacji chromosomow a takze zaangazowanych w procesy
naprawy DNA (Limon, 2006). Mutacje w tych genach, prowadzace do skrocenia
dtugosci produktu biatkowego, badz obnizajgce jego aktywnos¢, uposledzajg

10
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mechanizmy naprawy uszkodzen DNA, a tym samym prowadzg do
niestabilno$ci genomowej i wzrostu prawdopodobienstwa akumulacji uszkodzen
DNA w komorce, ktére mogg zainicjowac proces nowotworzenia (Welcsh i wsp,
2000, Moller i wsp, 2007).

Gen BRCAL sktada sie z 24 eksondw i koduje biatko o dtugosci 1836
aminokwaséw i masie 220 kDa. Na koncu 5’ znajdujg sie dwa alternatywnie
skladane eksony la i 1b, a najwiekszy ekson 11 stanowi az 61% sekwencji
kodujacej genu (3,4kb) (Ryc.1) (Scully i wsp, 2000, Welcsh i wsp, 2000).

Rycina 1. Schemat budowy genu BRCAL (Welcsh i wsp, 2000). Opis w
tekscie.

Transcriptional activation

RING NLS BRCT

[I = II [—
BARD1 nu||ﬂn RADS1 BRCAZ
BAP1 -y HDACT2
RE AHA

Transkrypt genu BRCA1 ma dtugos¢ 7,8 kb. Produktem translacji jest
biatko jadrowe, ktérego ekspresja zachodzi giéwnie w jgdrach, tarczycy, jajniku i
gruczole piersiowym. Opisano wiele alternatywnych transkryptow tego genu,
ktore w wiekszosci stanowig pochodne delecji w obrebie eksonu 11. Najczesciej
opisywane sg dwa warianty: Pierwszy, BRCAdelllb koduje biatko o masie
110kDa. Poniewaz wiekszos¢ aminokwaséw kodowanych przez ekson 11 (od
263-1365) ulega delecji, biatko pozbawione zostaje sekwencji odpowiedzialnej
za lokalizacje w jadrze komorkowym i wykrywane jest gtébwnie w frakcji
cytoplazmatycznej. Uwaza sie, iz wariant ten obniza ekspresje oraz aktywnos¢
prawidtiowego biatka BRCA1l i stanowi negatywny marker prognostyczny
(Fraser i wsp, 2003). Drugi wariant nosi nazwe BRCA1-IRIS i sktada sie z 1399
reszt aminokwasowych. Ramka odczytu rozpoczyna sie tak samo jak w
przypadku petnej dlugosci biatka BRCA1 w eksonie drugim, natomiast konczy
sie w intronie 11 dodatkowymi 34 kodonami. Polipeptyd ten znajduje sie w
jadrze komorkowym stymulujgc proces replikacji DNA (EIShamy i wsp, 2004).

11
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Gen BRCA2 sktada sie z 27 eksonéw kodujgcych biatko ztozone z 3418
aminokwasow o tgcznej masie 384kDa. Podobnie jak BRCAL, gen BRCA2 jest
rowniez duzym genem (70kb), w ktérym ponad 50% sekwencji kodujacej
znajduje sie w obrebie eksonu 11. W czesci N-terminalnej kodowanego przez
ten gen biatka znajduje sie domena aktywacji transkrypcji, w centralnej jego
czesci jest zlokalizowanych osiem kopii powtorzen BRC, a w C-terminalnej
czesci znajduje sie sekwencja NLS (nuclear localization signals- NLS) (Ryc. 2)
(Welcsh i wsp, 2000).

Transcriptional activation NLS
P/CAF RADS1

Rycina 2. Schemat budowy genu BRCA2 (Welcsh i wsp, 2000). Opis w
tekscie.

W prawidtowych komérkach, BRCAZ2 jest biatkiem jgdrowym, ulegajgcym
gtéwnie ekspresji w fazie G1/S. Transkrypty BRCA2 podobnie jak BRCA1
obecne sg w gruczole piersiowym i tarczycy oraz na nieco nizszym poziomie w
tkance ptucnej, jajniku oraz sledzionie (Bertwistle i wsp, 1998, Kim i wsp, 2003).

Kluczowg rolg bialek BRCAl1 i BRCA2 jest utrzymanie stabilnosci
genomu poprzez udziat w naprawie podwojnych peknie¢ DNA (DSB) na drodze
rekombinacji homologicznej (HR) badz niehomologicznego tgczenia koncow
(NHEJ). Dla komorki najbardziej korzystna jest naprawa uszkodzen DNA
poprzez homologiczng rekombinacje, jednakze w przypadku, gdy jest to
niemozliwe wigczane sg inne mechanizmy naprawcze takie jak NHEJ
(nonhomologous end-joining) i SSA (single-strand annealing). Niestety w
przeciwienstwie do HR, mechanizmy te obarczone sg ryzykiem generacji
btedow prowadzacych do translokacji i delecji chromosomowych. Wydaje sie, iz
gtéwng role w tym procesie gra biatko BRCA2, ktére wchodzi w interakcje
biatkiem RAD51, bez ktérego naprawa DNA na drodze homologicznej
rekombinaciji jest niemozliwa. BRCA2 wigze sie z biatkiem RAD51 w domenie
zwierajgcej powtérzenia BRC, dzieki temu bialko RAD51 moze zostac
wprowadzone do jadra komérkowego, w ktérym tgczy sie z ssDNA, tworzac

12
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nukleoproteinowe widékno. Witdkno to, taczac sie z homologicznymi dupleksami
DNA, zainicjuje wymiane nici pomiedzy sparowanymi czgsteczkami DNA.
Podczas tego procesu rola biatka BRCA1l polega na koordynacji catego
procesu, przekazywaniu informacji pomiedzy systemami zaangazowanymi w
wykrywanie i naprawe uszkodzen DNA. Wiadomo, iz BRCA1 wczesnie migruje
do miejsca uszkodzenia, gdzie poprzez interakcje z kompleksem N/M/R
(NBS1/MRE11/RAD50) stabilizuje fragmenty ssDNA (Pierce i wsp, 2001, Wang
i wsp, 2000, Wang i wsp, 2000, Welcsh i wsp, 2000).

Rycina 3. Rola biatek BRCA1 i BRCA2 w naprawie uszk odzen DNA (Welcsh
i wsp, 2000). Opis w tekscie.

><f,><‘“><><:_><_‘_><i><>(><><><l‘><i:><

_ ST o< B @ SR
PCNA DNA repair Failed repair l PCNA l Failed repair of p53
l of most genes or other checkpoint
Normal cell cycle genes
g W N
Apoptosis Cell cycle Cell
arrest proliferation  #ends in Genetics

BRCA1/2 biorg rowniez udziat w naprawie uszkodzernn DNA powstatych
na skutek dziatania reaktywnych form tlenu (naprawa sprzezona z translacja).

13
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Juz w kilka minut po uszkodzeniu DNA, BRCAL wraz z biatkiem histonowym
H2AX uruchamiajg procesy naprawcze poprzez reorganizacje struktury
chromatyny w miejscu jej uszkodzenia (Welcsh i wsp, 2000).

Biatko BRCAl jest zaangazowane takze w regulacje transkrypcji
niektérych genow aktywowanych w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. C-
terminalna domena biatka BRCA1 tworzy kompleksy z polimerazg RNAII
poprzez oddzialywanie z helikazg A stajac sie czescig holoenzymu. W
badaniach in vitro oraz in vivo zaobserwowano, iz BRCAl bedac czescig
holoenzymu polimerazy RNA petni role biatka ,pomostowego” taczacego sciezki
naprawy DNA oraz odpowiedzi na stres w celu uzyskania specyficznej
odpowiedzi komorki takiej jak areszt cyklu komoérkowego lub apoptoza. Udziat
biatka BRCA2 w tym procesie nie jest tak ewidentny jak BRCAL,
prawdopodobnie biatko to oddziatywuje z biatkiem EMSY zaangazowanym w
negatywng regulacje transkrypcji (Welcsh i wsp, 2000, Wang i wsp, 2000).

BRCAL jest réwniez skiadnikiem kompleksu BASC (BRCAL associated
surveillance complex), ktoéry wraz innymi biatkami supresorowymi, petni role
.koordynatora” organizujgcego pozostate biatka kompleksu (Scully i wsp, 2000,
Welcsh i wsp, 2000, Wang i wsp, 2000, Stracker i wsp, 2004). Biatko to wchodzi
takze w interakcje z heterodimerem MSH2-MSH6, co wskazywatoby na udziat

BRCAL takze w procesach ,mismatch repair” (Welcsh i wsp, 2000).

2.4.1. Mutacje w genach BRCA1i BRCA2

Jak dotgd w genie BRCA1l opisano ponad 600 réznych mutacji
punktowych (Breast Cancer Information Core: http://research.nhgri.nih.gov/bic/).
Wiekszosc¢ z nich to mutacje prowadzace do zmiany ramki odczytu lub mutacje
nonsensowne, ktérych efektem jest przedwczesna terminacja translacji i
powstanie skroconego biatka. W tej samej bazie opisano okoto 250 mutacji w
genie BRCA2. Wiekszos¢ opisywanych zmian stanowig, podobnie jak w
przypadku BRCA1, mutacje prowadzace do powstania skroconej formy biatka.

Nosiciele germinalnych mutacji w genach BRCAL1 i BRCA2 znajdujg sie
w grupie podwyzszonego ryzyka zachorowania na raka piersi i jajnika. Czestos¢
wystepowania heterozygotycznego nosicielstwa mutacji w wiekszosci populacji

wynosi okoto 0,12% czyli 1/800. Jednakze w populacjach izolowanych
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geograficznie lub kulturowo, nosicielstwo okreslonych mutacji moze byc¢
wyzsze. Zjawisko to nosi nazwe ,efektu zalozyciela” i mozna je zaobserwowac
wérod Zydow Aszkenazyjskich, u ktérych nosicielstwo trzech mutagcji
zatozycielskich (BRCA1 185delAG, 5382insC oraz BRCA2 6174delT) jest
bardzo czeste i odpowiada az za 60% wszystkich przypadkow raka jajnika
(Kasprzak i wsp, 2005, Huusko 1999).

W populacji islandzkiej, ktora jest bardzo homogenna genetycznie, efekt
zatozyciela mozemy zaobserwowa¢ w przypadku mutacji 999del5 w genie
BRCA2. Okoto 0,6% Islandczykdw jest nosicielami tej mutacji i odpowiada ona
za okoto 40% przypadkdéw rakow piersi u mezczyzn oraz 8% rakdw jajnika i
piersi u kobiet (Huusko 1999, Sarantaus i wsp, 2000, Tryggvadottir i wsp,
2006).

W populacji polskiej, podobnie jak w populacjach Litwy, Niemiec i Ros;ji
za mutacje zalozycielskie uwaza sie: 5382insC w eksonie 20 oraz Cys61Gly w
eksonie 5 w genie BRCAL. Inne powtarzajgce sie w populacji polskiej mutacje
BRCA1 to: 185delAG, 3819del5, 4153delA (Majdak i wsp, 2005, Perkowska
2003, Gorski i wsp, 2000).

2.5. Teoria Knudsona

Ponad trzydziesci lat temu Alfred Knudson, opierajac sie na obserwacji
chorych na siatkéwczaka ztosliwego, sformutowat hipoteze ttumaczacg proces
nowotworzenia. Siatkdwczak ztosliwy wystepuje w dwoch formach: dziedzicznej
oraz sporadycznej. W przypadku rodzinnego/dziedzicznego wystepowania
siatkéwczaka, guz rozwija sie we wczesnym dziecinstwie, czesto w obu gatkach
ocznych. Natomiast posta¢ sporadyczna tego nowotworu rozwija sie znacznie
pozniej, najczesciej w jednej galce ocznej. Za wystgpienie tego nowotworu
odpowiedzialne sg mutacje w genie supresorowym RB1 zlokalizowanym w
chromosomie 13ql4. Aby doszto do rozwoju guza nowotworowego musi dojs¢
do utraty obu alleli tego genu. Osoby, u ktérych wystgpita dziedziczna postac
nowotworu dziedziczg jeden zmutowany allel, dlatego tez istnieje wieksze
prawdopodobienstwo, ze dojdzie u nich do drugiej mutacji w prawidtowe]j kopii
genu,. Natomiast w sporadycznej formie siatkdwczaka dochodzi do dwoch

niezaleznych mutacji w tym samym genie. Prawdopodobienstwo takiego
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Zjawiska jest bardzo mate i wymaga dluzszego okresu czasu, dlatego tez
sporadyczna forma siatkbwczaka zazwyczaj wystepuje w pozniejszym wieku
(Devilee i wsp, 2001, Limon, 2006).

Teoria ta nie tylko sprawdza sie w przypadku siatkbwczaka, ale takze
innych nowotworéw. Wyjasnia takze, dlaczego raki dziedziczne zazwyczaj
rozwijajg sie w mtodszym wieku i w przypadku niektérych nowotworow np. raka
piersi czy jajnika wystepujg bilateralnie lub/i wieloogniskowo (Devilee i wsp,
2001, Limon, 2006).

1st hit 2nd it 3rd hit
o ® F I k

Komorka

Rycina 4. Schemat akumulacji bt edéw w materiale genetycznym

prowadz gcych do rozwoju nowotworu (Devilee i wsp, 2001) Proces inicjacii
nowotworowej rozpoczyna sie od mutacji w pojedynczej komoérce. W czasie kolejnych podzialéw komoérkowych mutacja
ta przekazywana jest komérkom potomnym. Dochodzi do kolejnych zmian w materiale genetycznym, ktére to powoduja,
iz komérki nabierajg nowych wtasciwosci charakterystycznych dla komoérek nowotworowych (np. niestabilno$é
genetyczna zaburzenia procesu podziatow komaérkowych).

2.6. Technika LOH

Mechanizmy powodujgce utrate jednego z alleli takie jak: delecje
fragmentéw chromosomow, rekombinacja mitotyczna czy tez nondysjunkcja w
procesie mitozy — prowadzg do utraty heterozygotycznosci (LOH). Analiza
utraty heterozygotycznosci (,loss of heterozgosity”, LOH) pozwala na okreslenie
ubytkow od kilkuset do kilkudziesieciu tysiecy par zasad. Delecja badanego
odcinka DNA, manifestujgca sie utratg heterozygotycznosci polimorficznego
allela markerowego, moze wskazywa¢ na utrate hipotetycznego genu

supresorowego (Devilee i wsp, 2001).
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Rycina 5. Inaktywacja gendw supresorowych wedtug mo delu Knudsona

(Devilee i wsp, 2001).I mutacja zazwyczaj powstaje przypadkowo, do utraty funkcji drugiego allela (LOH)

prowadzg: a) nondysjunkcja wraz z reduplikacjg zmutowanego allelu, b) delecja w obrebie chromosomu c) translokacja

niezréwnowazona, d) rekombinacja mitotyczna (TSG-tumor suppressor gene).

Dzieki zastosowaniu gestej siatki  polimorficznych  markerow
mikrosatelitarnych ~ mozliwe stalo sie stworzenie map regionow
chromosomowych, ktérych utrata jest charakterystyczna dla danego typu
nowotworu. Potaczenie analizy LOH wraz z technikg CGH (Comparative
Genomic Hybridisation) sprawia, iz wzory te stajg sie jeszcze bardziej doktadne.
Wykorzystanie zjawiska LOH oraz np. analizy mikromacierzy pozwala nawet,
wedtug niektérych autoréw, na klasyfikacje podtypow guzéw (Zhou i wsp, 2005,
Liu i wsp, 2002).

