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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BER naprawa poprzez wycinanie zasad
COX-1 cyklooksygenaza-1
COX-2 cyklooksygenaza-2
CRP biatko C-reaktywne
CXCR4 receptor dla chemokiny SDF-1
DSBs pekniecia podwajnej nici
EDTA-K; wersenian dwupotasowy
FSH folitropina, hormon folikulotropowy
GM-CSF czynnik  stymulujagcy tworzenie kolonii  granulocytow i
makrofagow
HBOC dziedziczny rak piersi piersi i jajnika
HG-SOC niskozréznicowane raki surowicze jajnika
HNPCC dziedziczny niepolipowaty rak jelita grubego
HOC dziedziczny rak jajnika
HPV wirus brodawczaka ludzkiego
HR rekombinacja homologiczna
IFNa interferon o
IGF-1 insulinopodobny czynnik wzrostu-1
IGF-2 insulinopodobny czynnik wzrostu-2
IL-1 interleukina-1
IL-1P interleukina-13
IL-3 interleukina-3
IL-6 interleukina-6
IL-8 interleukina-8
IL-10 interleukina-10
LG-SOC dobrze zroznicowane raki surowicze jajnika
LH lutropina, hormon luteinizujacy
MCP-1 biatko chemotaktyczne monocytow typu 1
MMP-9 metaloproteinaza-9
MMR naprawa niesparowanych zasad
NER naprawa poprzez wycinanie nukleotydow
NF«B jadrowy czynnik transkrypcyjny «B
NHEJ nichomologiczne aczenie koncow




NK komorki ,,naturalni zabdjcy”
PARP polimeraza poli(ADP-rybozy)
PDGF ptytkopochodny czynnik wzrostu
RJIG rak jelita grubego
RNS reaktywne formy azotu
ROS reaktywne formy tlenu
SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu
SSBs pekniecia pojedynczej nici
STIC komorki nowotworowe strzepek jajowodu
TCC guzy z nabtonka przej$ciowego
TGFp czynnik wzrostu nowotworow f3
TNFa czynnik nekrozy nowotworow o
tPA tkankowy aktywator plazminogenu
uPA tkankowy aktywator plazminogenu typu urokinazy
VEGF srédbtonkowo-naczyniowy czynnik wzrostu
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. WSTEP

1. ZACHOROWALNOSC NA RAKA JAIJNIKA

Rak jajnika jest siodmym co do czgstosci nowotworem wystepujacym U kobiet
na calym $wiecie i przyczyna najwickszej liczby zgonoéw sposrod nowotwordéw zenskich
narzadow piciowych [1]. W 2018 roku odnotowano 296 851 nowych przypadkow oraz
184 799 zgonow spowodowanych tym schorzeniem. Zapadalnos$¢ na raka jajnika zalezna
jest od potozenia geograficznego i statusu socjo-ekonomicznego. Najwigcej przypadkoéw
notuje si¢ W krajach o wysokim wskazniku rozwoju spotecznego [2]. W Europie
najwigcej zachorowan stwierdza si¢ m.in. na Litwie, Lotwie, w Polsce, Bulgarii, Serbii
oraz Czarnogoérze. Litwa, Lotwa oraz Polska charakteryzuja si¢ rdwniez najwyzszym
wskaznikiem $miertelnosci [3]. Przyczyna okoto dwoch trzecich sposrod wszystkich
zgonow spowodowanych nowotworem jajnika jest rak surowiczy o niskim stopniu
zroznicowania [4].

W roku 2017 nowotwor ztosliwy jajnika znalazt si¢ na piatym miejscu pod
wzgledem czestosci zachorowan na nowotwory ztosliwe wsrod kobiet w Polsce.
Dotyczyt 3775 kobiet, u okoto 80% wystapit po 50 roku zycia. Najwigcej zachorowan
odnotowano w wojewodztwach: §laskim, todzkim, podlaskim, podkarpackim oraz
kujawsko-pomorskim. Z powodu nowotworow ztosliwych jajnika w Polsce w roku 2017
zmarto 2670  kobiet. Najwigecej przypadkéw  $miertelnych  zanotowano
w wojewodztwach:  matopolskim, 16dzkim, pomorskim, podkarpackim oraz

swietokrzyskim [5].
2. EPIDEMIOLOGIA RAKA JAINIKA

Istnieje wiele czynnikow, ktore w rozny sposob zwigzane sg z ryzykiem rozwoju
raka jajnika. Naleza do nich czynniki srodowiskowe oraz osobnicze. Wyro6znia si¢ takie,

ktore wykazuja dziatanie protekcyjne, jak i te, ktore to ryzyko zwigkszaja [6].
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2.1. Czynniki protekcyjne

2.1.1. Ciaza

Wykazano, ze cigza wigze si¢ z obnizonym ryzykiem raka jajnika. Efekt
protekcyjny jest wprost proporcjonalny do liczby przebytych cigz. Kazda, prawidtowa
pod wzgledem dtugosci, obniza ryzyko raka jajnika o 19% [7, 8].

2.1.2. Karmienie piersia

Na podstawie wielu badan stwierdzono protekcyjny wptyw karmienia piersig
na ryzyko rozwoju raka jajnika [9]. Ochronny wptyw laktacji moze by¢ spowodowany
znaczng redukcjg poziomu hormonéw gonadotropowych w tym okresie, zwlaszcza LH
oraz zahamowaniem owulacji [10]. Statystycznie istotne obnizenie ryzyka raka jajnika
obserwuje si¢ w przypadku kobiet, ktore karmity piersig przez okres dtuzszy niz 12

miesiecy [9].
2.1.3. Doustna antykoncepcja hormonalna

Stwierdzono, ze przyjmowanie doustnej antykoncepcji hormonalnej zmniejsza
ryzyko rozwoju raka jajnika. Ustalono, Zze kazde 5 lat stosowania §srodkéw hormonalnych
zmniejsza ryzyko raka jajnika o blisko 30%. Efekt protekcyjny, wystepuje jeszcze przez
okres 30 lat po zaprzestaniu antykoncepcji hormonalnej [11]. Na podstawie
przeprowadzonych badan wykazano, ze ryzyko rozwoju raka jajnika jest mniejsze takze
wérod nosicielek mutacji genow BRCA1 i BRCA2 stosujacych hormonalne $rodki
antykoncepcyjne [12]. Ochronne dziatanie srodkow antykoncepcyjnych sprowadza sig
glownie do zahamowania owulacji oraz wydzielania hormonoéw gonadotropowych (FSH,
LH), ktore stymulujac proliferacje komorek i blokujac apoptoze moga by¢ przyczyna

rozwoju raka jajnika [13].
2.1.4. Aspiryna oraz inne niestoroidowe leki przeciwzapalne