I o ~
p i b
.’f L A
| AT A2 |
N B | EIE,’ T
e Al A2 5 G
Komoérka IR A AN
prawidfowa F Y Y '
F T Y T \
‘\ L
fz" L H \ P - — |~——LOH
{ [ Y15z
| Al A2 / Chromatogram markeréw
\\31 'y mikrosatelitarnych z komorki
b L I prawidtowej i nowotworowe;j
Komoarka
nowotworowa

Rycina 6. Schemat chromatogramu utraty heterozygoty = cznos$ci (Liu i wsp,

2002). A1/A2 i B1/B2 reprezentujg dwa odrebne polimorficzne loci. Na schemacie chromatogramu przedstawiona

jest utarta (LOH) allela B2.
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Wyniki dotychczas opublikowanych prac, w ktorych wykorzystano
technike LOH do analizy nowotworow jajnika, wskazujg na istnienie jeszcze
wielu potencjalnych genow supresorowych, ktérych udziat w patogenezie
nalezatoby zweryfikowac¢. Nalezy sadzi¢, ze wykrycie charakterystycznych
miejsc utraty heterozygotycznosci w raku jajnika umozliwi identyfikacje
nieznanego jeszcze g@genu supresorowego, a poznanie jego produktu

biatkowego pozwoli zrozumie¢ patogeneze i etiologie raka jajnika.

2.6.1. Sekwencje markerowe stosowane w LOH

Sekwencje markerowe stosowane w technice LOH powinny
charakteryzowa¢ sie wysoka heterozygotycznoscia oraz powszechnoscig
wystepowania w genomie. Poniewaz niewiele sekwencji spetnia takie wymogi,
do najczesciej stosowanych nalezg sekwencje RFLP (polimorfizm dlugosci
fragmentéw restrykcyjnych), sekwencje mikrostaelitarne oraz SNP (polimorfizm
pojedynczego nukleotydu). Niestety markery RFLP charakteryzujg sie
stosunkowo niskg heterozygotycznoscig w poréwnaniu do pozostatych. Czesto
sekwencje te nie sasiadujg z genami utrudniajgc identyfikacje potencjalnych
genow supresorowych (Koreth i wsp, 1996). Markery mikrosatelitarne, czyli
tandemowe powtdrzenia 2-5 nukleotydow sg bardzo powszechne w genomie
cztowieka. Jako odcinki niekodujgce ulokowane sg zazwyczaj w intronach
jednak czasami znajdujemy je rowniez eksonach w postaci mniejszej liczby
powtorzen. Dzieki duzemu zroznicowaniu liczby powtorzen motywu
podstawowego jego polimorfizm jest ogromny i wynosi przecietnie 80% (Koreth
i wsp, 1996, Naidoo i wsp, 1998, Bayani i wsp, 2002). Sekwencje SNP stanowig
najliczniejszg grupe polimorfizméw - do dnia dzisiejszego zidentyfikowano
ponad dwa miliony takich sekwencji. Poniewaz wykazujg réwnomiernie
rozmieszczone w genomie oraz sg bardzo stabilne, dlatego tez powoli
wypierajg pozostate typy markerow w badaniach molekularnych (Zhou i wsp,
2005).
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2.6.2. Metody stosowane w badaniu utraty heterozygo  tyczno $ci

W zaleznosci od rodzaju wybranych sekwencji markerowych oraz celu
pracy dysponujemy ograniczconym wyborem metod z zakresu biologii
molekularnej, ktére mozna zastosowa¢ do badania utraty heterozygotycznosci.
Do niedawna do najczesciej stosowanych metod w badaniu utraty
heterozygotycznosci nalezalo RFLP, poniewaz jednak jest to metoda bardzo
praco- i czasochtonna powoli zostaje wypierana przez inne nowoczesniejsze
metody. Dodatkowym ograniczeniem tej metody sg réwniez nieliczne
sekwencje zawierajgce miejsce ciecia dla enzymow restrykcyjnych obecne
giéwnie w okolicach telomerowych (Koreth i wsp, 1996). Analize utraty
heterozygotycznosci mozna réwniez przeprowadzi¢é z zastosowaniem
standardowej reakcji PCR, podczas ktérej zamplifikowane zostang sekwencje
mikrosatelitarne. W takim przypadku detekcja LOH moze sie oby¢ po
uprzednim przeprowadzeniu elektroforezy agarozowej badz poliakrylamidowej i
wybarwieniu produktu PCR. Do wizualizacji LOH w zelu mozna zastosowaé
bromek etydyny lub azotan srebra. Bardzo czesto uzywa sie starterow
znakowanych na koncach 5' znacznikami fluorescencyjnymi, dzieki temu
produkt reakcji PCR jest w fatwy sposob wykrywany po przeprowadzeniu
elektroforezy kapilarnej, a do oceny LOH stuzy program komputerowy (Naidoo i
wsp, 1998, Christensen i wsp, 1999).

2.6.3. Utraty heterozygotyczno $ci w raku jajnika

Technika LOH przyczynita sie do zidentyfikowania wielu potencjalnych
genow supresorowych, wsrod ktorych byé moze znajdujg sie geny odgrywajace
kluczowag role w patogenezie raka jajnika.

Dotychczas ukazato sie okoto 300 prac, w ktérych opisano utraty
heterozygotycznosci, gtownie w sporadycznych przypadkach nowotworow
jajnika. W pracach tych badano od kilku do kilkunastu, rzadziej kilkudziesieciu
regionbw chromosomowych. Omowione ponizej wyniki analiz LOH dotyczg
tylko nowotwordéw ztosliwych jajnika. W przypadku chromosomu 1, czeste utraty

heterozygotycznosci obserwuje sie w ramionach krotkich tego chromosomu -
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1p31 i 1p36. W prazku p31 zlokalizowano gen ARH1 (NOEY2), nalezacy do
onkogenow z rodziny ras, bedacy negatywnym regulatorem wzrostu

komodrkowego poprzez hamowanie aktywnosci promotora cykliny D1 i indukcje
p21WAFl/CIP1

p73, homolog TP53, bedacy kandydatem na gen supresorowy, jednakze dalsze

(Liu i wsp, 2002, Yu i wsp, 1999). Z prazka 1p36 wyizolowano gen

badania nie potwierdzity tych przypuszczen (Liu i wsp, 2002, Imyanitov i wsp,
1999).

Utrata heterozygotycznosci angazujgca rézne regiony z ramion kroétkich
chromosomu 3 opisywana jest w wielu sporadycznych nowotworach takich jak:
raki ptuc, piersi, nerki czy guzy gtowy i szyi (Zabarovsky i wsp, 2002, Kwong i
wsp, 2006). LOH w obrebie ramion krotkich chromosomu 3 sg czestym
zjawiskiem w nowotworach jajnika. Czestos¢ LOH waha sie od 38-57% guzow
w zaleznosci od badanego regionu tego chromosomu. Taka wysoka czestosé
utrat sugeruje obecno$¢ nie znanych jeszcze gendw supresorowych
zaangazowanych w rozwdj raka jajnika. Jako potencjalne lokalizacje nowych
genow supresorowych wskazuje sie 3pl2-pl3, 3pl4.2, 3p21-p22, 3p24-p25
oraz 3p25-26. Wiadomo, ze w 3pl4.2 oraz 3p25 znajdujg sie juz dwa znane
geny supresorowe FHIT oraz VHL, jednakze sg one sporadycznie
inaktywowane w raku jajnika i nie odgrywajg znaczacej roli w jego patogenezie
(Fullwood i wsp, 1999). W prazku 3p21.3 odkryto gen RASSF1A bedacy
kandydatem na gen supresorowy, ktory jest wyciszany epigenetycznie w 40%
rakow jajnika (Kwong i wsp, 2006, Fullwood i wsp, 1999).

Zjawisko LOH czesto (46%) odnotowywane jest w diugich ramionach
chromosomu 5, dlatego tez w kregu zainteresowan znalazt sie gen APC (59g21-
22). W guzach, ktére wykazywaly LOH w locus 5¢21-22 przeprowadzono
analize mutacji APC - poniewaz nie wykryto zadnych zmian, nie potwierdzity sie
przypuszczenia o roli tego genu w patogenezie raka jajnika (Tavassoli i wsp,
1996). W przeciwienstwie do ramion dtugich chromosomu 5, w ramionach
krotkich dochodzi rzadko do utrat, mimo to wtasnie tam zlokalizowano gen
supresorowy Dab2/DOC2 (5p13). Gen ten peini role negatywnego regulatora
Ras-zaleznego wzrostu komorkowego. Ekspresja Dab2 jest wygaszana w 80%
guzow jajnika i uwazana jest za wczesng zmiane w onkogenezie raka jajnika
(Cody i wsp, 2007, Liu i wsp, 2002, Xu i wsp, 1998, Fazili i wsp, 1999).
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Utraty heterozygotycznosci w obrebie dtugich ramion chromosomu 6
obserwowane sg we wszystkich typach nablonkowych rakéw jajnika.
Szczegolnie interesujgce sg regiony 6g21-23, 6925 i 627 gdzie odnotowano
najwiecej utrat. W jednym z tych regionow, w prazku 6925, zidentyfikowano gen
LOT1. Gen ten nalezy do rodziny PLAG, genow kodujacych czynniki
transkrypcyjne zawierajgce motyw palca cynkowego. LOT1 podlega
matczynemu imprintingowi a jego ekspresja jest wyciszana w komorkach
nowotworowych poprzez mechanizm LOH lub delecje homozygotyczna, badz
tez epigenetycznie przez hipermetylacje promotora i deacetylacje histonéw
(Abdollahi, 2007, Liu i wsp, 2002, Abdollahi i wsp, 1999).

W chromosomie 9p21 zidentyfikowano gen CDKN2A (pl16, MTS1)
kodujacy biatko zaangazowane w kontrole cyklu komérkowego. W badaniach
imunohistochemicznych zaobserwowano znacznie podwyzszony poziom biatka
pl6é w guzach surowiczych o wysokim stopniu ztosliwosci histologicznej w
poréwnaniu do guzéw surowiczych o nizszym stopniu ztosliwosci, czy tez
nowotworoéw o granicznej ztosliwosci. Obserwacje te wydajg sie potwierdzac
dualistyczng teorie rozwoju nowotworow jajnika (O'Neill i wsp, 2007, Liu i wsp,
2002).

Gen PTEN, zlokalizowany w 10g23, jest znanym genem supresorowym,
ktérego mutacje wykrywa sie w wielu nowotworach, takich jak: glejaki, rak
prostaty, nowotwory nerek oraz czerniak ztosliwy skory (Li i wsp, 1997). W
przypadku rakow jajnika, mutacje tego genu sg wykrywane w okoto 20% rakach
endometrioidalnych. Utraty heterozygotycznosci w prazku 10923 obecne sg w
43% guzow endometrioidalnych i w okoto 30% rakéw jasnokomdérkowych
jajnika. Poniewaz LOH oraz mutacje genu PTEN mozna wykry¢ juz w cystach
endometrioidalnych, uwaza sie, iz sg to wczesne zmiany na drodze
karcynogenezy raka endometrioidalnego (Obata i wsp, 1998, Kurose i wsp,
2001, An i wsp, 2007).

Analiza LOH krotkich ramion chromosomu 11 wskazata dwa regiony
chromosomowe czesto ulegajgce utratom. W prazkach 11p13 oraz 11pl5, w
ktorych obserwuje sie LOH, zlokalizowane sg dwa geny supresorowe: WT1
oraz TSG10. Rola tych genéw w onkogenezie raka jajnika nie zostala jeszcze
doktadnie okreslona. Wyniki ostatnich badan wskazuja, iz ekspresja genu WT1

w komorkach nowotworowych jajnika prawdopodobnie sprzyja progresji guza
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(Yamamoto i wsp, 2007, Hodgal i wsp, 2007, Mahata i wsp, 2006). Na
ramionach dtugich chromosomu 11 réwniez mozemy wyrézni¢ dwa regiony
wyrozniajgce sie pod wzgledem liczby utrat — 11g22-23 i 11923.3-24.3. W
prazku 11923 znajduje sie locus genu ATM, nieco dalej w prazku 11925,
znajduje sie drugi gen BRAX2 (Lavin, 1999, Sellar i wsp, 2001). Pomimo
czestych utrat (44%) w pragzku 11923 w sekwencji genu ATM nie
zaobserwowano zadnych zmian (Koike i wsp, 1999). Niewiadomo czy liczne
LOH w 11925 zwigzane sg z delecjami w genie BRAX2, czy by¢é moze w tym
regionie znajdujg sie nieznane jeszcze geny supresorowe.

Utraty dlugich ramion chromosomu 13 sg czesto opisywane w rakach
jajnika, szczegolnie w guzach o niskim stopniu zréznicowania histologicznego
(Sato i wsp, 1991, Kim i wsp, 1994). Wysoka czestos¢ LOH zaobserwowano w
prazku 13q12-13 bedacym locus genu BRCA2, jednakze mutacje tego genu w
sporadycznych rakach jajnika sg bardzo rzadkie (Lancaster i wsp, 1996, Kim i
wsp, 2005). Czesto tracony jest tez region 13q14 w obrebie, ktérego znajduje
sie gen RB1 - nie jest to jednak powigzane z inaktywacjg tego znanego genu
supresorowego. Przeprowadzono badania immunohistochemiczne rakéw
jajnika, ktorych wyniki jednoznacznie wykazaly, iz bialko RB pozostaje aktywne
pomimo utraty heterozygotycznosci w prazku 13q14. Autorzy tej pracy sugeruja,
ze w tym regionie znajdujg sie nieznane jeszcze geny supresorowe

odgrywajgce krytyczng role w patogenezie raka jajnika (Dodson i wsp, 1994).
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Tabela 2. Geny supresorowe zaangazowane w patogeneze raka jajnika.

Lokalizacja

Gen . Funkcja
w chromosomie

ARH1 1p31 negatywny regulator wzrostu komoérkowego
negatywny regulator Ras-zaleznego wzrostu

Dab2/DOC2 5p13 J ,yw yred J
komorkowego

LOT1 60925 czynnik transkrypcyjny

CDKN2A 9p21 wigze sie z kompleksem cykliny-CDK4
negatywna regulacja sciezki sygnalizacyjnej

PTEN 10023 gatyw guiacj Y9 YIN€)
PI3’K/PKB/Akt
czynnik transkrypcyjny posredniczacy w ras/raff

BRAX2 11925 Y . 7P y_J. P ay
zaleznej transkrypcji

BRCA2 13q12 naprawa uszkodzen DNA

WWOX 16qg23.2 mediator apoptozy

HIC-1 17p13 czynnik transkrypcyjny

OVCA1l 17p13 nieznana
czynnik transkrypcyjny, odpowiedz na uszkodzenie

TP53 17g13.1 Y P yJ_ Y. oep
DNA, apoptoza, angiogeneza

BRCA1 17925 naprawa uszkodzen DNA

SMADA4 18g21 sygnalizacja TGF-B
regulacja oddziatywan pomiedzy czynnikami

GPC3 Xg26 gulacl ywan pomiedzy czy

wzrostu a ich receptorami

Chromosom 16 nie posiada regiondw charakteryzujgcych sie wysokg
czestoscig utrat w raku jajnika. Jednakze w tym chromosomie zlokalizowany
gen supresorowy WWOX bedacy kandydatem na gen supresorowy (Hezova i
wsp, 2007). Czestos¢ utrat w prazku 16g23.2 w ktorym znajduje sie ten gen
siega 34% guzow jajnika. Prawdopodobnie brak ekspresji biatkka WWOX
zwigzany jest z niekorzystnym przebiegiem choroby (Paige i wsp, 2001, Nunez i
wsp, 2005).

Utraty ramion kroétkich (53%) jak i diugich (57%) chromosomu 17 sg
czesto opisywane w literaturze (Presneau i wsp, 2005, Eccles i wsp, 1990,
Wertheim i wsp, 1996). W ramionach krotkich 17p13.1 znajduje sie znany gen
supresorowy TP53, a utrata bgdz nieprawidtowe funkcjonowanie kodowanego
przez ten gen biatka p53 jest jedng z najczestszych nieprawidtowosci
wystepujgcych w komoérkach nowotworowych (Shelling i wsp, 1995, Katso i

wsp, 1997). Bardzo czeste utraty heterozygotyczno$ci obserwuje sie w prazku
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13p13.3, w przeciwiehstwie do utrat w locus TP53, zmiany te zazwyczaj
wykrywane sg we wczesnych stadiach rozwoju nowotworu (Phillips i wsp,
1996). W locus tym znajdujg sie trzy geny OVCAL, OVCA2 oraz HIC-1 bedace
kandydatami na geny supresorowe. Prazki 17q12.2 (locus NF1), 17921 (wraz z
locus BRCAL1) oraz 17g25.1-17qter to obszary genomu znajdujgce sie w dtugich
ramionach chromosomu 17, w ktérych zjawisko LOH wystepuje najczescie;.