Wykazano, iz codzienne oraz regularne (przynajmniej raz w tygodniu)
przyjmowanie aspiryny oraz innych niesteroidowych lekow przeciwzapalnych wiaze si¢
Z okoto 20-30% nizszym ryzykiem rozwoju raka jajnika. Jest to spowodowane zwlaszcza

redukcja stanu zapalnego towarzyszacemu procesowi owulacji oraz wystepujacemu
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w przebiegu endometriozy. Mechanizm oparty jest prawdopodobnie na hamowaniu
przez niesteroidowane leki przeciwzapalne enzymu COX-1 wykazujacego znaczng

nadekspresj¢ w raku jajnika [14, 15].
2.1.5. Podwiazanie jajowodow oraz histerektomia

Stwierdzono, ze podwigzanie jajowodow zmniejsza ryzyko wystgpienia raka
endometroidalnego, jasnokomoérkowego oraz surowiczego o niskim stopniu
zréznicowania. Efekt ten jest natomiast stabszy w przypadku guzéw surowiczych
0 wysokim stopniu zréznicowania, nie zaobserwowano go dla rakéw §luzowych. Ryzyko
raka jajnika jest réwniez obnizone w przypadku kobiet, u ktorych przeprowadzono

histerektomie [16, 17].
2.2. Czynniki zwiekszajace ryzyko
2.2.1. Wiek

Rak jajnika wystgpuje najczesciej u kobiet w okresie pomenopauzalnym. Szczyt
zachorowan przypada po 65 roku zycia. Pigcioletnie przezycie jest rowniez zalezne
od wieku pacjentki. Ponizej 45 roku zycia wynosi 70%, a powyzej 75 roku zycia jedynie
20% [18, 8].

2.2.2. Hormonalna terapia zastepcza

Wykazano pozytywng korelacje migdzy stosowaniem hormonalnej terapii
zastepczej, zwlaszcza estrogenowej, a ryzykiem raka jajnika. Najsilniejszy zwigzek
zaobserwowano dla rakéw surowiczych oraz endometrioidalnych. Mechanizm tej
zaleznosci nie zostat jak dotad do konca poznany. Uwaza si¢ jednak, ze moze on by¢

zwigzany z Wptywem estrogenow na profileracje komorek nabtonka jajnikow [19].
2.2.3. Endometrioza

Endometrioza jest schorzeniem polegajacym na ektopowym wystgpowaniu blony
sluzowej macicy. Stwierdzono, iz na podtozu endometriozy jajnika moze dochodzi¢
do transformacji nowotworowej i tworzenia si¢ w szczegOlnosci  guzow

endometrioidalnych oraz jasnokomoérkowych. Zwigzane jest to prawdopodobnie
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z wysokim stezeniem estrogenow towarzyszacym endometrioizie, mutacjami w genie
ARID1A lub obecno$cig w cystach endometrialnych zelaza zwigkszajacego poziom stresu

oksydacyjnego [20].
2.2.4. Cukrzyca

Stwierdzono zwigzek miedzy cukrzyca a ryzykiem rozwoju wielu nowotworow,
W tym rowniez raka jajnika. Wykazano, ze w przypadku raka jajnika stanowi ona
umiarkowany czynnik ryzyka [21]. Pozytywna korelacja moze by¢ wynikiem
zwigkszonego stezenia IGF-1, IGF-II, estrogenow oraz cytokin prozapalnych: IL-6, TNFa
towarzyszacych cukrzycy [22]. Zaobserwowano ponadto, ze okres przezycia wsrod
kobiet cierpigcych rownoczesnie na raka jajnika oraz cukrzyce jest krotszy w poréwnaniu

do pacjentek chorych, ale o prawidlowym poziomie glikemii [22, 23].

3. OBRAZ KLINICZNY RAKA JAIJNIKA

Pomimo rozwoju technik diagnostycznych, rozpoznanie raka jajnika
we wczesnym stadium przysparza wiele trudno$ci. Zwigzane jest to ze zwykle dlugim
subklinicznym etapem choroby, a takze niewielka dostepnoscia jajnikéw dla badania
fizykalnego, zwtaszcza w okresie okolo- oraz pomenopauzalnym. Rowniez ze wzglgdu
na mato specyficzne objawy, do ktorych nalezag m.in. dyskomfort w podbrzuszu, bél
W obrebie miednicy, utrata apetytu wzdgcia, zaparcia, uCzucie parcia na mocz,
nieregularne miesigczki czy plamienia, nowotwor jajnika okre§lany jest czesto mianem
,cichego zabojcy” [24, 25, 8]. U ponad 30% chorych pacjentek dochodzi
do nagromadzenia ptynu w jamie otrzewnej, powigkszenia obwodu brzucha i wystapienia
uczucia pelnosci. Pojawienie si¢ wodobrzusza wigze si¢ z gorszg prognoza
I zdecydowanym obnizeniem standardu zycia. Prowadzi do ostabienia funkcjonowania
uktadow: oddechowego, moczowego oraz pokarmowego. Plyn wypelniajacy jame
otrzewnej stanowi ponadto nie tylko doskonate mikrosrodowisko dla rozwoju guza
i umozliwiajace tworzenie przerzutow, zapewnia takze opornos$¢ na leczenie. Zawiera
duze ilosci limfocytow, cytokin (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10) chemokin (CXCR4, MMP9)
oraz komorek rakowych [26]. Stwierdza si¢, ze jedynie okoto 25% przypadkow raka
jajnika wykrywanych jest we wczesnej fazie zaawansowania (stadium | lub 11 wg FIGO
- International Federation of Gynecology and Obstetrics) (Tab. 1) [27]. 70% wykrytych

guzow jajnika znajduje si¢ juz w 111 lub IV stadium zaawansowania, co znacznie pogarsza
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szanse na 5 - letnie przezycie [28, 29]. Piecioletni wskaznik przezycia dla pacjentek
w | stadium choroby wg FIGO wynosi 70-80%, natomiast w przypadku chorych
w stadium IV spada do 15% [30].

Tab. 1. Klasyfikacja kliniczno-patologiczna guzoéw jajnika (wg FIGO) [27, zmodyfikowano].

| Guz ograniczony do jajnikow
I A Guz jednego jajnika bez naciekania jego torebki
I B Guz obu jajnikow bez naciekania torebki
I C Guz jednego lub obu jajnikow oraz ktdry$ z nastepujacych
stanOw: przerwana torebka, komodrki nowotworowe na
powierzchni guza, komorki nowotworowe w  jamie otrzewnej

(W plynie z wodobrzusza lub ptukania otrzewnej)

mniejszej
I A Naciekanie macicy i jajowodow
Il B Naciekanie innych tkanek miednicy
I11C Naciekanie tkanek miednicy mniejszej (II A lub II B) 1 komorki
nowotworowe W jamie otrzewnej (w ptynie z wodobrzusza lub

ptukania otrzewnej)

111 Guz obejmuje jeden lub oba jajniki, przerzuty w otrzewnej poza
miednicq mniejsza potwierdzone makroskopowo i/lub przerzuty do
okolicznych wezléw chlonnych

IIIA  Przerzuty w otrzewnej poza miednicg mniejsza potwierdzone
mikroskopowo
I1IB  Przerzuty w otrzewnej stwierdzane makroskopowo

11 C  Przerzuty w otrzewnej o srednicy powyzej 2 cm i/lub przerzuty

do okolicznych weztéw chtonnych
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4. POCHODZENIE ORAZ KLASYFIKACJA HISTOLOGICZNA
GUZOW JAINIKA

Guzy jajnika wykazujg duzg r6znorodnos¢ zarowno pod wzgledem biologicznym,
jak i histopatologicznym. Pierwsza teoria dotyczaca pochodzenia raka jajnika narodzita
si¢ w roku 1872. Zgodnie z ta koncepcja do zapoczatkowania transformacji
nowotworowej dochodzi¢ miato w komorkach mezotelialnego nabtonka pokrywajacego
jajnik (OSE). Wystepowanie wielu typow histologicznych ttumaczono jako skutek ich
wtornego roznicowania si¢. Uwazano, iz proces kancerogeny przebiegat w tzw.
torbielach inkluzyjnych powstatych w wyniku wiaczenia komorek epitelialych jajnika
do jego podscieliska w trakcie owulacji (przej$cie epitelialno-mezenchymalne).
Oddzialywanie wysokich stezen cytokin i czynnikow wzrostowych wydzielanych przez
komorki podscieliska na torbiele inkluzyjne miato prowadzi¢ do ich rozrostu i neoplazji
[31]. Teoria ta zostata poddana w watpliwo$¢ w roku 1998. Stwierdzono wowczas,
iz komoérki wielu typoéw histologicznych raka jajnika nie przypominaja komoérek
mezotelialnych pokrywajacych jajnik. Upodabniajg si¢ natomiast do komorek nabtonka
jajowodu, szyjki macicy czy endometrium [32]. Analizy profilu ekspresji genéw typow
histologicznych guzow jajnika takze wykazaly podobienstwa do profilu genow
ulegajacych ekspresji W prawidtowych nabtonkach réznych narzadow [33].

Wedlug obowigzujacej do dzi$§ klasyfikacji, wyr6znia si¢ trzy podstawowe typy
guzow jajnika: guzy z nabtonka powierzchniowego i podscieliska (surface epithelial -
stromal tumours), guzy z komorek sznuréw ptciowych i podscieliska (sex-cord stromal

tumours) oraz guzy germinalne (germ cell tumour) [34].
4.1. Guzy jajnika z nablonka powierzchniowego i podscieliska

Guzy jajnika wywodzace si¢ z nablonka powierzchniowego i1 podscieliska
stanowig okoto 60% wszystkich nowotwordéw jajnika oraz 90% postaci ztosliwych. Poza
postaciami zto§liwymi (gruczolakoraki) wsrod tego typu guzow wyrdznia si¢ postaci
tagodne oraz o granicznej ztosliwosci. Wystepuja najczesciej wsrdd kobiet w srednim
oraz starszym wieku. Wigkszos¢ to guzy sporadyczne, genetyczne podloze choroby
stwierdza si¢ jedynie w 5-10% przypadkow. Okoto 70-75% wykrytych przypadkow

znajduje si¢ w zaawansowanym stadium klinicznym [34, 27]. Do grupy tej naleza guzy

16



surowicze, S$luzowe, endometrioidalne, jasnokomoérkowe oraz guzy z nablonka

przejsciowego [34].
4.1.1. Guzy surowicze

Guzy surowicze jajnika (serous tumors) wywodzg si¢ z komorek nabtonka
jajowodowego. Ztosliwe guzy surowicze stanowig blisko polowe wszystkich
nowotworow ztosliwych jajnika. Pojawiaja si¢ najczesciej w szostej dekadzie zycia,
w 2/3 przypadkow sa guzami obustronnymi [34]. Raki surowicze moga wykazywac
r6zny stopien zréznicowania histologicznego. Okoto 90% wszystkich rakéw surowiczych
to wysoce agresywne raki niskozrdéznicowane (high-grade serous ovarian carcinoma,
HG-SOC). Pozostata cze$¢ stanowig raki dobrze zréznicowane (low-grade serous
ovarian carcinoma, LG-SOC) charakteryzujace si¢ znacznie lepszym rokowaniem niz
HG-SOC [35]. Istnieja dwa mechanizmy, ktore moga prowadzi¢ do rozwoju raka
surowiczego z nabtonka jajowodu. Pierwszy z nich zaktada, ze ztuszczajace si¢ komorki
strzepkow jajowodu moga ulec implantacji w miejscu gdzie wskutek owulacji naruszona
zostaje ciaglos¢ nablonka jajowodu. Wiaczenie takich komorek do torbieli inkluzyjnych
i poddanie ich dziataniu lokalnego mikrosrodowiska moze prowadzi¢ do transformacji
nowotworowej. Drugi mechanzim zaktada implantacje W jajniku juz zeztos$liwionych
komorek strzepek jajowodu (serous tubal intraepithelial carcinoma- STIC) [36, 37].
Za druga teorig przemawia fakt, iz u kobiet obcigzonych dziedziczng predyspozycija
do raka jajnika, wykrywa si¢ rowniez zlosliwe zmiany w obrebie jajowodu [38].
Kolejnym dowodem potwierdzajacym te koncepcje jest obecnos¢ takich samych zmian
molekularnych (utrata funkcji biatek BRCA1/BRCA2, mutacje w genie TP53)

W niskozréznicowanym raku surowiczym jajnika oraz raku surowiczym jajowodu [39].

4.1.2. Guzy Sluzowe

Pochodzenie guzéw S$luzowych jajnika (mucinous tumors) nie jest do konca
wyjasnione. Przypuszcza si¢, ze moga one wywodzi¢ si¢ z nabtonka przejSciowego
zlokalizowanego na granicy jajowodu i otrzewnej [37]. Moga rowniez przypominaé
komorki nabtonka jelitowego lub komorki gruczotowe kanatu szyjki macicy [34, 37].
Ztosliwe guzy Sluzowe odpowiadaja za 5-10% wszystkich nowotworéw zlosliwych

jajnika. Najczesciej wystepuja w szostej dekadzie zycia, w 6-20% przypadkdéw sg guzami
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obustronnymi [34]. Zaawansowane stadia raka §luzowego wigzg si¢ ze ztym rokowaniem
[40].