Utraty heterozygotycznosci w obrebie diugich ramion chromosomu 18
wystepujg w raku jajnika z czestoscig srednio 42% (Zborovskaya i wsp, 1999).
Utraty w prazku 18923 pomiedzy markerami D18S5 i D18S11 wykrywane sg
gibwnie w zaawansowanych stadiach rozwoju nowotworu, bedac
prawdopodobnie pdéznym wydarzeniem w procesie progresji guza (Chenevix-
Trench i wsp, 1997).

W obrebie chromosomu X utraty heterozygotycznosci wystepujg z tq
samg prawie czestoscig w obydwoch ramionach (p-38%, Q-34%).
Charakterystyczne jest wystepowanie LOH na zinaktywowanym chromosomie
X. Utraty w regionie Xgqll-12 oraz markera DXS454 (Xq21-g23) wydajg sie
korelowa¢ w pierwotnych rakach surowiczych jajnika z krétszym czasem
przezycia chorych (Choi i wsp, 1997, Choi i wsp, 1997, Hodgall i wsp, 2004). W
prazku Xg26 zlokalizowany jest gen GPC3, ktérego ekspresje mozemy
obserwowac w prawidtowych tkankach ptuc, nerek oraz jajnikéw (Filmus, 2001).
Inaktywacja GPC3 w guzach jajnika moze sugerowac jego supresorowg role
(Pilia i wsp, 1996, Lin i wsp, 1999, Stadlmann i wsp, 2007).

W pismiennictwie jest niewiele prac, w ktorych analiza utraty
heterozygotycznosci byta przeprowadzona na duzej liczbie chorych. W
wiekszosci publikacji badania prowadzone sg na niewielkiej grupie kobiet z
rakiem jajnika, a otrzymane w ten sposob wyniki wydajg sie by¢ przypadkowe.

W niniejszej rozprawie przeprowadzono analize utraty
heterozygotycznosci markeréw zlokalizowanych w chromosomach 3, 11 oraz
chromosomie X w guzach raka janika. Wybor polimorficznych markeréw
mikrosatelitarnych oparto na dostepnych zrodtach literaturowych, wybierajac
regiony charakteryzujgce sie czestymi utratami heterozygotycznosci. Szukano
zwigzku pomiedzy utratami heterozygotycznosci w wybranych loci a

parametrami klinicznymi nowotworow, a takze roznic we wzorze LOH pomiedzy
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pacjentkami bedacymi nosicielkami germinalnych mutacji w genach BRCA1/2 a

chorymi bez mutacji.
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3. Cele pracy

3. CELE PRACY

1. Analiza czestosci wystepowania utraty heterozygotycznosci (LOH)
wybranych polimorficznych markeréw mikrosatelitarnych z chromosomoéw 3, 11,

X w guzach nieselekcjonowanych rakow jajnika.

2. Ocena zwigzku pomiedzy wystepowaniem zjawiska LOH w guzie
nowotworowym a wybranymi parametrami histopatologicznymi i klinicznymi w
grupie chorych kobiet z rakiem jajnika ze szczegdlnym uwzglednieniem

pacjentek z mutacjami germinalnymi genow BRCA1/2.

3. Analiza poréwnawcza czestosci LOH w guzach raka jajnika w grupach

pacjentek ze sporadyczng oraz dziedziczng postacig tego raka.



4. Materiat

4. MATERIAL

Materiat do badan stanowit DNA wyizolowany z krwi obwodowej oraz
tkanki nowotworowej guzow w grupie 165 pacjentek z nieselekcjonowanym
rakiem jajnika. Pacjentki z rozpoznaniem raka jajnika operowane byty w latach
1992-2004 w Klinice Ginekologii, Instytutu Potoznictwa i Choréb Kobiecych, AM
w Gdansku (Kierownik: Prof. dr hab. med. Janusz Emerich). Od kazdej
pacjentki pobierano 10 ml krwi zylnej na EDTA. Fragmenty guza zawierajace
makroskopowo tylko tkanke nowotworowg z pierwotnego ogniska byty
pobierane podczas pierwotnego zabiegu operacyjnego i natychmiast mrozone
w ciektym azocie. Do badanej grupy wigczano tylko pacjentki z pewnym
rozpoznaniem histopatologicznym raka jajnika. Wszystkie wigczone do badanej
grupy pacjentki wyrazity pisemng zgode na udziat w badaniach genetycznych.

U wszystkich pacjentek, w ramach wczesniejszych projektow
badawczych, zostala przeprowadzona analiza pieciu najczestszych
germinalnych mutacji w genie BRCA1 (185 delAG, 300T/G, 3819del5, 4153delA
oraz 5382insC) oraz eksonow 10 i 11 genu BRCA2. Aby zwiekszy¢ w badanej
grupie pule pacjentek bedacych nosicielkami mutacji w genie BRCA1 (Tab. 3),
dotaczono cztery przypadki chorych na raka jajnika ze znang mutacjg wykryte w
tym samym czasie w Pracowni Molekularnej Katedry Biologii i Genetyki AM w
Gdansku. Od pacjentek zabezpieczono prébki DNA wykorzystywane podczas
diagnostyki mutacji oraz fragmenty tkanek guza zatopione w bloczkach
parafinowych pochodzace z Samodzielnej Pracowni Patomorfologii Klinicznej,
Instytutu Potoznictwa i Chorob Kobiecych AMG (Kierownik: Prof. dr hab. med.
Maria Hrabowska).

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

Nr przypadku Nazwa mutacji
223 5382insC
224 185delAG
226 5382insC
227 5382insC
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4.1. Dane kliniczne badanych pacjentow

W tab. 4 znajduja sie dane kliniczne badanej grupy kobiet. Srednia wieku
pacjentek wynosita 57+ 12,8. W 25 przypadkach z powodu braku kontaktu lub
zgonu pacjentki, brak jest danych dotyczacych wywiadu rodzinnego. W
rozpoznaniu histopatologicznym guzow przewazat typ surowiczy (95
przypadkow), pozostate typy raka jajnika wystepowaly znacznie rzadziej
(endometrioidalny-16 przypadkow, Sluzowy-13, jasnokomérkowy-12,
niezréznicowany- 21, ptaskonabtonkowy- 3 i mieszany- 4). Aby utatwi¢ analize
statystyczng dokonano podziatu na dwie grupy ze wzgledu na rozpoznanie
histopatologiczne. W grupie 1 znalazly sie wszystkie przypadki z rozpoznaniem
typu surowiczego a w grupie 2 pozostale typy raka jajnika. Wsroéd guzéw
przewazat wysoki stopien zaawansowania klinicznego i1 ztosliwosci
histologicznej: FIGO llIC (84)%, G2 (n=32, 19,4%) oraz G3 (n=33, 20%). W
czterech guzach nie okres$lono stopnia zaawansowania Kklinicznego ani
ztosliwosci histologicznej. W osmiu przypadkach brakowato danych w jednej z
powyzszych kategorii. W trakcie realizacji pracy w badanej grupie w 99
przypadkach odnotowano zgon jednej chorej. Podstawowe parametry kliniczne

chorych zestawiono w tabeli nr 4.

Tabela 4. Zestawienie analizowanych parametrow klinicznych oraz wynikéw

analizy molekularnej genow BRCA1/2 165 chorych z rakiem jajnika.
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Nr | Wiek | Zgon | Przezycie® | Wywiad | Histpat| Grade | FIGO | Mutacje*
2 64 2 12 negatywny 1 3 e -
5] 45 2 13 negatywny 2 1 Hnc -
21 58 2 9 negatywny 1 1 e -
23 42 1 48 negatywny 1 3 Hc +
32 74 2 7 negatywny 1 3 e -
37 a5 2 32 poZyiywny 1 3 [\ -
40 47 2 7 1 1 I\ -
44 39 2 55 1 2 lnc -
46 49 2 2 1 3 Hc -
47 52 2 69 1 2 [C -
49 41 2 6. negatywny 1 2 e -
52 35 2 1 1 2 Y -
53 60 1 118 pozytywny 1 3 e +
56 45 2 102 pozytywny 1 3 [\ -
o8 76 2 0 negatywny 1 2 e -
60 62 2 17 pozytywny 1 2 e -
63 60 2 20 1 1 IC -
65 64 2 19 pozytywny 1 2 e +
66 63 2 ] 1 3 v -
68 71 2 24 negatywny 1 3 v -
69 47 2 15 2 2 1A -
72 45 2 18 1 3 1115] -
73 44 2 73 1 2 lnc -
74 45 2 19 pozytywny 1 2 1A +
76 52 2 25 1 3 nc -
77 59 1 160 2 1 1A -
82 64 2 43 1 2 v -
84 56 1 136 pozytywny 1 2 1A +
85 73 2 0 negatywny 2 3 e -
90 60 2 7 pozytywny 2 2 1B -
92 43 2 41 pozytywny 1 2 [\ +
93 76 2 19 1 3 lHc +
94 86 2 15 2 3 Hc -
95 44 2 39 1 2 Hc -
96 55 2 0 1 2 I\ -
97 72 2 ] negatywny 1 2 e -
99 a7 2 1 negatywny 1 3 v -
100 45 2 i) pozytywny 1 2 e +
102 32 1 108 2 3 Hc -
104 67 2 9 negatywny 1 2 \") -
108 41 2 10 negatywny 2 1 [][e -
110 79 2 10 pozytywny 1 2 e -
111 72 2 19 negatywny 2 2 e -
112 32 2 30 pozytywny 1 3 B -
113 48 2 66 pozZytywny 1 3 nc -
115 58 1 50 negatywny 2 3 e -
118 79 2 35 negatywny 1 3 nc -
120 52 2 77 negatywny 1 e -
121 52 1 29 2 3 lC +
122 51 1 41 negatywny 2 1 IC -
124 47 2 38 negatywny 2 -
125 a0 1 106 negatywny 2 3 e +
126 60 2 0 poZyiywny 2 1 ][ -
127 47 1 43 negatywny 2 3 B -
128 a4 2 23 negatywny 1 3 ][ -
129 74 2 32 negatywny 1 2 e -
131 75 2 12 negatywny 1 3 e -
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Nr | Wiek | Zgon | Przezycie*| Wywiad | Histpat| Grade | FIGO [ Mutacje*
132 71 2 21 negatywny 2 3 e -
133 51 2 46 negatywny 1 1 e -
134 a6 1 37 negatywny 1 3 Hc -
135 55 2 16 negatywny 1 1 e -
136 74 1 27 negatywny 1 2 [][® -
137 62 2 17 negatywny 1 1 e -
138 68 1 37 negatywny 2 2 HA -
139 56 2 9 negatywny 2 1 e -
141 73 1 37 negatywny 1 3 | -
144 20 2 9 negatywny 2 2 B -
145 53 1 41 negatywny 1 3 e -
150 56 2 0 2 3 lc -
152 66 2 33 pozytywny 1 2 e +
153 54 2 15 pozytywny 2 [\ +
165 51 2 4 negatywny 2 2 e -
157 37 2 20 negatywny 1 2 Hc +
158 40 1 42 negatywny 2 3 IC

159 76 2 13 negatywny 1 2 e -
160 a1 2 27 1 1 HC/B -
161 41 1 33 negatywny 2 3 B +
165 a8 2 14 negatywny 1 2 Hnc -
166 53 2 38 negatywny 2 3 e -
167 77 2 0 negatywny 1 1 lc -
169 48 1 35 negatywny 2 2 C -
170 78 2 17 pozytywny 1 1 e -
171 82 2 5] pozytywny 2 2 Hnc -
172 55 1 26 negatywny 1 2 e -
173 58 1 35 negatywny 2 2 IC -
175 62 2 19 negatywny 2 e -
176 61 2 65 negatywny 2 1A -
177 47 1 33 negatywny 2 2 B -
179 66 1 34 negatywny 2 3 v -
180 41 1 35 negatywny 2 1 IC -
181 a1 1 4 negatywny 1 1 1B -
182 73 2 26 negatywny 2 3 [\ -
183 a6 2 17 pozytywny 1 3 [\ +
184 65 2 0 2 3 lHc -
185 46 2 1 negatywny 2 1 [\ -
186 65 1 34 negatywny 2 3 1A -
187 46 1 23 negatywny 1 2 Hnc -
189 62 1 30 negatywny 2 3 e +
190 54 1 20 negatywny 2 3 IIB -
191 48 2 1 negatywny 1 2 e -
192 67 2 26 negatywny 1 3 [\ -
194 67 1 29 negatywny 1 3 11]s] -
195 54 1 30 negatywny 1 2 IIB -
196 35 1 19 pozytywny 1 3 e -
197 a3 1 3 negatywny 2 1 e -
198 72 2 23 negatywny 2 3 Hnc -
199 46 1 4 negatywny 2 2 [][w +
200 73 2 7 negatywny 1 3 [\ -
201 52 1 34 pozytywny 2 3 [\ +
203 85 2 11 negatywny 2 1 e

204 27 2 9 pozytywny 2 2 \Y -
205 52 2 24 negatywny 2 3 ][ -
206 71 2 21 negatywny 1 2 B -
208 62 2 16 negatywny 1 2 e -
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Nr | Wiek | Zgon | Przezycie*| Wywiad | Histpat| Grade | FIGO | Mutacje*
209 74 2 34 negatywny 2 1 111C -
211 82 1 29 pozytywny 1 2 A -
212 a4 1 30 pozytywny 1 2 C +
213 74 1 30 negatywny 1 3 c -
214 67 2 I negatywny 1 [\ -
215 a6 1 3 pozytywny 1 2 IC -
216 ar 2 25 negatywny 1 3 c -
217 59 2 16 pozytywny 1 2 111C -
218 88 1 27 negatywny 1 1 I\ -
219 o4 1 27 negatywny 2 3 11C -
220 63 1 27 negatywny 2 2 lC -
221 51 2 19 negatywny 1 2 N -
222 48 1 16 pozytywny 2 3 IIB +
223 47 2 10 pozZytywny 2 3 lC +
224 51 90 2 3 IC +
225 49 1 84 pozytywny 1 2 -
226 49 2 49 pozytywny 1 2 [\ +
227 40 48 pozytywny 1 +
228 a1 1 24 negatywny 1 2 1C -
229 45 1 23 negatywny 2 3 1A -
230 44 1 22 negatywny 2 2 IC -
231 67 2 12 negatywny 1 3 111C -
232 47 1 22 negatywny 1 3 I\ -
233 72 2 16 negatywny 2 2 111C -
234 45 2 17 negatywny 2 -
235 67 1 27 negatywny 2 1 1A -
237 73 1 22 pozytywny 1 2 Inc -
238 68 1 20 negatywny 2 2 Inc -
243 58 1 26 negatywny 1 1 C -
245 52 1 27 negatywny 2 3 1B -
249 o8 1 28 negatywny 1 1 1B -
251 67 1 20 negatywny 1 1 IV -
253 a8 1 26 negatywny 2 2 Ic -
254 72 2 14 negatywny 2 3 [\ -
255 78 1 25 pozytywny 1 2 v +
256 42 1 24 pozytywny 2 3 A -
257 63 1 25 negatywny 1 2 111C -
258 66 1 16 negatywny 1 3 -
259 60 2 15 negatywny 2 3 111C -
260 65 2 5 negatywny 2 -
261 43 1 17 negatywny 1 1 IC -
262 77 1 17 negatywny 2 K 1C -
263 2 2 -
264 60 2 11 negatywny 2 2 C -
266 71 2 14 negatywny 1 2 IC +
267 63 1 14 negatywny 1 3 1C -
268 48 2 2 negatywny 2 3 c -
269 50 2 15 negatywny 1 2 1] -
709 24 2 22 negatywny 1 2 1C -
766 46 2 43 pozytywny 2 3 IC -
790 65 1 60 1 1 IIB -

* przezycie podane w pelnych miesigcach od daty zabiegu do daty ostatniej konsultacji lub

zgonu

* + obecha mutacja w genie BRCAL lub BRCA2

- brak mutaciji
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5. METODY
5.1. Aparatura

Tabela 5. Wykaz zastosowanej aparatury

Sekwenator automatyczny ABIPRISM310

Applied Biosystem

Termocykler GeneAmp PCR System 2400

Termocykler GeneAmp PCR System 2700

System archiwizacji zeli Gel Doc 2000

z oprogramowaniem Quantity One

Bio-Rad

Zasilacz PowerPac 3000

Wiréwka 5810R

Eppendorff

Wiréwka 5804

Wirowka MiniSpin

Termomikser comfort

Termocykler Mastercycler personal 96 x 0,2

mL

Worteks

lka

Zamrazarka -80C

Juan

Wiréwka prézniowa

Labonco

Cieplarka Laborgerate Berlin
Termocykler PTC-200 DNA Engine MJ-Research

Mini Centrifuge MPW15 MPW
Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 z

oprogramowaniem ND-1000 v 3.1.2

Spektrofotometr Helios Gamma UV/Vis SpectroLab

Zestaw DHPLC - System WAVE 3500

Transgenomic Ltd

5.2. Odczynniki

Tabela 6. Wykaz odczynnikéw

5.2.1. |[Zestaw Exterminator(250) A&A Biotechnology
5.2.2. |Zestaw Clean-up (250)

5.5.3. [10x EDTA bufor Applied Biosystem
5.5.4. [2,5x Sequencing Buffer

5.5.5. |BigDye Terminator Kit wersja 3.1

5.5.6. |GeneScan-350 TAMRA

5.5.7. |Kapilara 47cm x 50um

5.5.8. |Polimer POP-4

5.5.9. |Polimer POP-6
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5.5.10.