4.1.3. Guzy endometrioidalne

Komorki guzéw endometrioidalnych jajnika (endometrioid tumors) wykazuja
podobienstwo do komorek nablonka gruczolowego endometrium. Ztosliwe guzy
endometrioidalne stanowig 10-25% wszystkich nowotworow ztosliwych jajnika.
W wiekszosci przypadkow dotycza kobiet w szostej dekadzie zycia, charakteryzuja sie
pomyslniejsza prognoza niz guzy surowicze oraz $luzowe. Guzy obustronne wystepuja
w okoto 15-30% przypadkow. Guzy endometrioidalne moga wystepowac rdwnoczesnie
z endometrioza i rakiem endometrium [34]. Wykazano, iz podwigzanie jajowodow

I histerektomia obnizajg ryzyko wystgpienia raka endometrioidalnego [41].
4.1.4. Guzy jasnokomorkowe

Guzy jasnokomoérkowe jajnika (clear cell tumors) moga rozwijac si¢ z komorek
gruczotowych kanatu szyjki macicy lub ognisk endometriozy. Wigkszos¢ guzow
jasnokomoérkowych jest guzami ztosliwymi, ktore odpowiadaja za 4-5% wszystkich
nowotworow zlosliwych jajnika. Diagnoza pojawia si¢ najczgsciej w piatej dekadzie
zycia. Okolo 2/3 pacjentek z guzem jasnokmoérkowym stanowig nierddki, u 50-70%
z nich stwierdza si¢ takze endometrioz¢. Guzy jasnokomoérkowe charakteryzujg sie
najkrotszym 5- letnim okresem przezycia sposrod wszystkich guzow nablonkowych [34].

Gorsza prognoza zwigzana jest z opornoscia guzow na leczenie platynami [42].
4.1.5. Guzy z nablonka przejSciowego

Guzy z nabtonka przejsciowego (transitional cell tumors -TCC) to guzy, ktorych
komorki fenotypowo przypominajg komorki nabtonka urotelialnego. Stanowig mniej niz
2% wszystkich nowotworow jajnika. Rokowanie w przypadku guzéow TCC jest

najbardziej pomyslne sposrod wszystkich guzow nablonkowych jajnika [34, 43].
4.2. Guzy jajnika z komoérek sznuréw plciowych i podscieliska

Guzy jajnika wywodzace si¢ z komorek sznuréw plciowych (sex-cord stromal

tumors) zbudowane sg z komorek warstwy ziarnistej i komoérek ostonkowych pecherzyka

18



Graafa, komorek Leydiga, komorek Sertoliego a takze komorek stromalnych. Stanowia
okoto 8% wszystkich nowotwordow jajnika oraz okoto 7% wszystkich guzéw ztosliwych
jajnika. Nalezg do nich m.in. ziarniszczak (granulosa cell tumour), wtokniak (fibroma)

oraz otoczkowiak (thecoma) [34].
4.3. Guzy germinalne jajnika

Nowotwory germinalne (zarodkowe) jajnika (germ cell tumor) zbudowane sa
Z komoérek wywodzacych si¢ z pierwotnych komorek rozrodezych. Zto§liwe nowotwory
zarodkowe stanowiag 3-5% wszystkich nowotworéw ztosliwych jajnika. Najczesciej
spotykane sg wsrod dzieci i mlodziezy oraz u mtodych kobiet. U 0s6b w $rednim wieku
I starszych wystepuja niezmiernie rzadko, zdecydowana wigkszo$¢ z nich to zmiany
tagodne. Wsrod ztosliwych guzéw germinalnych najbardziej rozpowszechnione sa
rozrodczaki (dysgerminoma), charakteryzuja si¢ pomyslnym rokowaniem. Drugim co
do czgstosci wsrod guzow germinalnych sg raki pecherzyka zottkowego. Cechuje je
wysoka ztosliwos¢ oraz zdolnos¢ do wczesnego przerzutowania. Zdarza sig, ze wystepuja
réwnoczesnie z innym typem guza germinalnego. Diagnozuje si¢ je zwykle w drugiej lub
trzeciej dekadzie zycia. Do wysoce zlosliwych guzéw germinalnych o duzym potencjale
przerzutowania zalicza si¢ takze guzy embrionalne (embryonal carcinoma) oraz
nabtoniaki kosmowkowe (choriocarcinoma). Do tagodnych guzow zarodkowych zalicza
si¢ potworniaki (teratoma). Zbudowane sg z tkanek wywodzacych si¢ z dwoch lub trzech
listkow zarodkowych (ektodermy, endodermy, mezodermy) lub tylko z ektodermy albo
endodermy. Do transformacji ztosliwej dochodzi w 1-2% przypadkow potworniakow
[34].

4.4. Guzy przerzutowe jajnika

Okoto 6-20% guzow jajnika, ktore klicznie manifestuja si¢ objawami pierwotne]
choroby nowotworowej, okazuje si¢ guzami przerzutowymi [27]. Zroédlem przerzutow
nowotworowych do jajnika sg guzy: zoladka, jelita, trzustki, wyrostka robaczkowego,
piersi, trzonu macicy, ptuc oraz skory. W wigkszosci przypadkow, odpowiednio 30%
oraz 20% postaci przerzutowych pochodzi z Zotadka i1 piersi. Guzy metastatyczne sa
najczesciej obustronne (okoto 70% przypadkow), mniejsze niz 9 cm, naciekaja naczynia
krwionos$ne oraz chtonne, a na ich powierzchni oraz w przekroju znajduja si¢ liczne, mate

guzki. Charakteryzuje je takze luteinizacja podscieliska. Do przerzutéw jajnika moze
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dochodzi¢ roznymi drogami, najczesciej poprzez naczynia chtonne, krwiono$ne, §wiatto
jajowodu, a takze za posrednictwem ptynu z jamy otrzewnej [34, 44].

Przerzuty raka jajnika do innych narzadow sa réwniez czgsto spotykanym
zjawiskiem. Do rozsiewu dochodzi gtéwnie wskutek zluszczania sie pojedynczych
komorek guza lub ich skupisk, tzw. sferoidow do jamy otrzewnej. W wyniku
fizjologicznych ruchéw plynu otrzewnowego zeztosliwione komorki mogg kolonizowaé
jame otrzewnej, a takze sie¢. W obrgbie otrzewnej najczesciej jest to prawy fragment
przepony oraz krezka jelita [45]. Rak jajnika moze szerzy¢ si¢ takze drogg naczyn
limfatycznych do miednicy mniejszej i weztow chlonnych paraaortalnych. Rozsiew
poprzez naczynia krwionosne wystepuje rzadko i jest przypisany zaawansowanemu

stadium choroby, zajete moga zosta¢ watroba, ptuca oraz piers [46, 47].
5. PATOGENEZA RAKA JAJNIKA

5.1. Teorie rozwoju raka jajnika

Rak jajnika jest heterogenng choroba o niezwykle ztozonej patogenezie. Duze
znaczenie w rozwoju tej choroby przypisuje si¢ czynnikom osobniczym, srodowiskowym
I genetycznym. Na przestrzeni lat powstawalo wiele teorii probujgcych wyjasnic¢
przyczyn¢ tego schorzenia, niestety zadna z nich nie data jednoznacznej odpowiedzi.
Wedhug jednej z hipotez tzw. owulacyjnej jajeczkowanie i zwigzane z nim naruszenie
ciggtosci nabtonka jajnika, towarzyszace temu zjawisku nasilone procesy naprawcze,
a takze tworzenie cyst inkluzyjnych moga prowadzi¢ do transformacji nowotworowe;j
[48]. Proces nowotworzenia moze by¢ takze inicjowany przez cofajacg si¢ do miednicy
krew miesigczkowa zawierajagcg komorki endometrium oraz erytrocyty. W wyniku
hemolizy erytrocytow przez makrofagi dochodzi do uwolnienia hemu i zelaza, co
znacznie zwigksza stres oksydacyjny. Dziatanie reaktywnych form tlenu ma dzialanie
genotoksyczne i jest szczegodlnie niebezpieczne dla komorek, w ktorych wystepuje
mutacja genu TP53 [49, 50]. Teoria gonadotropinowa zaktada, ze rak jajnika moze by¢
wywolany wysokim poziomem hormonéw gonadotropowych — FSH oraz LH,
wykazujacych dziatanie proliferacyjne 1 antyapoptotyczne na komorki nabtonkowe
jajnika. Podwyzszone stezenie gonadotropin wystepuje podczas owulacji, a takze
w okresie menopauzalnym i wywotane jest wygasaniem czynno$ci jajnikéw [51].

Wedlug kolejnej teorii ryzyko raka jajnika moze by¢ zwigzane z wysokim stezeniem
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androgenow obecnych u kobiet w okresie menopauzy, kobiet otylych oraz cierpigcych
na zespot policystycznych jajnikow [52]. Wazna role w patogenezie raka jajnika
przypisuje si¢ takze procesowi zapalnemu towarzyszacemu endometriozie, owulacji,
otylo$ci oraz przetrwatym infekcjom w obrebie miednicy mniejszej, spowodowanymi
m.in. przez Mycoplasma genitalium, Chlamydia trachomatis oraz wirusami HPV [53,
54]. Proces zapalny wiaze si¢ z migracja i aktywacja makrofagow, neutrofili, limfocytow,
atakze komorek NK oraz nasilong proliferacja fibroblastéw oraz komorek
nablonkowych. Aktywacja komoérek uktadu odpornosciowego zwigzana jest z wzmozong
produkcja cytokin prozapalnych, takich jak: IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, TNFa, I[FNa, PDGF,
TGFB czy GM-CSF. Aktywowane makrofagi i komorki NK wydzielaja duze ilosci
reaktywnych rodnikow tlenowych (ROS) oraz reaktywnych form azotu (RNS), ktore
Z jednej strony moga by¢ uzywane do zwalczania patogendéw, z drugiej natomiast
odpowiadajg za powstawanie uszkodzen DNA [55, 54]. W przebiegu procesu zapalnego
dochodzi rowniez do aktywacji jadrowego czynnika transkrypcyjnego NFxB, czego
skutkiem jest zwigkszona synteza substancji o dziataniu prozapalnym i proangiogennym,
takich jak: CRP, COX-2, IL-8, MCP-1, VEGF, tPA, uPA [56, 57]. Stwierdzono, Ze proces
zapalny odgrywa kluczowa role we wszystkich etapach nowotworzenia, a takze podczas

procesu przerzutowania [54].
5.2. Molekularne podloze raka jajnika

Rak jajnika, réwniez pod wzglgdem molekularnym, jest choroba bardzo ztozona
oraz heterogenng. Guzy reprezentujgce ten sam typ histologiczny moga wykazaé
u roznych pacjentow odmienny profil genetyczny [58].

Wyrdznia si¢ dwie gtowne grupy genow, ktore biorg udzial w transformacji
nowotworowej. Nalezg do nich protoonkogeny oraz geny supresorowe. W prawidtowych
warunkach protoonkogeny zaangazowane sg we wzrost, profileracj¢ oraz réznicowanie
komorek. Uczestnicza takze w przenoszeniu sygnalow transdukcyjnych 1 petnig role
czynnikéw transkrypcyjnych na poziomie jadra. Mutacje protoonkogenow skutkuja
powstaniem onkogenow, nasilong ekspresja onkoprotein badz ich nieprawidtowych form,
co skutkuje nadmierng proliferacjag komorek. Onkogeny wykazujg charakter dominujacy,
co oznacza, ze mutacja juz W jednym z alleli genu odpowiada za promowanie rozwoju
guza. Przyktadem onkogenu jest KRAS. Geny supresorowe sg negatywnymi regulatorami

cyklu komoérkowego. W przeciwienstwie do protoonkogendéw, do utraty ich funkcji
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konieczna jest mutacja w obu allelach danego genu. Utrata funkcji gendw supresorowych
prowadzi do nadmiernych, niekontrolowanych podziatow komoérkowych w sytuacji
kiedy cykl komérkowy powinien zosta¢ zatrzymany, np. w przypadku uszkodzen nici
DNA. Wylaczenie obu alleli genu ttumaczy tzw. ,teoria dwdch uderzen” autorstwa
Alberta Knudsona. Pierwsza zmiana genetyczna (pierwsze uderzenie) obecna jest
u jednego z rodzicow i moze zosta¢ przekazana potomstwu jako cecha autosomalna
dominujaca. ,,Drugie uderzenie” moze by¢ mutacja somatyczng lub wynikiem wycisznia
genu poprzez mechanizmy epigenetyczne. Przyktadem genow supresorowych sa: TP53,
PTEN, BRCAL, PALB2, CHEK2, NBS1 [59-63].

5.3. Dualistyczny model raka jajnika

Na bazie licznych badan molekularnych i morfologicznych opracowany zostat
tzw. dualistyczny model raka jajnika, na podstawie ktorego raki jajnika zakwalifikowano
do dwoch grup, nazwanych: typ I oraz typ II. Guzy do nich nalezace réznig si¢ cechami
histopatologicznymi, rokowaniem oraz profilem genetycznym. Raki reprezentujace typ I
sa guzami dobrze zréznicowanymi. Wywodza si¢ z torbielakogruczolakow
(cystadenoma) oraz gruczolakowlokniakow (adenofibroma). Charakteryzujg sie¢
powolnym wzrostem, duzym rozmiarem, rozpoznawane sa we wczesniejszych stadiach
zaawansowania Klinicznego, kiedy proces nowotworowy ograniczony jest tylko
do jajnikow. W wigkszo$ci przypadkow rokowanie jest pomysine. Naleza do nich dobrze
zroznicowane raki surowicze oraz raki endometrioidalne, raki jasnokomorkowe, raki
sluzowe, a takze ztosliwe guzy Brennera. Typ II obejmuje raki stabo zréznicowane, ktore
rozwijaja si¢ prawdopodobnie de novo z nabtonka powierzchniowego oraz cyst
inkluzyjnych jajnika. Wyrodznia je szybki wzrost, wysoka agresywnos$¢ oraz zdolno$¢
do tworzenia przerzutow. Rozpoznawane sa w poznych stadiach klinicznego
zaawansowania. Do typu II zalicza si¢ stabo zrdznicowane raki surowicze oraz raki
endometrioidalne, migsakoraki i raki niezréznicowane. Raki typu II odpowiadaja
za okoto 75% wszystkich nabtonkowych rakow jajnika [64, 36]. Istotng cecha
odrdzniajaca od siebie typ 11 typ Il raka jajnika jest ich profil genetyczny. Wykazano, iz
raki nalezace do typu I sa zwykle stabilne pod wzgledem genetycznym, rzadko
charakteryzujg si¢ mutacjami w genie TP53. W zaleznosci od typu histologicznego, raki
typu I wykazuja mutacje somatyczne w rdéznych genach. Okoto 70% dobrze