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

Bio -Rad

5.5.11.

Marker wielkosci M1

DNA Gdansk I

5.5.12.

Marker wielkosci M100-500

5.5.13.

Fenol, roztw. nasycony, pH 6.6, z
buforem do kalibracji

ICN

5.5.14.

Ksylen

5.5.15.

Proteinaza K

5.5.16.

Startery

IDT

5.5.17.

Tag Polimeraza DNA(rekombinowana)

MBI, Fermentas

5.5.18.

10 x bufor +(NH4)2SO4-MgC|2

5.5.19.

roztwor 25mM MgCl,

5.5.20.

enzym restrykcyjny Eco471

5.5.21.

bufor R do enzymu

5.5.22.

Agaroza PRONA Basic LE

5.5.23.

lon Exchanger Amberlite® MB-3

Merck

5.5.24.

Chloroform

5.5.25.

Izopropanol

5.5.26.

Alkohol etylowy 96%

POCh Gliwice

5.5.27.

Startery

Startery Pracownia
Sekwencjonowania
DNA i Syntezy
Oligonukleotydéw
IBB PAN, Warszawa

5.5.28.

dNTPs zestaw 40 uM

Promega

5.5.29.

Bromek etydyny

Sigma

5.5.30.

Chlorek amonu

5.5.31.

EDTA

5.5.32.

TRIS BASE

5.5.33.

Octan sodu

5.5.34.

Proteinaza K

5.5.35.

Kwas borowy

5.5.36.

Sacharoza

5.5.37.

Xylene cyanol

5.5.38.

Bromofenol blue

5.5.39.

Chlorek sodu

5.5.40.

Wodoroweglan Potasu

5.5.41.

Formamid

5.5.42.

SDS

5.5.43.

Zestaw WAVE Optimazed Buffers

Transgenomic Ltd
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5.3. Roztwory

5.3.1. Bufor 5xRBC (500 ml)

NH,4CI
KHCO3
0,5 M EDTA, pH 8.0

5.3.2. Bufor do proteinazy K
100 mM NacCl

10 mM Tris HCI, pH 8.0

25 mM EDTA, pH 8.0

0.5% SDS

20,73 g
2,30
10 ml

5.3.3. Roztwoér roboczy proteinazy K 50 mg/ml oraz 20mg/ml

5.3.4. 5XTBE (1000 ml)
Tris

kwas borowy
0,5 M EDTA, pH 8.0

54 ¢
27,59
20 ml

5.3.5. Roztwér roboczy 0,5xTBE (1000ml)

SXTBE
ddH,O

5.3.6. 50x TAE (1000 ml)
Tris

kwasu octowego lodowatego

0,5 M EDTA, pH 8.0

100 ml
900 ml

242 g
57,1 ml
100 ml

5.3.7. Roztwor roboczy 1XTAE (1000ml)

SOXTAE
ddH,O

20ml
980ml
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5.3.8. 6x bufor obciazajacy (50 ml)

0,25% btekit bromofenolowy
0,25% cyjanoksylen
30% glicerol

5.3.9. Roztwér roboczy bromku etydyny (200ml)

bromek etydyny (10 mg/ml) 20yl
1x TEA 199,80 mi

5.3.10. Roztwdr roboczy akrylamidu (100 ml)

50x TEA 1,9 ml
30% akrylamid/bis (37,5:1) 23,5 ml
ddH,O 74,5 mi

5.4. lzolacja materiatu genetycznego

5.4.1. 1zolacja DNA z krwi obwodowej

Od pacjentek pobrano 10 ml krwi zylnej do prébowek zawierajgcych EDTA.
Nastepnie krew odwirowywano 1811xg przez 10 min. w temperaturze +4° C,
przy i odciggano osocze. Do osadu skladajgcego sie ze leukocytow oraz
pozostatych sktadnikbw morfotycznych krwi dodawano 10 ml buforu RBC
(5.3.1.). Probki inkubowano przez 10 min. w temp. -20°C, po tym czasie
wirowano 1811xg przez 10 min. w temp. +4°C. Z odwirowanych prébek
usuwano supernatant. Pozostaty osad przeptukiwano 5 ml buforu RBC (5.3.1.) i
ponownie wirowano 10 min. w temp. +4°C,1811xg. Czynnosci te powtarzano 3-
4 krotnie. Nastepnie do osadu dodano 5 ml buforu do proteinazy K (5.3.2.) i
silnie wytrzgsano. Po dodaniu 12ul proteinazy K (5.5.15.) prébki inkubowano
przez 16 godz. w temp. 37°C.

Do strawionego materialu dodawano 3 ml fenolu (5.5.13.) i wytrzgsano
przez 20-30 min. Pézniej wirowano 15 minut, 1811 x g w +4°C,. GOrng warstwe
przenoszono do nowej probowki. Dodawano 5 ml chloroformu (5.5.24.) i
ponownie wytrzgsano pod wyciggiem przez 20-30 min., po czym wirowano
6300 x g przez 10 minut, +4°C,(2-3x).
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Po ostatnim wirowaniu gérng warstwe ostroznie przenoszono do nowej
probowki i dodawano 5 ml izopropanolu (5.5.25.). Probowki delikatnie
wytrzgsano do pojawienia sie kiebuszka DNA a nastepnie umieszczano w -
20°C na 30 min.. DNA przenoszono do probéwek Eppendorf 1,5ml i 2-3x
ptukano 70% etanolem, za kazdym razem wirujgc 20817 x g przez 10 min.,
+4°C,. Po zakonnczonym wirowaniu usuwano supernatant, a pozostaty na dnie
osad suszono 20-30 minut w wiréwce prozniowej. Gdy alkohol odparowat,
suchy osad DNA zawieszano w odpowiedniej ilosci sterylnej, podwdjnie
destylowanej wody (150-300ul). Kolejnym etapem byto spektrofotometryczne
okreslenie ilosci DNA w prébce i rozcienczenie do stezenia roboczego 30ng/ pl.

5.4.2. 1zolacja DNA z mro zonej tkanki nowotworowej

Z zamrozonego fragmentu guza wycinano skalpelem fragment wielkosci
5x5mm, nastepnie mechanicznie rozdrabniano go i przenoszono do probowki.
Do probowki dodawano 500ul buforu do proteinazy K (rozdz. 5.3.2.), silnie
wstrzgsano i dodawano 20 pl 50mg/ml proteinazy K (rozdz. 5.3.3.). Nastepnie
probke inkubowano przez 24 godziny w temp. 37°C bgdz 60 min. w temp. 56°C.
Po uptywie czasu inkubacji proteinaze inaktywowano przez umieszczenie w
temp. 72°C na okoto 5 min.

Tak przygotowany materiat poddawano ekstrakcji fenolem |
chloroformem zgodnie z protokotem stosowanym w izolacji krwi obwodowe;j
(5.4.1.) do momentu rozpuszczenia wysuszonego osadu DNA w odpowiedniej
ilosci sterylnej, podwdjnie destylowanej wody (150-300ul). Podobnie jak w
przypadku DNA pochodzacego z krwi, spektrofotometrycznie oznaczono ilos¢

DNA oraz rozcienczono do stezenia 30ng/ pl.

5.4.3. 1zolacja DNA z tkanek nowotworowych zatopio  nych w parafinie

Z bloku parafinowego zawierajgcego zatopiong tkanke nowotworowg
skrawano 20-30 kawatkébw o grubosci 5um. Aby usung¢ parafine ptukano je
dwukrotnie w 700ul ksylenu (rozdz. 5.5.14.) a nastepnie wirowano przez 15
min., 20C, 20817 x g. Warstwe ksylenu usuwano a osad przemywano

etanolem (5.5.26.) i wirowano (15 minut, 20817 x g). Czynnos¢ te powtarzano
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dwukrotnie. Z odwodnionej tkanki usunieto warstwe etanolu i liofilizowano jg
przez 25 minut, po czym dodano 300ul buforu do proteinazy K oraz 5-10ul
roztworu proteinazy K 50mg/mL (5.3.3). Calos¢ inkubowano 4-7 dni w temp.
45C.

Gdy tkanka ulegta strawieniu, dodawano 500ul fenolu (rozdz..5.5.13.)
wytrzgsano przez 10-15 minut a nastepnie wirowano (15 min., 20C, 20817 x
g). Po wirowaniu, zbierano goérng warstwe i przenoszono do nowej probowki.
Dodawano 500ul chloroform (rozdz. 5.5.24.) i ponownie wytrzgsano (10-15
min.) oraz wirowano (15 min., 20C, 20817 x g). Jeszcze raz przeniesiono
supernatant do nowej probéwki i dodawano 1ml 96% etanolu (5.5.26.).
Probéwki umieszczano na 24h w temp. -20<C. Po uptyw ie wyznaczonego czasu
prébki wirowano przez 30 min., 4C, 20817 x g, usuwano alkohol, a osad
suszono przez 30 min. pod wyciggiem. Osad rozpuszczano w wodzie (50-
100ul) i po pomiarze spektrofotometrycznym rozcienczano do stezenia 30 ng/ul.

5.5. Technika LOH

5.5.1. Markery mikrosatelitarne z chromosomu 3

Do analizy utraty heterozygotycznosci zastosowano trzy markery z
ramion krotkich oraz jeden z ramion dtugich chromosomu 3. Opierajgc sie na
danych literaturowych wybrano markery zlokalizowane w 3p25-26. Dodatkowym
kryterium doboru markeréw byta ich wysoka heterozygotycznosé. Wybrano
markery dwunukleotydowe, dla ktérych czestos¢ wystepowania w populacji
heterozygot wynosi = 80%. Wszystkie z badanych markeréw znajdowaty sie w
obrebie genow niepowigzanych dotad z patogenezg raka jajnika. Wybrano
réwniez jeden marker z ramion 3q, aby stwierdzi¢, w ktérych przypadkach
utrata objeta caty chromosom. Lokalizacje markeréw przedstawiono na ryc. 7,

natomiast w tab. 7 przedstawiono podstawowe parametry markerow.
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D3S51304
|_ D3s1597
D333611
D351263

—— Das1580

Rycina 7. Lokalizacja markerow mikrosatelitarnych w chromosomie 3

Tabela 7. Charakterystyka markeréw zlokalizowanych w chromosomie 3

wykorzystanych do badan LOH

Marker Starter forward Starter reverse Diugo $¢
produktu
(bp)
D3S1304 [TTCGCTCTTTGATAGGC ATTTCATTTGTAATTTACTAGCAG 253-269
D3S1597 |[AGTACAAATACACACAAATGTCTC |GCAAATCGTTCATTGCT 162-180
D3S3611 |[GCTACCTCTGCTGAGCAT TAGCAAGACTGTTGGGG 107-137
D3S1263 |CTAAGTAGGCAGTTGGTATTATTTC ATCACAGCAGGGGTTCATTTTTTC 215
D3S1580 |[CCACCATACTCCAGTGATCC TGACCATCTGTCCTGCCTT 139-155

Lokalizacje markeréw ustalono na podstawie baz danych National Center
for Biotechnology Information (NCBI) oraz Ensembl Genome Browser. Startery
zsyntetyzowano na podstawie sekwencji zawartych w bazie wedtug wersji z
dnia 09.09.2003). Aby mozliwa byla identyfikacja produktu PCR w
sekwenatorze automatycznym, kazdy ze starterow sensownych (F) zostat
zmodyfikowany na koncu 5’ jednym z trzech znacznikow fluorescencyjnych (6-
FAM, TET, HEX).
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5.5.2. Markery mikrosatelitarne z chromosomu 11

W literaturze czesto wymienia sie chromosom 11 jako miejsce genomu,
w ktérym zlokalizowane sg dotychczas niepoznane geny supresorowe
zaangazowane w powstawanie raka jajnika. Szczegolnie czesto wymieniang
lokalizacjg ~ jest 11g22-24, dlatego tez poszukiwania  markerow
mikrosatelitarnych ograniczono do tego regionu. Wybrano trzy markery
zlokalizowane 11¢22-23, w tym jeden D11S2179 w obrebie genu ATM,
znanego genu supresorowego (Ryc. 8). Pozostate markery nie znajdujg sie w
obrebie loci zadnych znanych genéw. W wybranej grupie znalazty sie zaréwno
markery dwu- jak czteronukleotydowe. Podobnie jak w przypadku chromosomu
3 wybrano takze dodatkowy marker zlokalizowany na przeciwlegtych ramionach
chromosomu. Umiejscowienie markerow oraz sekwencje starterOw oparto na
danych z bazy NCBI (wedlug wersji z dnia 09.09.2003)(Tab. 8). W tym
przypadku réwniez kazdy ze starterbw sensownych zostat zmodyfikowany na
koncu 5’ jednym z trzech znacznikow fluorescencyjnych (6-FAM, TET, HEX),
dzieki czemu po wzbudzeniu znacznika $wiattem lasera mozliwa byta

identyfikacja produktéw PCR podczas elektroforezy kapilarnej.
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Rycina 10. Lokalizacja markeréw mikrosatelitarnych w chromosomie 11
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Tabela 8. Charakterystyka markeréw zlokalizowanych w chromosomie 11
wykorzystanych do badan LOH

Marker Starter forward Starter reverse Dlugo s¢
produktu (bp)
D11S1324| CCCCTCACCCTAAAAACTTG GGCACAAGGGGAACTTAACT 110-128
D11S2017 TTTTTAAGCGCACCAAAGAG TTTGAATAGGAAATTAGATGGTAGG 109-133
D11S2179 | TAGGCAATACAGCAAGACCCTG | GCACTGGAATACGATTCTAGCAC 130
D11S1778 | TAACCTNCTACACAGTGTCGTT GCTTCAGCAGAGAAGCCAT 138-160

5.5.3. Markery mikrosatelitarne z chromosomu X

W pierwszym etapie badan do analizy LOH wybrano trzy markery
zlokalizowane Xp22.3 oraz jeden DXS8069 umiejscowiony Xq28. Podczas
wstepnej analizy otrzymane dane okazaly sie na tyle interesujace, iz
postanowiono rozszerzy¢ panel markerbw o dziewie¢ kolejnych
zlokalizowanych w Xq. Wybrano markery zlokalizowane w Xgl2, Xg21, Xq23
oraz Xg28, gdyz jak przedstawiajg liczne publikacje to wtasnie w tych regionach
mogg znajdowac sie geny modulujgce rozwdj raka jajnika oraz potencjalne
geny supresorowe. W tym przypadku stopien heterozygotycznosci nie miat
decydujacego wpltywu na dobor markeréw a w badanej grupie znalazly sie
markery dwu- i czteronukleotydowe, ktérych heterozygotycznos¢ zamykata sie
w przedziale pomiedzy 0,22 a 0,83 (Tab. 9). W przypadku markera DXS1159
czestos¢ wystepowania heterozygot w populacji nie zostata okreslona. Niektore
z markeréw zlokalizowane byly wewnatrzgenowo i zaden z gendw, w ktérym
umiejscowiony byt marker nie zostat zidentyfikowany jako gen supresorowy. Na
ryc.11 przedstawiono lokalizacje badanych markerow w oparciu o dane
pochodzace z bazy NCBI oraz Ensembl Genome Browser (wedtug wersji z dnia
09.09.2003).
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Rycina 11. Lokalizacja markeréw mikrosatelitarnych