zrdéznicowanych rakow surowiczych odznacza si¢ mutacjami w genach: KRAS, BRAF
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oraz ERBB2. Dobrze zrdznicowane raki endometrioidalne wykazujg zmiany w genach
zaangazowanych w szlak Wnt, takich jak: CTNNB1, PIK3CA oraz PTEN. Dla rakow
jasnokomodrkowych charakterystyczne sg mutacje aktywujace PIK3CA, a takze mutacje
w genach ARID1A oraz PTEN, natomiast dla okoto 50% rakow $luzowych warianty
w genie KRAS. Profil genetyczny dla guzow Brennera nie zostat dotychczas w peni
okreslony [36, 37]. W przypadku 80% guzow nalezacych do typu Il obserwowane sa
mutacje w genie TP53. Czgsto spotykane sg rowniez zmiany ekspresji biatka BRCA1
wynikajace z mutacji w genie lub metylacji jego promotora. Bardzo rzadko wystepuja
natomiast zmiany w genach charakterystyczne dla typu | [64, 37]. Stwierdzono,
ze mutacje germinalne w genach BRCA1 oraz BRCA2 obecne sa we wszystkich typach
histologicznych guza. Najczesciej wystepuja w guzach surowiczych, najrzadziej

w guzach §luzowych [65].
5.3.1. KRASiBRAF

Geny KRAS i BRAF zlokalizowane sg odpowiednio na chromosomach 12 i 7.
Zaliczane sg do protoonkogendéw, a ich produkty biatkowe sg sktadnikami $ciezki
sygnatowej RAS/MAPK. Odpowiadajag za przekazywanie sygnatow wzrostowych
Z powierzchni komorki do jej jadra, a takze biorg udziat w réznicowaniu komorek.
Mutacje somatyczne KRAS i BRAF prowadza do podwyzszonej aktywnosci obu biatek,
ktora nie ustaje nawet W przypadku braku sygnatéw wzrostowych. Skutkiem jest
niepohamowana proliferacja komorkowa, ktéra moze prowadzi¢ do transformacji
nowotworowej. Mutacje somatyczne w genie KRAS, bedgce mutacjami punktowymi,
zlokalizowane sg najczesciej w kodonach 12, 13 (exon 2) oraz rzadziej w kodonie 61
(exon 3), natomiast w przypadku genu BRAF, 80% wszystkich mutacji wystgpuje
w exonie 15. Najczesciej spotykang jest VO0OE polegajaca na podstawieniu waliny
glutaming w kodonie 600. Zmiany w genach KRAS oraz BRAF obserwowane sg rowniez
w raku jelita grubego [66-68].

5.3.2. ERBB2

Gen ERBB2, zwany takze HER2/neu nalezy do protoonkogendéw i zlokalizowany
jest na chromosomie 17. Koduje biatko transbtonowe o aktywnosci kinazy tyrozynowej
i funkcjonuje jako receptor dla czynnikow wzrostu. Amplifikacja genu prowadzi do jego

nadekspresji. Zaburzenia w funkcjonowaniu biatka HER2 zwigzane sa z nadmierng
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proliferacja, a takze migracja komoérek. Poza rakiem jajnika nadekspresja receptora

obserwowana jest czesto w raku piersi [69, 70].
5.3.3. PIK3CA

Gen PIK3CA nalezy do protoonkogenow i zlokalizowany jest na chromosomie 3.
Koduje podjednostk¢ pllOalfa enzymu - kinazy fosfatydyloinozytolowej, ktéra
odpowiada za regulacje cyklu komérkowego, wzrost oraz migracje komorek. Mutacje
somatyczne w genie PIK3CA, poza rakiem jajnika, sa obecne takze w raku piersi oraz
jelita grubego [71-73].

5.34. TP53

Gen TP53 potozony jest na chromosomie 17 i funkcjonuje jako gen supresorowy.
Biatko p53 nazywane jest ,,straznikiem genomu”. Jako czynnik transkrypcyjny kontroluje
ekspresje wielu genow zaangazowanych w procesy naprawy DNA oraz indukcje
apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Warunkuje poza tym prawidlowy
przebieg cyklu komorkowego zapobiegajac nickontrolowanym podziatlom. Mutacje
somatyczne w genie TP53 sg jednymi z najczeSciej wystepujacych zmian genetycznych
w wielu nowotworach, w tym takze raka jajnika. Najczesciej wystepuja w egzonach od 5
do 8, czyli w regionie genu TP53 odpowiedzialnym za wigzanie z DNA. Prowadza
do utraty funkcji biatka, a w wypadku mutacji typu missense moga jednoczesnie
wyposazaé biatko w nowe wtasciwos$ci warunkujace opornos$¢ na chemioterapig, a takze

zwiekszajace zdolno$¢ do tworzenia przerzutow [74, 75].
5.3.5. PTEN

PTEN jest genem supresorowym, zlokalizowanym na chromosomie 10. Biatkowy
produkt genu zaangazowany jest w kontrole cyklu komorkowego i apoptozy zapobiegajac
niekontrolowanym podziatom komérkowym. Biatko PTEN odpowiada takze za migracj¢
I adhezje komorek oraz regulacje procesu angiogenezy. Utrata funkcji genu PTEN moze
promowa¢é proces kancerogenezy. U osob chorych wigze si¢ réwniez z gorszym
rokowaniem. Wykazano, iz w przypadku wielu guzéw mutacje genu PTEN prowadza
do zwigkszenia aktywnos$ci PIK3CA oraz progresji guza. Zmiany w obrgbie genu PTEN
wystepuja w raku jajnika, jelita grubego, prostaty a takze w czerniaku [76, 77].
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5.3.6. ARID1A