DXs8105
DXs6807
DXS8095

DXS6785
DXS8029
DX81213
DXS1181

DXS8076
DXS454

DXS1059

DXS1193
DXS8069
DX88103

w chromosomie X

Tabela 9. Charakterystyka markerow zlokalizowanych w chromosomie X

wykorzystanych do badan LOH

Dlugo s¢
Marker Starter forward Starter reverse produktu
(bp)
DXS8105 [TTTAGTTTCCTGCCACG TATTCCATGTTTTTCATATTGAG 150-164
DXS6807 |GAGCAATGATCTCATTTGCA AAGTAAACATGTATAGGAAAAAGCT | 250-273
DXS8095 |GATTGGGAGATGCAGAC TGTACCCCGAACTTAAAAAC 266-280
DXS6785 |CGACACAGCAAGTCTCTGT GAGGAGGGTCAGAATCTTG 143-163
DXS8029 [TGACGGAGCGAGACCTT AGTGGTAGCCCATCTTGGTG 256-272
DXS1213 |[CCATAGCCCACCTTTC TCTGTGCATTTATGTTTATTTG 230-244
DXS1161 |GTCCCTGTTTGCAGATGG TTGCCAGTCCCACTACTT 135-340
DXS1160 [CTGAAACCTAAATTGAACGG CCCCCAACTCAGTTTTGA 151
DXS8076 AACTTAGGATACCCCATTATGTG AGTGCTACCTCCACAAACAG 91-107
DXS454 |JAGAAGACATAAGGATACTGC GATCCCAACTATTTCTTTCT 144-145
DXS1059 |CCAGGAGATTGAGAGTGGCT GGACAACCCGTCGTGG 180-200
DXS1193 CTAGCAAGGAAAACCTTGGT AGTCAGAATTGGGTTGTCTTC 106
DXS8069 AACAGTCATTGTAGGCATCG GAATTGCCAGTCATCCC 166-174
DXS8103 |ICGTTGCTTGGGATGGA AGCCCTGGGGTACACA 200-248
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Powyzsze bazy stanowity rowniez zrodio, z ktorego zostaly pobrane
sekwencje starterow (Tab. 9). Podczas syntezy, kazdy starter sensowny zostat
zmodyfikowany znacznikiem fluorescencyjnym (6-FAM, TET Iub HEX)

umozliwiajgcym analize heterozygotycznosci w sekwenatorze automatycznym.
5.5.4. Amplifikacja markerow mikrosatelitarnych te chnik g PCR

Wszystkie markery mikrosatelitarne amplifikowano metodg PCR.
Pomimo roznej diugosci powielanych fragmentow, sklad mieszaniny reakcyjnej
byt taki sam we wszystkich przypadkach. Reakcje PCR przeprowadzano
jednoczesnie dla trzech  markeréw rdéznigcych  sie  znacznikami
fluorescencyjnymi na koncu 5 starterow sensownych, natomiast
nieodbiegajacych od siebie wielkoscig amplifikowanego produktu. Reakcje PCR
przeprowadzano w koncowej objetosci 15ul stosujgc okoto 45ng genomowego

DNA, doktadny sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowany do jednoczesnej amplifikacji

trzech markerow LOH

Skiad mieszaniny reakcyjnej Objetosé¢ (ul)
10x bufor 1,5
Glicerol 1,0
MgCI2 [25mM] 15
dNTP mix [5 mM] 1,0
Mieszanina starterow [10uM]* 1,0
Polimeraza Taq [5U/ul] 0,12
Woda 5,38
DNA [30 ng/pl] 15

* dodawano trzy mieszaniny starterow po jednej dla kazdego amplifikowanego markera

W  wyjatkowych przypadkach kazdy z markerow byt amplifikowany
oddzielnie. Sklad mieszaniny reakcyjnej w przypadku kazdego markera byt
rowniez taki sam. Reakcje przeprowadzano w objetosci 15ul z dodatkiem 45ng
genomowego DNA. Skiad mieszaniny reakcyjnej podano w tab. 11.
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Tabela 11. Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowany do amplifikacji markerow

LOH

Sktad mieszaniny reakcyjnej

Objeto$é (ul)

10x bufor 1,5
Glicerol 15
MgCI2 [25mM] 0,5
dNTP mix [5 mM] 1,0
Mieszanina starterow [10uMJ* 0,08
Polimeraza Taq [5U/ul] 8,92
Woda 1,5
DNA [30 ng/ul] 1,5

Warunki reakcji zostaly tak zoptymalizowane,

wszystkich par starteroéw (Tab. 12).

Tabela 12. Warunki reakcji PCR

aby byly jednakowe dla

Temperatura ( °C) Czas trwania Liczba cykli
94 5 1
94
30"

54

r 30
72 2
72 10’ 1
10 oo

Kazdorazowo, podczas reakcji PCR stosowano kontrole pozytywnag, czyli

DNA o znanej jakosci oraz kontrole negatywng, gdzie zamiast DNA dodawano

analogiczng objetos¢ wody destylowanej.
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Po zakonczone] reakcji sprawdzano obecnos¢ produktu PCR
przeprowadzajgc rozdziat na 2% zelu agarozowym w 0,5 x TBE.

5.5.5. Analiza zamplifikowanych markeréw mikrosate litarnych

Przygotowujgc produkty do elektroforezy kapilarnej, do 10ul
dejonizowanego formamidu oraz 0,5ul markera wielkosci GeneScan-350 lub
GeneScan-500, znakowanego TAMRA dodawano 1-2pl mieszaniny produktow
PCR znakowanych réznymi znacznikami fluorescencyjnymi (w przypadku
markerow amplifikowanych podczas wspélinej reakcji PCR). W przypadku
amplifikacji markerbw w osobnych reakcjach PCR do mieszaniny
dejonizowanego formamidu oraz markera wielkosci GeneScan dodawano 1pl
produktu znakowanego FAM i TET oraz 2ul produktu znakowanego HEX
(LIFAM:1TET:2HEX). Tak przygotowane probki poddawano denaturacji w
termomikserze w temp. 95°C przez 2 min. i natychmiast chtodzono na lodzie.
Przeprowadzano elektroforeze kapilarng w automatycznym sekwenatorze ABI
310 w temp. 60°C przy natezeniu pradu nie wyzszym niz 8uyA. Rozdziat
przeprowadzano standardowo przez 24 min., przy napieciu pradu 15kV. Do
odczytu sygnatu fluorescencyjnego zastosowano filtr C oraz program
komputerowy ABI PRISM 310 Data Collection Software v 2.0, do analizy
zebranych danych zastosowano program ABI PRISM GeneScan Analysis

Program v 3.1.

5.5.6. Ocena utraty heterozygotyczno sci (LOH)

Podczas analizy utraty heterozygotycznosci poréwnywano wysokosé
sygnatow pochodzacych z DNA prawidlowego (wyizolowanego z Kkrwi
obwodowej - K) z sygnatami z DNA z tkanki nowotworowej pochodzacymi od tej
same] chorej (T). Obecnos¢ tylko jednego piku fluorescencji w tkance
nienowotworowej klasyfikowata przypadek jako nieinformacyjny
(homozygotyczny) (Ryc. 12). W przypadkach heterozygotycznych w stosunku
do danego markera na elektroforegramie widoczne byty dwa piki podstawowe
(Ryc. 13).
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D11S1324- 165K

D11S1324- 165T N

Rycina 12. Przykladowy elektroforogram ukazuj Qacy

nieinformacyjny markera D11S1324 w probce nr 165.

DXS1160- 32K

DXS1160- 32T

Rycina 13. Przykladowy elektroforogram ukazuj acy

przypadek

przypadek

informacyjny utraty heterozygotyczno $ci (LOH) markera DXS1160 w

prébce nr 32.
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Ocena LOH zostata oparta na rownaniu matematycznym:
(N1T2)(N2T1)

gdzie:
N1 i N2-wartosciami wysokosci sygnatow pochodzacych od dwoch alleli w
tkance prawidtowej,
Tl i T2 — wysokosci sygnatdw pochodzacych od dwdéch alleli w tkance
nowotworowej.

W przypadku, gdy otrzymane wartosci byty wieksze niz>1, stosowano
wzor: 1/(N1T2)(N2T1). Zalozono, iz wyniki ponizej 0,5 swiadczg o utracie

heterozygotycznosci, natomiast wartosci wyzsze oznaczajq jej zachowanie.

5.6. Analiza statystyczna otrzymanych wynikow

Test x2 Pearsona oraz test x2 dwustronny Fishera wykorzystano do
poréwnania rozkiadéw otrzymanych wynikéw. Przypadki nieinformacyjne
zostaly odrzucone, oceniano tylko obecno$¢ utraty heterozygotycznosci versus
nieobecnos¢ LOH. Do celdéw statystycznych dokonano podzialu chorych na

kilka grup pod wzgledem réznych parametrow.

Zgon
zyje -1 (n=66)
zgon-1 (n=99)
FIGO
FIGO I-II- 1 (n=33)
FIGO lll-IV-2 (n=132)
grade
Gil-1 (n=28)
G2/3-2 (n=137)

Mutacje BRCA1/2
brak mutacji— 1 (n=139)
obecna mutacja -2 (n=26)
Obecnos¢ LOH
0-2 utraty- 1 (n=82)
3-13 utrat- 2 (n=83)
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Test W Shapiro-Wilka zastosowano, aby zbada¢ czy badane zmienne
prezentowaly rozkiady normalne. Nieprametryczny test U Manna-Whitney'a
zastosowano do porownania median zmiennych cigglych. Ocena przezycia
pacjentek z utaratmi markerow i bez utrat zostata przeprowadzona testem log-
rank w oparciu o krzywe przezycia Kaplana-Meyera. Aby wytoni¢ z grupy
zmiennych niezaleznych czynniki wplywajgce na przezycie, zastosowano
nieparametryczny model proporcjonalnego hazardu Coxa. We wszystkich
przeprowadzonych analizach za statystycznie znamienng przyjeto wartos¢
p<0,05.

Odmiane sieci neuronalnych zwang algorytmem genetycznym
zastosowano, aby ze zmiennych niezaleznych wytoni¢ podzbiory zmiennych
wzajemnie uzaleznionych (wymagajacych wspdlnej obecnosci). Obliczen
dokonano z zastosowaniem oprogramowania STATISTICA for Windows 7.1
firmy StatSoft (Stanisz 1998, Stanisz 2002).
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6. Wyniki
6.1. Analiza utraty heterozygotyczno $ci markerow zlokalizowanych w

chromosomach 3, 11, X.

Badanie utraty heterozygotycznosci (LOH) przeprowadzono w 165
guzach. Do analizy zastosowano cztery markery mikrosatelitarne z ramion
krotkich chromosomu 3, trzy markery z ramion dtugich chromosomu 11 oraz
czternascie markeréw z obu ramion chromosomu X. Wykonano rowniez analize
LOH dwdch dodatkowych markeréw z pochodzacych z 3q i 11p, aby stwierdzié
czy utraty heterozygotycznosci wystepowaly tylko na jednym z ramion
chromosomow. W tabeli 13 przedstawiono wyniki analizy LOH dla wszystkich

analizowanych markeréw

Tabela 13. Wyniki analizy LOH markeréw zlokalizowanych w chromosomach 3 i
111 X
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nr krwi

chromosom 3

chromosom 11 chromosom X
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0351263
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chromosom 3 chromosom 11 chromosom X
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Badanie utraty heterozygotycznosci (LOH) przeprowadzono dla 23
markerow mikrosatelitarnych. Dla wszystkich analizowanych markeréw
wykonano 3795 oznaczenh, uzyskano 2412 (n=2412/3795; 63,5%) wynikow
informacyjnych oraz 576 (n=576/3795; 15,2%) wynikdw nieinformacyjnych.
Wynikéw nie uzyskano w 809 przypadkach (n=809/3795; 21,3%). Najwiekszy
odsetek wynikow informacyjnych uzyskano dla markeréw z chromosomu 11
(n=454/660; 69%). Srednia liczba utrat heterozygotycznoséci z wszystkich
analizowanych markeréw przypadajgca na loci wynosi 3,35.

U 15 pacjentek nie zaobserwowano utraty zadnego z badanych
markerow, natomiast utrate przynajmniej jednego markera odnotowano w 149
przypadkach. U jednej pacjentki wszystkie otrzymane wyniki byty
nieinformacyjne (#90). Najczesciej, w 32 przypadkach, tracone byly dwa loci u
jednej badanej, a najwieksza liczba utrat obserwowana u pacjentki wynosita 13
(#136) (Tab. 14).

Tabela 14. Zestawienie wynikow liczby LOH przypadajgcych na pacjentke

Liczba _
utraconych LI?Zba (%)
markeréw Pacjentek
0 20 12
1 30 18
2 31 18,8
3 32 19,4
4 17 10,3
5 10 6
6 10 6
7 9 5,4
8 2 1,2
9 1 0,6
11 1 0,6
13 1 0,6

*(n=165)
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Analizg LOH markeréw z chromosomu 3 objeto 825 prébek. Dla pieciu
analizowanych markeréw otrzymano 525 wynikow informacyjnych (n=525/825;
63%) oraz 110 nieinformacyjnych (n=110/825; 13%). W probkach, w ktorych
uzyskano wyniki informacyjne, utrate heterozygotycznosci zaobserwowano w
105 przypadkach (n=105/525; 20%) a w 420 nie zaobserwowano zjawiska LOH
(80%). Utrate przynajmniej jednego z analizowanych markeréw z chromosomu
3 zanotowano w 65 przypadkach (n=65/165; 39%). Najczesciej w jednym guzie
utracie ulegat jeden marker- 36 przypadkéw (n=36/165; 22%).

Tabela 15. Czestos¢ zjawiska LOH dla poszczegoinych markerow z
chromosomu 3

Lal Tt Marker Li(_:zba przypadk()w Czesto$¢ LOH Gen
informacyjnych (%)

brak LOH 92

3p25 D351304 Lon 22 19 GRM7/SCA15
3 114
brak LOH 95

3p25 D3S1597 LOH 29 23 CAV3
> 124
brak LOH 78

3p25 D3S3611 LOH 26 25 ATP2B2
> 104
brak LOH 74

3p25 D3S1263 LOH 16 18 ATG7
3 90
brak LOH 81

3927 D3S1580 LOH 14 15 LPP LIM
3 95

W chromosomie 3 do utraty heterozygotycznos$ci najczesciej dochodzito
w markerach D3S3611 (n=26/104; 25%) i D3S1304 (n=22/92; 22%). Tylko w
jednym guzie doszto do utraty wszystkich pieciu markerow (#136) - byt to rak
nabtonkowy o $rednim zréznicowaniu w stadium FIGO [IIC usuniety od
pacjentki z negatywnym wywiadem rodzinnym. Odnotowano rowniez
pojedynczy przypadek (#200), w ktérym utracone zostaty cztery markery. Loci,
w ktérych doszio do utraty heterozygotycznosci zlokalizowane byly na
ramionach krotkich chromosomu 3. Zaobserwowane utraty z ramion krotkich
miata miejsce w raku nabtonkowym w stadium FIGO IV pochodzacym od

pacjentki z negatywnym wywiadem rodzinnym.
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Badanie utraty heterozygotycznosci w chromosomie 11 przeprowadzono
w grupie 660 probek. Wyniki informacyjne uzyskano w 454 przypadkach
(n=454/660; 69%), a w 16% (n=107/660) probek otrzymano wyniki
nieinformacyjne. Zjawisko LOH wystgpito w 19% badanych probek (n=84/454).
Najwiecej utrat dotyczyto markera D11S1778 (n=23/105;22%), zas w kolejnych
markerach odnotowano taki sam 20% odsetek LOH (D11S2017-n=22/112; i
D11S1324-n=27/138). W 37% analizowanych guzow doszio do utraty
przynajmniej jednego markera (n=61/165; 37%)

Tabela 16. Czestos¢ zjawiska LOH dla poszczegoinych markerow z

chromosomu 11

Lokalizacja Marker  |-i€Zba przypadkow |Czestosé LOH Gen
informacyjnych (%)
brak LOH 111
11p14 D11S1324 Con 57 20
> 138
brak LOH 90 20
11922-23 | D11S2017 LOH 22
> 112
brak LOH 87 12
11922-23 | D11S2179 LOH 12 ATM
> 99
brak LOH 82 29
11922-23 | D11S1778 LOH 23
> 105

W zadnym przypadku nie doszto do utraty wszystkich czterech badanych
markerow. Natomiast w trzech guzach (#220, 231, 709) utracie ulegly 3
markery, wszystkie pochodzity od chorych z negatywnym wywiadem rodzinnym.
Za wyjatkiem guza nr 220, nr 231 i 709 byly to raki surowicze, w stadium FIGO
le.

Analize utraty heterozygotycznosci markerow zlokalizowanych w
chromosomie X przeprowadzono w dwdch etapach. W pierwszym etapie do
analizy LOH zastosowano cztery markery mikrosatelitarne z chromosomu X.
Byly to trzy markery z ramion krotkich: DXS8095, DXS6807, DXS8105 oraz
jeden z ramion diugich- DXS8069. Poniewaz wyniki wstepnej analizy byty

obiecujace, do badanej puli dotgczono 10 nowych markeréw zlokalizowanych w
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Xg. Ogoétem w grupie 165 chorych ocenie poddano 14 markerow. Wykonano
2310 oznaczen, z czego otrzymano 1419 wynikow informacyjnych (61%) oraz
359 nieinformacyjnych (15%). Do utraty heterozygotycznosci doszio w 276
przypadkach informacyjnych (n=276/1419; 19%). Pod wzgledem liczby LOH
dominowaty dwa markery zlokalizowane w Xqg: DXS1193 i DXS6785, gdzie
odsetek utrat siegat 27% (n=29/109; n=31/115). Wsréd analizowanych
markerow z ramion krotkich chromosomu X utraty najliczniej wystepowaty w
locus DXS6807 (n=22/98;22%). Az w 71% (n=118/165) badanych guzéw doszio
do utraty przynajmniej jednego markera.
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Tabela 17. Czesto$¢ zjawiska LOH dla poszczegdélnych

chromosomu X

markeréw z

Liczba przypadkow

Czestos¢ LOH

Lokalizacja Marker informacyjnych (%) Gen
brak LOH 103
DXS8105 LOH 20 16

Xp22 s 123 i
brak LOH 76

Xp22 DXS6807 LOH 22 22 RA31
2z 98
brak LOH 97

DXS8095 LOH 13 12

Xp22 3 110 i
brak LOH 78

Xq12 DXS6785 LOH 35 31
s 113 i
brak LOH 80

Xq12 DXS8029 LOH 14 15 MSN
2z 94
brak LOH 53

Xq12 DXS1213 LOH 23 30
b 76 i
brak LOH 85

Xq12 DXS1161 LOH 17 17 .
2 102
brak LOH 75

Xq12 DXS1160 ;OH 3?3 21 OPHN1
brak LOH 98

Xqg21 DXS8076 LOH 32 25 )
2 130
brak LOH 88

Xg21 DXS454 LOH 15 15 ]
2z 103
brak LOH 82

Xg23 DXS1059 ;OH 257 16 TRPC5
brak LOH 80

Xg28 DXS1193 LOH 29 27 )
2 109
brak LOH 78

X028 DXS8069 ;OH 286 19 CXorf6
brak LOH 54

X028 DXS8103 ;OH 22 18 MRXSL, BPP

Najwieksza odnotowana liczba utraconych markerow wynosita 6 i

wystgpita w siedmiu guzach. W przypadku #136 zanotowano najwieksza liczbe
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traconych loci wsrod wszystkich badanych, oprécz szesciu markerow z
chromosomu X, utracie ulegly rowniez wszystkie analizowane markery z
chromosomu 3 oraz dwa z chromosomu 11. Przypadek ten zostat opisany juz
wczesniej przy analizie LOH chromosomu 3. Pozostate guzy, w ktérych utracie
ulegto szes¢ markerow z chromosomu X, byly rakami nabtonkowymi w stadium
FIGO 1lIB i HlIC. Pochodzity one od chorych z negatywnym wywiadem
rodzinnym w tym od jednej nosicielki mutacji w genie BRCAL.

6.2. Analiza statystyczna otrzymanych wynikow bada i molekularnych.

Aby oceni¢ znamienno$¢  statystyczng pomiedzy  czestoscig
wystepowania zjawiska LOH a niektorymi parametrami klinicznymi
zastosowano test x2 Pearsona oraz test x2 dwustronny Fishera.

Pierwszym z analizowanych parametrow byt wiek badanych w momencie
zachorowania. Zaleznos¢ pomiedzy wiekiem pacjentek a czestoscig zjawiska
LOH zaobserwowano tylko w przypadku markera D3S1597 (p=0,048). Utrata
heterozygotycznosci tego markera wystepowata z mniejszg czestoscig u
chorych z grupy 1. Sposrod markerow z chromosomu 3 tylko jeszcze w
przypadku markera D3S1263 stwierdzono znamienny statystycznie zwigzek
pomiedzy liczba utrat a jednym z analizowanych parametrow Kklinicznych.
Liczba utrat w loci tego markera roznita sie w zaleznosci od stopnia
zaawansowania histologicznego (G) guza (p=0,039). D3S1263 byt czesciej
tracony w guzach o znacznych cechach atypii (G3) niz w guzach nisko i srednio
zroznicowanych (G1,G2). W przypadku pozostatych markeréw zlokalizowanych
w chromosomie 3 nie wykazano statystycznie znamiennej zaleznosci pomiedzy
czestoscig utrat a pozostatymi parametrami klinicznymi.

W przypadku analizy statystycznej utrat markerow z chromosomu 11
wykazano istotny statystycznie zwigzek pomiedzy liczbg LOH markera
D11S1324 i stopniem zaawansowania histologicznego (G) guza (p=0,038). Tak
samo jak w przypadku markera D3S1263 w guzach w stadium G3
odnotowywano wiekszg czestos¢ LOH. Zaleznosc¢ taka wystepowata rowniez w
przypadku analizy guzow, w ktorych wystepowata utrata przynajmniej jednego
markera w porownaniu do tkanek nowotworowych, w ktorych LOH nie wystapito

w ogole (p=0,048).
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Podczas analizy statystycznej markerow zlokalizowanych na
chromosomie X zwigzki pomiedzy LOH a stopniem zaawansowana
histologicznego wystepowaly najliczniej. Zwigzek taki odnotowano w dwodch
markerach z Xp: DXS8095 (p=0,047) i DXS8105 (p=0,041) oraz jednym z Xq:
DXS1059 (p=0,033), gdzie wysoki odsetek utrat przewazat w guzach w
zaawansowanym stadium G3. Zalezno$¢ ta zostata zachowana réwniez w
momencie podzielenia grupy wedtug liczby traconych loci w chromosomie X
(grupa 1 <1 LOH, grupa 2 =2 LOH), gdzie guzy w stadium zaawansowanym
(G3) prezentowaly wiekszg liczbe utrat heterozygotycznosci. Tylko w jednym
loci markera DXS1161 zaobserwowano korelacje pomiedzy liczbg utrat a
zaawansowanym stopniem klinicznym nowotworu (FIGO 1lI-1V). Natomiast raki
w stadium FIGO Il i IV odznaczaty sie mniejszg liczbg utrat niz nowotwory w
stadium FIGO | i 1l (p=0,018). Stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy
wystepowaniem utraty heterozygotycznosci markerow DXS8095 (p=0,014),
DXS8015 (p=0,013), DXS6785 (p=0,024) a obecnoscig germinalnych mutacji w
genach BRCAL1 i BRCAZ2.

Raki  jajnika pochodzace od nosicielek mutacji BRCAL/2
charakteryzowalty sie czestszymi utratami heterozygotycznosci oraz odmiennym

wzorem utrat w poréwnaniu do nowotworéw sporadycznych (Tab. 18).
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Tabela 18. Czestos¢ zjawiska LOH u pacjentek z germinalng mutacjg BRCA1/2

I bez mutacji. Pogrubionym drukiem zaznaczono te markery, w ktérych czeste LOH

korelowato z obecno$cig mutacji w genach BRCA1/2.

Liczba LOH/liczba przypadkow informacyjnych (%)

Test
Chromosom ) Mark<.9r LS Fishera
mikrosatelitamny | mytacja |Brak mutacii Ogotem
(p=0,05)/
BRCA1/2
Yatesa
D351304 5/21 (24) [17/93 (18) [22/114 (19) |0,55/0,78
D3S1597 6/22 (27) 23/102(22) [29/124 (23) (0,41/0,85
3 D3S3611 5/13 (38) [21/91 (23) [26/104 (25) 0,19/0,39
D3S1263 2/9 (22) 114/81 (17) [16/90 (18) 0,50/0,93
D351580 0/16 (0) [14/79 (18) [14/95 (15) 0,06/0,15
D11S1324 4/21 (19) |23/117(20) [27/138 (20) 10,61/0,81
11 D11S2017 3/22 (14) [19/90 (21) [22/112 (20) |0,32/0,62
D11S2179 2/16 (12) 10/83 (12) [12/99(12) 0,61/0,71
D11S1778 2/20 (10) 21/85 (25) [23/105(22) 0,13/0,26
DXS8105 7/20 (35) 13/103 (13) |20/123 (16) [0,021/0,03
DXS6807 4/15 (27) |18/83 (22) [22/98 (22) 0,48/0,93
DXS8095 5/17 (29) 8/93 (9) 13/110 (12) 10,028/0,04
DXS6785 8/18 (44) [27/95 (28) [35/113(31) 0,026/0,04
DXS8029 2/15 (13) 12/79 (15) |14/94 (15) 0,61/0,83
DXS1213 4/10 (40) |19/66 (29) [23/76 (30) 0,35/0,73
X DXS1161 2/15 (13) 15/87 (17) |17/102 (17) |0,52/1,0
DXS1160 2/11 (18) [18/66 (27) [20/95 (21) 0,58/0,88
DXS8076 7/20 (35) [25/110 (23) [32/130 (25) 1|0,18/0,37
DXS454 2/17 (12) [13/86 (15) [15/103 (15) [0,52/0,98
DXS1059 4/14 (29) |11/83 (13) [15/97 (15) 0,14/0,28
DXS1193 5/16 (31) [24/93 (26) [29/109 (27) 0,43/0,88
DXS8069 4/17 (23) |14/79 (18) [18/96 (19) 0,40/0,83
DXS8103 2/8 (25) [10/58 (17) |12/66 (18) 0,44/0,96

Dodatkowo, wszystkie przypadki podzielono na dwie grupy w zaleznosci

od liczby utrat we wszystkich badanych markerach. W grupie 1 znalazly sie

guzy z o niskiej liczbie LOH (<2), natomiast w grupie 2 nowotwory, w ktorych

liczba utrat

przewyzszata 3

loci

(23).

Korelacje

istotne statystycznie

zaobserwowano jedyne miedzy guzami z licznymi utratami i zaawansowanym

stopniem histologicznym guza (G3, p=0,00073).
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Poréwnujgc wiek pacjentek z innymi zmiennymi, testem U Manna-
Whitney’a uzyskano tendencje do znamienno$ci statystycznej pomiedzy
obecnoscig mutacji genéw BRCAL1 i BRCA2 a miodszym wiekiem pacjentek
(p=0,053). Zbadano rowniez wptyw utraty heterozygotycznosci poszczegdélnych
markerdw na czas przezycia chorych z zastosowaniem testu log-rank oraz
metody limitu iloczynowego Kaplana i Meiera. Te same testy zastosowano
rowniez szacujac czas przezycia w zaleznosci od liczby utraconych loci na
chromosomie 3, 11, X oraz dla ogolnej liczby odnotowywanych utrat na
wszystkich chromosomach (metody 5.6.). Réznice w czasie przezycia
zaobserwowano  jedynie  miedzy  pacjentami, u  ktérych  utraty
heterozygotycznosci wystepowaty nielicznie (£2) a chorymi z wieloma LOH
(23)(ryc14). Chore, u ktérych LOH w guzach wystepowato czesto
charakteryzowaly sie dluzszym czasem przezycia w poréwnaniu do pacjentek,

u ktorych utraty heterozygotycznos$ byty mniej liczne.

Praw dopodobienstw o przezycia Kaplana-Meiera
o Kompletne + Uciete

Prawdopodobienstwo przezycia

-0,1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 pacjentki z liczbg LOH23
. 77 pacijentki z liczbg LOH<2
Czas - miesigce

Rycina 14. Prawdopodobie nAstwo prze zycia dla pacjentek w zale znosci od

liczby traconych loci.
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Aby oceni¢ w grupie zmiennych niezaleznych, ktére z nich wplywajg na
przezycie zastosowano nieparametryczny model proporcjonalnego hazardu
Coxa. Potwierdzono wptyw FIGO (p=0,000013) na czas przezycia. Roéwniez
sze$¢ z 23 analizowanych markerow mikrosatelitarnych (D3S1263 p=0,037,
D11S2017 p=0,028, DXS8095 p=0,0092, DXS8029 p=0,0146, DXS8076
p=0,032, DXS1059 p=0,0026) uznano jako niezalezne czynniki rokownicze.
Utraty heterozygotycznosci w markerach D3S1263, DXS8095, DXS8029,
DXS8076, DXS1059 wigzaly sie z krétszym czasem przezycia chorych,
natomiast LOH w markerze D11S2017 wptywato korzystnie na czas przezycia.
Natomiast takie parametry jak grade, posta¢ histologiczna guza, wiek
pacjentek, obecnosé mutacji BRCA1/2 czy ogolna liczba utrat nie miaty wptywu
na dilugosc przezycia.

Zastosowanie algorytmu genetycznego pozwolito na wytonienie z cale]
puli zmiennych niezaleznych tych, ktére najlepiej opisujg dang ceche. Przy
okresleniu stopnia ztosliwosci histopatologicznej najwieksze znaczenie majg
takie zmienne jak: stopien zaawansowania klinicznego nowotworu a takze
utrata markeréw: D3S3611, D11S1778, DXS8105, DXS6807, DXS8095,
DXS6875, DXS1213, DXS1161, DXS454, DXS8103 w guzach o wysokim
stopniu ztosliwosci histologicznej. Natomiast w grupie chorych nosicielek
mutacji najwieksze znaczenie majg LOH we wszystkich markerach z
chromosomu 3 oraz DXS6785, DXS1213, DXS1161, DXS8076, DXS1193 i
wysoki grade guza.
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Technika LOH jest powszechnie wykorzystywana do mapowania |
identyfikacji nowych gendw supresorowych (TSG). Dzieki tej metodzie
zidentyfikowano dotychczas rdézne geny supresorowe zaangazowane w
etiologie wielu nowotworéw np. gen DMBT1 w ztosliwych nowotworach mozgu
(Mollenhauer i wsp, 1997, Liu i wsp, 2002). Praktycznie w kazdej publikaciji
dotyczacej analizy LOH w rakach jajnika opisywane sg nowe regiony
chromosomowe, w ktorych czesciej dochodzi do utraty jednego z alleli
mikrosatelitarnych. Dotychczas opisano bardzo wiele takich regionéw
zlokalizowanych miedzy innymi w chromosomach: 1p, 3p, 4p, 7p, 89, 12q, 16p,
17piq, 19q, Xp i g (Liu i wsp, 2002, Cliby i wsp, 1993). W wielu doniesieniach
pojawiajg sie tez informacje o korelacji pomiedzy utratami w danym regionie
chromosomowym a wybranymi parametrami Kklinicznymi np. LOH w 1p
pomiedzy markerami D1S211 i D1S190 zwigzane jest z agresywnym
przebiegiem choroby w endometrioidalnym typie raka jajnika (Arlt i wsp 1996).
Niestety w wiekszosci sg to pojedyncze doniesienia, niepotwierdzone w innych
publikacjach. By¢é moze jest to spowodowane faktem, iz badania zazwyczaj
przeprowadzane byly na niewielkiej liczbie przypadkow, z zastosowaniem
réznych metod analizy LOH. W pismiennictwie brakuje prac, w ktorych analize
utraty heterozygotycznosci przeprowadzonoby zaréwno w sporadycznych jak i
dziedzicznych przypadkach raka jajnika. Dlatego tez interesujgcym wydato sie
przeprowadzenie takich badan w duzej grupie pacjentek z rakiem jajnika, w tym
réwniez nosicielek mutacji w genach BRCA1/2, ktérych wyniki sg przedmiotem

niniejszej rozprawy.