ARID1A jest genem supresorowym, zlokalizowanym na chromosomie 1. Biatko
kodowane przez ten gen - BAF250a wchodzi w sktad kompleksu SWI/SNF
odpowiedzialnego za remodelowanie chromatyny. Biatko ARID1A funkcjonuje jako
czynnik transkrypcyjny i odgrywa wazng rolg w kontroli proliferacji i roznicowania
komorek. Ponadto bierze wudzial w naprawie uszkodzeh DNA na drodze
niehomologicznego taczenia koncéw. Wykazano, iz kontrola cyklu komérkowego przez
ARIDI1A jest $cisle zwigzana z wspoOtdziataniem biatka p53. Najczes$ciej pojawiajgcymi
si¢ mutacjami genu ARID1A sg somatyczne mutacje typu nonsens lub zmiany ramki
odczytu prowadzace do utraty jego funkcji. Stwierdzono, ze w przypadku rakow
jasnokomodrkowych mutacje ARID1A czgsto wspotistnieja z mutacjami genu PIK3CA

[78-81].
5.3.7. CTNNB1

Gen CTNNBL1 potozony jest na chromosomie 3, koduje biatko zwane -katening
bedace czgscig $ciezki sygnatowej Wnt. Funkcjonuje jako koaktywator transkrypcji oraz
odpowiada za proces adhezji komorek. Wigkszos¢ mutacji w genie CTNNB1 to
zlokalizowane w egzonie 3 mutacje typu missense, ktore prowadza do stalej aktywacji
szlaku Wnt/B-katenina. Aktywacja drogi Wnt/B-katenina uruchamia transkrypcje genow
kluczowych dla transformacji nowotworowej, takich jak c-myc czy genu CCND1
kodujacego cykling D1. Mutacje CTNNB1 spotykane sa, poza rakiem janika, w raku jelita

grubego, piersi, a takze czerniaku [82-83].
5.4. Naprawa DNA a rak jajnika

Naprawa uszkodzen DNA jest jednym z kluczowych proceséw przebiegajacych
w komorce. Dzigki prawidlowym mechanizmom naprawy mozliwe jest utrzymanie
integralnosci genomu. Udowodniono, ze upos$ledzona naprawa materialu genetycznego
wynikajagca z mutacji w genach naprawy DNA w wielu przypadkach prowadzi
do transformacji nowotworowej. Stwierdzono takze, ze pewne uszkodzenia szlaku
naprawy DNA moga mie¢ wplyw na rodzaj stosowanej terapii antynowotworowej.
Zwiazane jest to ze zjawiskiem sztucznie wywotanej letalnosci (synthetic lethality).

Wykazano, ze zablokowanie jednego ze szlakow naprawy DNA przy jednoczesnym
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uszkodzeniu drugiego z nich prowadzi do $mierci komorki. Uszkodzenia materiatu
genetycznego moga dotyczy¢ zarowno jednej (SSBs - single strand breaks), jak i obu nici
(DSBs - double-strand breaks). Wyrdznia si¢ pie¢ mechanizmow, ktore w komorkach
ssakow wykorzystywane s3 do identyfikacji i usuwania powstatych btedow. Dla
uszkodzen pojedynczej nici sa to naprawa niesparowanych zasad (MMR - mismatch
repair), naprawa poprzez wycinanie nukleotydu (NER - nucleotide excision repair) oraz
naprawa poprzez wycinanie zasad (BER - base excision repair). W przypadku
dwuniciowych peknie¢ DNA naprawa zachodzi na drodze rekombinacji homologicznej
(HR - homologous recombination) oraz aczenia nichomologicznych koncow (NHEJ -

non homologous end joining) (Ryc. 1) [84-86].
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Ryc. 1. Mechanizmy naprawy uszkodzen DNA oraz zaangazowane w nie geny [87,
zmodyfikowano].

Pierwszym krokiem w naprawie DNA jest rozpoznanie powstatych uszkodzen
przez wyspecjalizowane biatka. Naleza do nich kinazy ATM, ATR oraz DNA-PK.
Kinaza ATM aktywowana jest w odpowiedzi na podwdjne pgkniecia DNA, natomiast
kinaza ATR funkcjonuje jako czujnik pgknieé pojedynczej nici oraz uszkodzen
powodujacych blokad¢ procesu replikacji. Aktywacja obu kinaz skutkuje
natychmiastowa fosforylacja innych biatek odpowiadajacych za zatrzymanie cyklu
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komorkowego, uruchomienie mechanizéw naprawy lub skierowanie komorki na droge
apoptozy. Aktywacja DNA-PK jest natomiast kluczowym krokiem dla przebiegu NHEJ
[88-89]. Pojedyncze peknigcia nici DNA skutkuja czesto powazniejszymi uszkodzeniami
materiatu genetycznego, jakim sg pekniecia podwojnej nici. Nienaprawione podwojne
pekniecia DNA prowadzg czesto do translokacji, delecji, duplikacji, utraty
hetrozygotycznos$ci, a takze aneuploidii. Wywotane moga by¢ dzialaniem wolnych
rodnikow tlenowych, promieniowaniem jonizujagcym oraz dzialaniem zwigzkéw
chemicznych. Najbardziej skutecznym mechanizmem naprawy podwoéjnych peknieé
DNA jest rekombinacja homologiczna, gdzie jako matryca wykorzystywana jest
siostrzana chromatyda. Szlak HR wykorzystywany jest rowniez W Konserwacji
telomeréw oraz naprawie migdzyniciowych wigzan krzyzowych. Koryguje takze btedy
powstajace W Cczasie crossing-over oraz te, zachodzace podczas replikacji (zablokowanie
widetek replikacyjnych). Proces HR zachodzi w fazach G2 oraz S przy udziale co
najmniej 40 biatek, z ktorych najwazniejsze funkcje petniag BRCA1 oraz BRCA2 [84, 86].
Wykazano, ze uposledzenie rekombinacji homologicznej w wyniku mutacji gendw lub
mechanizméw epigenetycznych wystepuje w okoto 50% rakow jajnika. Poza zmianami
w genach BRCAL i BRCA2, negatywny wptyw na funkcjonowanie mechanizmu HR maja
m.in. mutacje w takich genach jak: CHEK2, NBS1, PALB2, CDK12, RAD50, RAD51C
oraz RAD51D. Stwierdzono, iz poza predyspozycja do nowotwordéw, defekty HR
zwigzane sg jednocze$nie z wigksza wrazliwoscig na terapi¢ z zastosowaniem zwigzkow
platyny (np. cisplatyna) oraz inhibitorow PARP (np. olaparib) [90]. Naprawa na drodze
HR jest mechanizmem wtoérnym, uruchamianym w wypadku uposledzenia szlaku NHEJ.
Laczenie nichomologicznych koncoéw jest mniej doktadnym i wiernym mechanizmem
naprawy w porownaniu do rekombinacji homologicznej. Zachodzi gtownie w fazach GO
i G1, wykazuje takze pewna aktywno$¢ w fazach G2 oraz S. Zmniejszona aktywnos¢
systemu NHEJ w fazach G2 oraz S spowodowana jest zaleznym od BRCA1
zahamowaniem autofosforylacji DNA-PKcs. Niehomologiczne taczenie koncow jest
mechanizmem potencjalnie mutagennym, gdyz moze powodowac utrate czesci
sekwencji. Przypuszcza si¢, ze proces ten jest preferowany przez wyzsze eukarionty
ze wzgledu na jego szybszy przebieg w dynamicznie dzielgcych si¢ komdrkach. Mutacje
germinalne w genach zaangazowanych w szlak NHEJ zwigzane sg z ci¢zkimi
niedoborami odpornosci i nieprawidlowos$ciami rozwojowymi. W przypadku raka
jajnika stwierdzono zwigzek migdzy polimorfizmami w genie LIG4 kodujacym ligaze

DNA IV a ryzykiem raka jajnika. Wykazano ponadto, ze defekty NHEJ w liniach
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komorkowych wywodzacych si¢ z raka jajnika oraz pierwotnych Kkulturach
komorkowych zwigzane byly z opornoscia na leczenie inhibitorami PARP (rucaparib).
Wrazliwo$¢ na rucaparib wystgpowala tylko w przypadku jednoczesnego uszkodzania
szlaku HR [89, 91, 92, 86].