Chromosom 3.

Poniewaz w literaturze czesto wymieniano locus 3p25-26 jako region
charakteryzujacy sie wysoki odsetkiem LOH w raku jajnika, przeprowadzono
analize utraty heterozygotycznosci czterech markerow zlokalizowanych w
prazku 3p25-26 oraz jednego markera z 3qg27. Zaobserwowano, iz utraty
heterozygotycznosci dotyczg gtownie markerow z ramion krotkich chromosomu

3. Rimessi i wsp. (1994) w doswiadczeniach na liniach komérkowych raka
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jajnika zauwazyli, ze wprowadzenie prawidtowego chromosomu 3 do linii
komorek nowotworowych jajnika powodowato zahamowanie wzrostu komérek
oraz supresje nowotworu. W liniach komérek nowotworowych monoallelicznych
pod wzgledem chromosomu 3, transfer chromosomu 3 z komorki prawidtowej
powodowat powstawanie guzow, w ktorych tracone byly regiony 3p23-24.2 oraz
3p21.1-21.2. Na tej podstawie Rimessi i wsp. wysnuli przypuszczenie, iz w tych
regionach muszg by¢ zlokalizowane wazne geny supresorowe (Rimessi i wsp,
1994). Wyniki tych doswiadczen zostaly potwierdzone réwniez w innych
niezaleznych doniesieniach (Cody i wsp, 2007, Uzawa i wsp, 1995, Fullwood i
wsp, 1999).

W 2001 roku ukazata sie publikacja, w ktérej autorzy przeprowadzili
nieparametryczng analize sprzezen oraz analize LOH u chorych na raka jajnika
z obcigzonym wywiadem rodzinnym, w tym nosicielek mutacji w genach
BRCA1/2 (Sekine i wsp, 2001). Wyniki ich badah wskazujg region 3p22-25 jako
prawdopodobng lokalizacje nowego genu predysponujgcego do rodzinnych
zachorowan na raka jajnika. Autorzy wskazujg locus pomiedzy dwoma
markerami, D3S1597 oraz D3S3611, wskazane przez analize sprzezen, w
ktorych odnotowano wysokg czestos¢ LOH u pacjentek BRCA negatywnych,
jako lokalizacje nowego genu (Sekine i wsp, 2001). W niniejszej pracy te dwa
markery rowniez dominowaty jezeli chodzi o czesto$¢ zjawiska LOH. Nie
zaobserwowano jednak korelacji pomiedzy obecnoscia LOH w loci tych
markerow a obecnoscig mutacji BRCA1/2 badz jej brakiem, by¢ moze jest to
spowodowane zbyt matg grupg pacjentek bedacych nosicielkami mutacji
BRCA1/2. Wykazano natomiast znamienny statystycznie zwigzek pomiedzy
utratami heterozygotycznosci w markerze D3S1597 a wiekiem pacjentek
(p=0,048). Do utrat tego markera czesciej dochodzito do u pacjentek, ktére
zachorowaty po 60 roku zycia, a jak wiadomo w przypadku rodzinnych agregacji
zachorowan na raka jajnika, nowotwor zazwyczaj rozwija sie w miodszym
wieku. Posrednio wiec potwierdzatoby to wyniki otrzymane przez Sekine i wsp,
2001). Niedawno zmapowano gen w obrebie ktérego znajduje sie marker
D3S1597. Jest to gen CAV3 kodujacy biatko wchodzace w sktad kaweoli
(caveolae) ulegajacy ekspresji gtbwnie w komérkach miesniowych (Tang i wsp,
1996). Syed i wsp. (2005) jako pierwsi zwrdcili uwage na biatka z rodziny

kaweolin, ktére regulowane poziomem progesteronu mogg by¢ zaangazowane
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w patogeneze raka jajnika.

Marker D3S3611 zdecydowanie wyrézniat sie on pod wzgledem
czestosci LOH wsrod markerow z chromosomu 3. Marker ten znajduje sie w
obrebie genu ATP2B2 kodujgcego ATPaze zaangazowang w utrzymanie
wewnatrzkomorkowej homeostazy jonéw wapnia (Van Poucke i wsp, 1997).
Niestety w literaturze brak danych potwierdzajgcych udziat genu ATP2B2 w
karcynogenezie raka jajnika. Interesujgce wydaje sie, iz wysoki odsetek utrat
praktycznie dotyczyt tylko markeréw D3S3611 i D3S1597, ktére ze sobg
sasiadujg i ktérych istotng role w etiologii raka jajnika nalezatoby powierdzié.

Réwniez uzasadnienie zwigzku pomiedzy utratg heterozygotycznosci
markera D3S1263 w guzach o znacznych cechach atypii trudno poprzeé
danymi literaturowymi. W pracach kilku zespotow zaobserwowano czestsze
utraty markeréw zlokalizowanych w 3p, w tym w prazku 3p25 w guzach o
zaawansowanym stopniu ztosliwosci histologicznej (Cheng i wsp, 1996, Zheng i
wsp, 1991, Lounis i wsp, 1998). W przeciwiehstwie do nich, inny zespot
zaobserwowat czestsze zjawisko LOH w guzach wysoko zroéznicowanych
(Dodson i wsp, 1993).

Chromosom 11.

Podobnie jak LOH w chromosomie 3, utraty heterozygotycznosci w
chromosomie 11 sg czesto opisywane w réznych nowotworach. Postuluje sie
istnienie wielu potencjalnych genow supresorowych zlokalizowanych w
chromosomie 11 zwigzanych z nowotworami takimi jak: rak piersi, ptuc, jelita
grubego oraz rak jajnika (Stronach i wsp, 2003). Czeste utraty
heterozygotycznosci w raku jajnika obserwowane sg w prazku 11pl5 oraz
11923-925 (Gabra i wsp, 1996, Gabra i wsp, 1995, Lu i wsp, 1997, Stronach i
wsp, 2003). Wybrane w niniejszej pracy markery mikrosatelitarne znajdowaty
sie w pragzku 11g22-23, w tym jeden w locus znanego genu supresorowego
ATM. Tym razem wzOr utrat nie byt tak oczywisty jak w przypadku chromosomu
3, albowiem czestos¢ LOH analizowanych markeréw niewiele sie réznita
miedzy sobg. Trudno wyrézni¢ jeden marker, w ktérym zjawisko utraty
heterozygotycznosci  zdecydowanie  dominowatoby nad  pozostatymi.

Interesujacy jest fakt, iz w markerze D11S2179 zlokalizowanym wewnatrz genu
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ATM, czestos¢ obserwowanych utrat jest znacznie nizsza niz w pozostatych
markerach, mimo iz nalezy spodziewa¢ sie, ze bedzie odwrotnie. Utraty
heterozygotycznosci w locus genu ATM sg zjawiskiem czestym w nowotworach
jajnika (Liu i wsp, 2002, Koike i wsp, 1999). Obserwowana w niniejszej pracy
nizsza czestos¢ LOH w tym locus byé moze spowodowane jest to niewielkg
liczbg przypadkéw informacyjnych, badz tez niskg heterozygotycznoscig
analizowanego markera. Jednakze Launonen i wsp. (1998) rowniez zauwazyli
nizszg czestosc utrat heterozygotycznosci markeréw zlokalizowanych w genie
ATM w stosunku do innych markerow zlokalizowanych w 11g23. Na tej
podstawie stwierdzili, ze ATM nie odgrywa kluczowej roli w rozwoju raka jajnika.

W guzach w zaawansowanym stadium ztosliwosci histologicznej bardzo
czesto obserwuje sie utraty markeroéw z 3p oraz 11q (Zheng i wsp, 1991). W
niniejszej pracy znamienny statystycznie zwigzek pomiedzy LOH a guzami o
wysokim stopniu atypii udato sie zaobserwowac¢ tylko w jednym z markeréw z
chromosomu 3 (D3S1263) i jednym z chromosomu 11 (D11S 1324, p=0,038)
oraz guzami, w ktérych przynamniej w jednym loci z 11q wystgpito LOH.
Poniewaz utraty heterozygotycznosci markerow z 3p i 11q sg zjawiskiem
czestym postuluje sie, iz geny zlokalizowane na tych chromosomach muszg

odgrywac wazng role w rozwoju raka jajnika (Ehlen i wsp, 1990).

Chromosom X.

Poniewaz kobiety posiadajg dwa chromosomy pici X, od diuzszego
czasu pojawiajg sie doniesienia o zaangazowaniu tych chromosoméw w jego
karcynogeneze raka jajnika (Hodgall i wsp, 2004, Cheng i wsp, 1996, Shelling i
wsp, 2001). Utraty materialu genetycznego z chromosomu X sg czestym
zjawiskiem w guzach jajnika (Thompson i wsp, 1994, Hodgall i wsp, 2004).
Wysoki odsetek LOH odnotowywano w Xp21 (Yang-Feng i wsp, 1993) a takze
w markerze mikrosatelitarnym z Xq, zlokalizowanym w poblizu genu AR
kodujacego receptor dla androgenu (Cheng i wsp, 1996).

Buekers i wsp. (2000) przeprowadzili analize LOH 90 guzéw jajnika.
Zauwazyli, iz w locus Xp22.2-3 do utrat heterozygotycznosci dochodzi czesciej
niz w innych analizowanych przez niego loci. Utraty markera DXS6807

zlokalizowanego w Xp22.3 prawie dwa razy czescie] wystepowaly w guzach
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nosicielek mutacji w genie BRCA1. W przypadku analizowanych w niniejszej
pracy markeréw z Xp22, LOH w tym markerze rowniez odnotowywane byto
znacznie czesciej w guzach tych kobiet. LOH w locus DXS6807 wystgpito w
22% wszystkich przypadkow informacyjnych w poréwnaniu do 16% DXS8095 i
12% DXS8105 - nie osiggneto jednak progu istotnosci statystycznej. Niektorzy
autorzy sugerujg, ze produkt genu zlokalizowanego w Xp22.2-3 wchodzi w
interakcje z biatkiem BRCAL, badz tez modyfikuje jego ekspresje w guzach
jajnika kobiet z mutacjg w genie BRCA1l (Buekers i wsp, 2000). Marker
DXS6807 znajduje sie w obrebie genu RA31 i jak dotychczas nie potwierdzono
jego wspotdziatania z genem BRCAL, ani tez udzialu w onkogenezie raka
jajnika (Jawaheer i wsp, 2001). Jednakze to nie w markerze DXS6807
stwierdzono zwigzek istotny statystycznie miedzy utratami a obecnoscig mutacji
w BRCAL/2. Zaleznos$¢ taka wystgpita w przypadku dwoch markerow z Xp22:
DXS8095 (p=0,014) i DXS8015 (p=0,013) oraz jednego z Xql2: DXS6785
(p=0,024). W loci tych markeréw nie zidentyfikowano dotad zadnych gendw.
By¢ moze znajdujg sie tam niepoznane geny badz sekwencje, z ktorymi biatko
BRCA1 wchodzi w interakcje. W ciggu ostatnich kilku lat coraz czesSciej
pojawiajg sie doniesienia 0 zaangazowaniu biatka BRCA1 w regulacje ekspresiji
genow zlokalizowanych na chromosomie X, znajdujgcych sie miedzy innymi w
prazku Xpll (Ganesan i wsp, 2004, Jazaeri i wsp, 2004). Prawdopodobnie
obecnos¢ prawidiowego biatka BRCA1 jest konieczne, aby utrzymac
odpowiedni poziom kondensacji chromatyny inaktywowanego chromosomu X
poprzez kolokalizacje z XIST RNA pokrywajgcym nieaktywny chromosom X
(Silver i wsp, 2002, Ganesan i wsp, 2004, Jazaeri i wsp, 2004).

Wraz z progresjg raka jajnika w komorkach nowotworowych wzrasta
ilos¢ btedéw genetycznych. Akumulacja mutacji oraz rearanzacji genomowych
powinna odzwierciedla¢ sie w czestosci utrat (Liu i wsp, 2002, Iwabuchi i wsp,
1995). W niniejszej pracy zaobserwowano, ze w guzy, w ktérych w trzech lub
wiecej markerach odnotowano LOH, byly guzami o niskim zrdznicowaniu
histologicznym (G3, p=0,00073). Znalezienie markerow charakterystycznych
dla danego stadium raka jajnika jest bardzo wazne. Umozliwi to wdrazanie
terapii celowanych oraz pozwoli na monitorowanie rozwoju choroby. W guzach
jajnika utraty regionu Xq25-26.1 wydajg sie by¢ zwigzane z progresjg guza i

wykrywane sg w zaawansowanym stadium rozwoju nowotworu (Choi i wsp,
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1997). W analizowanych markerach, takg zaleznos¢ zaobserwowano w
przypadku DXS8095 (p=0,047), DXS8105(p=0,041) oraz DXS1193 (p=0,033).
LOH w tych loci wystepuje czesciej w guzach o znacznych cechach atypii,
potwierdzajgc teze, ze jest to krytyczne wydarzenie w progresji guza, a nie w

jego powstawaniu (lwabuchi i wsp, 1995).

Stopien ztosliwosci histologicznej (grade), zaawansowanie Kkliniczne
choroby (FIGO), wiek pacjentek oraz ploidia DNA to tylko niektére z czynnikow
rokowniczych w raku jajnika (Averette i wsp, 1995, Kristensen i wsp, 2003,
Manys i wsp, 2002). Nadal trwajg poszukiwania molekularnych czynnikow
rokowniczych. Dotychczas powigzano nadekspresje gendw TP53 oraz ERBB2
(HER-2) w guzach jajnika z niekorzystnym rokowaniem oraz skréceniem 5-
letniego czasu przezycia chorych (Camilleri-Broét i wsp, 2004, Dogan i wsp,
2005, Kupryjanczyk i wsp, 2005). LOH w DXS454 zostato uznane za niezalezny
czynnik rokowniczy w raku jajnika, zwigzany z krétszym czasem przezycia
chorych (Hodgall i wsp, 2004). W niniejszej pracy nie udato sie potwierdzi¢ tej
zaleznosci. Prawdopodobnie spowodowane jest to réznymi technikami, jakie
zostaly zastosowane do analizy LOH oraz doborem grupy chorych. Sposréd
wszystkich markerow, ktore analizowano zaden nie wptywat na czas przezycia.
Statystyczne roznice pomiedzy czasem przezycia odnotowano pomiedzy grupg
pacjentek, u ktorych w guzach utraty heterozygotycznosci wystepowaly czesto
(23 LOH/guz) a pacjentkami, w ktérych guzach utraty wystepowalty rzadko (<2
LOH/guz), gdzie diuzsze przezycia zaobserwowano w grupie z licznymi LOH
(p=0,029). Spodziewalismy sie doktadnie odwrotnej zaleznosci, zazwyczaj
liczne utraty w guzie zwigzane sg z krotszym czasem przezycia chorych.
Zaleznos¢ taka moze by¢ zupetnie przypadkowa, spowodowana zbyt krétkim
czasem obserwacji chorych, jak rowniez duzg liczbg przypadkéw
nieinformacyjnych wptywajgcych na analize statystyczng. Dalsze obliczenia nie
potwierdzity tej zaleznosci wskazujgc FIGO (p=0,000013) oraz markery
D3S1263 (p=0,037), D11S2017 (p=0,028), DXS8095 (p=0,0092), DXS8029
(p=0,0146), DXS8076 (p=0,032), oraz DXS1059 (p=0,0026) jako niezalezne
czynniki rokownicze wptywajgce na czas przezycia. W dostepnej literaturze nie
znalaziono doniesien o wptywie utrat heterozygotycznosci w prazku 3p25 na

czas przezycia chorych z rakiem jajnika.
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Niestabilnos¢ genomowa w subtelomerowym regionie 11q zwigzana jest
z gorszym rokowaniem i skréceniem czasu przezycia, a niestabilnos¢
genomowa 11914 wraz z zachowaniem heterozygotycznosci w prazku 11922
zwigzana jest z korzystnym rokowaniem (Gabra i wsp, 1995). W innej pracy
wykazano znamienny statystycznie zwigzek pomiedzy LOH w locus 11g23.3 a
krotszym czasem przezycia pacjentek (Liu i wsp, 2002, Gabra i wsp, 1996). W
przypadku markera D11S2017 utraty heterozygotycznosci wptywaty korzystnie
na czas przezycia. W pracy Hansen i wsp. (1998) podobng zaleznos¢
zaobserwowano w przypadku utrat heterozygotycznosci w 16923.2-24.2 w raku
piersi, LOH w tym locus zostalo uznane za niezalezny czynnik rokowniczy
zwigzany z diluzszym czasem przezycia oraz wydluzeniem czasu pomiedzy
kolejnymi wznowami nowotworu. Autorzy tej publikacji sugeruja, ze by¢ moze w
169 znajduje sie gen badz geny supresorowe, do ktorych utraty dochodzi na
wczesnym etapie rozwoju nowotworu. Wraz z tymi genami utracie miatby
ulega¢ rowniez gen indukujacy powstawanie przerzutow lub tez gen
kontrolujacy ten proces.

W ponizszej pracy badaniem LOH zostato objetych pie¢ regionéw
zarOwno z ramion kroétkich jak i dilugich chromosomu X. Okazto sie, ze tylko
cztery sposrod czternastu markeréw zostato zakwalifikowanych jako niezalezne
czynniki rokownicze wplywajgce na dlugos¢ przezycia. Zaledwie w kilku
pozycjach w pismiennictwie opisano korelacje pomiedzy utratami markeréw z
chromosomu X a czasem przezycia chorych z rakiem jajnika. Uwaza sie, ze
utraty heterozygotycznosci w Xql2 oraz Xg25-26 zwigzane sg z gorszymi
rokowaniami, jednakze tylko LOH w locus markera DXS454 (Xq21-23) zostato
uznane za niezalezny czynnik rokowniczy (Nakayama i wsp, 2004, Hodgall i
wsp, 2004, Choi i wsp, 1997). By¢ moze nalezatoby przeprowadzi¢ dodatkowe
badania prospektywne, aby potwierdzi¢ badz wykluczy¢ przypadkowosé
otrzymanych wynikow.

W niniejszej pracy po raz pierwszy zastosowano odmiane sieci
neuronowych do analizy wynikdw LOH. Algorytm genetyczny przypomina
zjawisko ewolucji biologicznej, z catej puli zmiennych umozliwia wytonienie tych,
ktdre w najlepszy sposob charakteryzujg dang populacje (Stanisz 2002, Stanisz
1998). Postanowiono zastosowaé algorytm genetyczny, aby z grupy wszystkich

zmiennych wyloni¢ te, ktore najlepiej beda charakteryzowaty ztosliwosé
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histologiczng guza oraz guzy pochodzace do nosicielek mutacji BRCA1/2.

Wszystkie zmienne charakterystyczne dla tych grup sg zestawione w tabeli 19.

Tabela 19. Czynniki charakteryzujgce stopiehn ztosliwosci histologicznej guza
oraz guzy pochodzace do nosicielek mutacji BRCA1/2 wskazane przez

algorytm genetyczny.

Parametry Markery z Markery z Markery z _B}qd_
kliniczne chromosomu | chromosomu | chromosomu walld_acyjny
3 11 X sieci
DXS8105
Stopief DXS6807
ZHosliwosci D oo
histologicznej FIGO D3S3611 D11S1778 DXS1213 0,029
guza (grade) DXS1161
DXS454
DXS8103
Guzy D3S1304
nosicielek D351597 gig?;?g
mutacji w grade D3S3611 - DXS1161 0,49
genach D3S1263 DXS1193
BRCA1/2 D351580

Pogrubiong czcionkg zostaly zaznaczone te markery, w ktorych utraty
heterozygotycznosci sg charakterystyczne zaréwno dla stopnia ztosliwosci
histologicznej guza jak i guzéw pochodzacych od nosicielek mutacji w
BRCA1/2.

W pismiennictwie coraz czes$ciej pojawia sie stwierdzenie, ze mechanizm
prowadzacy do rozwoju nowotworu u nosicielek mutacji w genach BRCAL i
BRCA2 jest odmienny niz w przypadku nowotworow sporadycznych (Jazaeri i
wsp, 2002). W komorkach nowotworowych posiadajacych germinalng mutacje
BRCA1/2 zaréwno profil ekspresji genow jak i wzor utrat heterozygotycznosSci
jest inny niz w komoérkach sporadycznych nowotworéw (Jazaeri i wsp, 2002,
Oldenburg i wsp, 2006). W niniejszej pracy zauwazono, iz w guzach
pochodzacych od nosicielek mutacji do utraty heterozygotycznosc¢i dochodzi
czesciej niz w guzach sporadycznych. Czestsze wystepowanie LOH w guzach
dziedzicznych moze by¢ spowodowane utratg funkcji genéw BRCAL/2, ktore
Zaangazowane sg W utrzymanie stabilnosci genomu oraz naprawe pekniec

DNA (Welsch i wsp, 2002). Réwniez obserwowany wzor utrat jest rézny od
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wzoru charakterystycznego dla rakéw sporadycznych, rGznice te sg szczegblnie
widoczne w przypadku utraty heterozygotycznosci markeréw z chromosomu X

gdzie do utrat dochodzito znacznie czesciej w guzach nosicielek mutaciji.
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Whioski

Wysoka czesto$¢ utrat heterozygotycznosci w loci markerow
zlokalizowanych w chromosomie pici X: DXS8095, DXS8015 oraz
DXS6785 w guzach pochodzacych od nosicielek germinalnych mutacji w
genach BRCA1/2 wskazuje na obecnosé w tych regionach chromosomu
nieznanych czynnikbw  modyfikujgcych proces  transformacji

nowotoworej.

Wysoka czestos¢ utrat heterozygotycznosci w chromosomie Xg25-26
wystepuje znamiennie czesciej w guzach o znacznych cechach atypii, co
potwierdza poglad, ze zmiany te zwigzane sg z histologiczng progresjg

nowotworu.

Odmienny profil utrat heterozygotycznosci w guzach nosicielek
germinalnych mutacji BRCA1/2 w poréwnaniu do guzow sporadycznych
wskazuje, iz w trakcie rozwoju nowotworu u nosicielek tych mutacji
inaktywacji ulegajq inne geny anizeli w przypadku sporadycznych rakow
jajnika

Wyzsza czestos¢ LOH w guzach pacjentek bedacych nosicielkami
germinalnych mutacji w genach BRCA1/2, w poréwananiu do guzéw
pacjentek bez mutacji, sg zgodne z danymi literaturowymi i Swiadczg o

znaczacej roli genéw BRCA1/2 w utrzymaniu stabilnosci genomu.

Czeste utraty heterozygotycznosci markeréw zlokalizowanych w
chromosomie 3p25-26 wskazujg na zaangazowanie tego regionu w
patogeneze raka jajnika, w ktérym prawdopodobnie uczestniczg

nieznane geny supresorowe.

Czeste utraty hetetozygotycznosci w genach kodujgcych kaweoline 3
(CAV3) 1 ATPaze wapniowg btony cytoplazmatycznej (ATP2B2)
wskazujg na potencjalng role tych gendéw w rozwoju spontanicznego raka
jajnika.

Nie potwierdza sie znaczenia LOH markera DXS454 jako niezaleznego
czynnika rokowniczego zwigzanego z krotszym czasem przezycia u

chorych na raka jajnika.
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Celem pracy byla ocena zwigzku pomiedzy utratg heterozygotycznosci
markerow mikrosatelitarnych zlokalizowanych w chromosomach 3, 11 oraz X w
guzie nowotworowym a wybranymi parametrami histopatologicznymi i
klinicznymi w dwdch grupach chorych kobiet z rakiem jajnika: z obecnoscig oraz
brakiem germinalnych mutacji genéw BRCA1/2.

Materiat do badan stanowit DNA wyizolowany z krwi obwodowej oraz
tkanki guzow jajnika 165 pacjentek z nieselekcjonowanym rakiem jajnika. U
wszystkich pacjentek, w ramach wczesniejszych projektéw, przeprowadzono
analize wybranych germinalnych mutacji genéw BRCA1/2.

Badaniem LOH objeto 23 markery mikrosatelitarne zlokalizowane w
chromosomach 3 (3p25-26: D3S1304, D3S1597, D3S3611, D3S1263, 3927:
D3S1580), 11 (D11S1324, D11S2017, D11S2179, D11S1778) oraz X (Xp22:
DXS8105, DXS6807, DXS8095, Xqgl2: DXS6785, DXS8029, DXS1213,
DXS1161, DXS1160, Xqg21: DXS8076, DXS454, Xg23: DXS1059, Xq28:
DXS1193, DXS8069, DXS8103). Analiza utraty heterozygotycznosci zostata
przeprowadzona z zastosowaniem sekwenatora automatycznego ABI PRISM
310 oraz programéw ABI PRISM 310 Data Collection Software v 2.0 i ABI
PRISM GeneScan Analysis Program v 3.1. Do analizy statystycznej
zastosowano oprogramowanie STATISTICA for Windows 7.1 firmy StatSoft.

Analizg LOH pieciu markeréw z chromosomu 3 objeto 825 prébek. Utrate
heterozygotycznosci zaobserwowano w 105 przypadkach (20%). W 420 nie
zaobserwowano zjawiska LOH (80%). Markerami, w ktérych odnotowano
najwiekszg liczbe utrat byly D3S3611 (25%) oraz D3S1597 (23%). Najliczniej
reprezentowane w badanej grupie bylty guzy, w ktérych zjawisko LOH
wystepowato tylko w jednym z badanych markeréw. Zaobserwowana wysoka
czestos¢ utrat heterozygotycznosci markeréw zlokalizowanych w 3p25-26
wskazuje na istnienie w tym regionie nie poznanych jeszcze genow
supresorowych odgrywajgcych istotng role w karcynogenezie raka jajnika.
Czeste utraty hetetozygotycznosci w genach CAV3 i ATP2B2 wskazujg na

potencjalng role tych gendw w rozwoju spontanicznego raka jajnika.
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Badanie utraty heterozygotycznosci czterech markeréw w chromosomie
11 przeprowadzono w grupie 660 probek. Wyniki informacyjne uzyskano w 454
przypadkach (69%), w tym w 19% doszio do utraty heterozygotycznosci.
Najwiecej utrat dotyczyto markera D11S1778 (22% guzdw), zas w markerach
D11S2017 i D11S1324 odnotowano LOH w 20% guzéw. W zadnym z
przypadkow nie odnotowano utraty wszystkich markeréw z chromosomu 11.

W przypadku chromosomu X analizg zostato objetych 14 markerow
mikrosatelitarnych. Wykonano tgcznie 2310 oznaczen, otrzymano 1419 (61%)
wynikow informacyjnych. Utrate heterozygotycznosci odnotowano w 19%
przypadkow informacyjnych. LOH najliczniej (27%) wystepowato w markerach
DXS6785 i DXS1193 zlokalizowanych odpowiednio w Xql2 i Xq28. Az w 71%
badanych guzéw doszto do utraty przynajmniej jednego markera.

Sposrod wszystkich analizowanych markeréw mikrosatelitarnych tylko w
przypadku markerow z chromosomu X (DXS8095, DXS8015, DXS6785)
wykazano zwigzek pomiedzy obecnoscia LOH i germinalnych mutacji w
BRCA1/2 wskazujacy na obecnos$é¢ nieznanych czynnikbw modyfikujgcych
proces transformacji nowotoworej. W guzach pacjentek bedgcych nosicielkami
germinalnych mutacji w genach BRCA1/2 obserwowano rézny wzor utrat
heterozygotycznosci w poréwnaniu do guzow sporadycznych. LOH
wystepowata czesciej w guzach nosicielek, co szczegolnie dotyczy markerow
zlokalizowanych w chromosomie X. Natomiast w markerach zlokalizowanych w
chromosomie 11 zjawisko LOH wystepowato czesciej w rakach sporadycznych.

W przypadku nowotworéw dziedzicznych proces karcynogenezy
przebiega prawdopodobnie odmiennym torem niz w przypadku rakow
sporadycznych. Czestsze utraty heterozygotycznosci w guzach nosicielek
mutacji potwierdzajg kluczowg role bialek BRCA1/2 w utrzymaniu stabilnosci

genomu.

76



10. Abstract

10. Abstract

The aim of the study was to determine the correlation between loss of
heterozygosity of microsatellite markers localized in chromosomes 3, 11, X and
selected clinical and histopathological parameters within two groups of patients
with ovarian cancer: with or without mutations in BRCA1/2 genes.

DNA was obtained from 165 ovarian tumors and matching peripheral
blood samples. All the patients were examined for presence of mutations in
BRCAL1 and BRCA2 genes during previous projects.

In this study, we analyzed 23 microsatellite markers localized in
chromosomes 3 (3p25-26: D3S1304, D3S1597, D3S3611, D3S1263, 3927:
D3S1580), 11 (D11S1324, D11S2017, D11S2179, D11S1778) and X (Xp22:
DXS8105, DXS6807, DXS8095, Xql2: DXS6785, DXS8029, DXS1213,
DXS1161, DXS1160, Xqg21l: DXS8076, DXS454, Xg23: DXS1059, Xq28:
DXS1193, DXS8069, DXS8103). The LOH analyses were performed by ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer, ABI PRISM 310 Data Collection Software v 2.0
and ABI PRISM GeneScan Analysis Program v 3.1. The statistical analysis was
performed using STATISTICA for Windows 7.1 (StatSoft, Poland).

We evaluated 825 samples from 165 patients with ovarian carcinoma for
five 3-chromosome markers. LOH was shown in 105 samples (20%). The
highest LOH frequency was observed at markers D3S3611 (25%) and
D3S1597 (23%). High LOH frequency observed at 3p25-26 indicates the
existence of unknown tumor suppressor genes involved in ovarian
carcinogenesis. Frequent LOH present at CAV3 and ATP2B2 loci proves the
potential role of these genes in sporadic cancer development.

Four microsatellite markers from chromosome 11 were investigated in
660 samples. LOH was present in 19% of informative cases (n=454/660, 69%).
22% of tumors showed LOH at D11S1778, in 20% of tumors LOH at D11S2017
and D11S1324 was present.

Out of fourteen X-chromosome microsatellite markers, 1419 (61%)
informative cases were obtained. Among them, 19% showed LOH. The most
frequent LOH (27%) was observed at markers DXS6785 and DXS1193,
localized at Xql2 and Xq28 respectively. The proportion of tumors with at least

one LOH of X-chromosome markers was 71%.



10. Abstract

Statistical association between LOH and presence of BRCA1/2 mutations
was found only at three markers. All of them were localized on X chromosome
(DXS8095, DXS8015, DXS6785). This indicates undefined factors that can
modify ovarian carcinogenesis in BRCA1/2 mutation carriers. The LOH pattern
obtained from tumors of BRCA1/2 mutation carriers was distinct from sporadic
tumors. The LOH frequency was higher in hereditary tumors, particularly in X-
chromosome markers. However, sporadic cancers displayed higher than
hereditary cancers LOH rate at markers localized on 11 chromosome.

Presumably, hereditary carcinogenesis process involves different
pathways than development of sporadic ovarian cancer. Higher LOH frequency
in tumors among BRCA1/2 carriers confirm crucial role of BRCA1 and BRCA2

proteins in maintaining genome integrity.
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