Mechanizm wycinania zasad (BER) poza udziatem w usuwaniu pojedynczych
peknie¢ DNA, koryguje rowniez uszkodzenia pojedynczych zasad wywotane dziataniem
reaktywnych form tlenu lub poddanych alkilacji czy deaminacji. Jest aktywny
we wszystkich fazach cyklu komorkowego. Kluczowym enzymem w szlaku BER jest
polimeraza poli(ADP-rybozy) — PARP1. Defekty w funkcjonowaniu BER mogg
prowadzi¢ do akumulacji dalszych uszkodzen DNA, w tym do podwojnych peknieé nici.
Stwierdzono, ze polimorfizmy gendéw zaangazowanych w pierwszy etap naprawy BER,
zwlaszcza glikozylaz DNA wiazg sie, u nosicielek mutacji BRCA1/BRCA2, z wigkszym
ryzykiem raka jajnika. Duze znaczenie przypisuje si¢ mutacjom W genie OGGl
kodujacym glikozylaze 8-oksoguaniny. Innymi genami biorgcymi udzial w procesie
BER, ktorych warianty wykazuja zwiazek z rakiem jajnika sag APE1 oraz XRCC1 [93-96,
84].

Mechanizm naprawy poprzez wycinanie nukleotydu (NER) zaangazowany jest
w korygowanie zaburzen struktury podwojnej helisy wywotanych m. in. dziataniem
promieni UV, a takze wewnatrz- i miedzyniciowych wigzan krzyzowych
spowodowanych przez zwiazki chemiczne, w tym takze zwigzki platyny. Jest atywny
w fazie G1 cyklu komorkowego. Uposledzenie funkcji bialek bioracych udziat w procesie
NER zwigzane jest z rzadkimi zespotami recesywnymi takimi jak syndrom Cockayne,
skora pergaminowata barwnikowa oraz trichotiodystrofia. Wptyw mutacji genéw szlaku
NER na predyspozycj¢ do raka jajnika nie jest do konca poznany. Przypuszcza sig,
iz pewng rolg mogg odgrywac polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP) w genach
ERCC1, ERCC2 oraz XPC. Stwierdzono natomiast zwigzek migdzy dwoma wariantami
genu ERCCL1 a opornos$cig na cisplatyne [97, 98, 84, 99].

Naprawa niesparowanych zasad (MMR) jest procesem, w ktorym rozpoznawane
I korygowane sg nickomplementarne zasady oraz insercje/delecje powstajace podczas
replikacji. Ponadto szlak MMR odpowiedzialny jest rowniez za zatrzymanie cyklu
komorkowego oraz skierowanie komorki na drogg apoptozy w odpowiedzi
na uszkodzenia DNA wywotane czynnikami fizycznymi i chemicznymi. Mechanizm
aktywny jest glownie w fazie S cyklu komorkowego. Zaangazowanych jest w niego

przynajmniej siedem genow supresorowych: MSH2, MSH3, MSH6, MLH1, MLH3, PMS1
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oraz PMS2. Hipermetylacja oraz zmiany delecyjne w genach MMR prowadzg do ich
obnizonej ekspresji. Rezultatem nieprawidtowo przebiegajacego procesu MMR jest duza
liczba spontanicznych mutacji prowadzaca do niestabilno$ci mikrosatelitarnej. Mutacje
genow MMR wystepujg w zespole dziedzicznego niepolipowatego raka jelita grubego
(HNPCC - hereditary non-polyposus colorectal cancer) i zwigzane sg ze zwigkszong
predyspozycja do raka jelita grubego, endometrium oraz jajnika. Wiekszos$¢ przypadkow
HNPCC wywotana jest przez mutacje genow MLH1, MSH2 oraz MSH6. Sposrod
wszystkich histologicznych typow raka jajnika, defekty szlaku MMR wystepuja
najczesciej w raku endometrioidalnym oraz $luzowym. Z mniejsza czestoscig dotyczg
rakow jasnokomorkowych, najrzadziej spotykane sa w rakach surowiczych [100-102].
W badaniach na liniach komorkowych raka jajnika stwierdzono, ze zaburzenia

w funkcjonowaniu systemu MMR wigza si¢ z opornoscig na zwiazki platyny [103].
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. DZIEDZICZNE ASPEKTY RAKA JAIJNIKA

Ocenia sig, ze 23% wszystkich rakow jajnika ma podtoze dziedziczne. Przyczyna
okoto 10-15% dziedzicznych postaci raka jajnika sag mutacje genow charakterystyczne
dla zespotu HNPCC. Niewielki odsetek, ok. 3% stanowig guzy wywotane dziedzicznymi
mutacjami w genie TP53 wystepujace w zespole Li -Fraumeni. Wigkszos¢, okoto 65-85%
przypadkéw dziedzicznych raka jajnika, wystgpuje pod postacia zespolow:
dziedzicznego raka jajnika specyficznego narzadowo (HOC - hereditary ovarian cancer)
oraz dziedzicznego raka piersi/jajnika (HBOC - hereditary breast/ovarian cancer)
spowodowanych zmianami konstytucyjnymi w genach BRCAL oraz BRCA2, ktore sg
kluczowe dla naprawy DNA na drodze rekombinacji homologicznej (Ryc. 1).
Ze wzgledu na duza czestos¢ defektow naprawy podwodjnych peknigé DNA, w tym
gtownie szlaku HR, stwierdzanych w rakach jajnika, przyczyng pozostatej czg¢sci postaci
dziedzicznych moga by¢ mutacje innych gendéw zaangazowanych w ten proces.
Stwierdzono, ze guzy wykazujace uposledzenie szlaku HR, inne niz te, wywotane
mutacjami genow BRCA, wykazuja fenotyp podobny do guzéw BRCA pozytywnych.
Charakteryzujg si¢ wrazliwo$cig na terapi¢ z zastosowaniem cisplatyny i karboplatyny.
Dzi¢ki ,,zjawisku” synthetic lethality sa rowniez podatne na terapi¢ inhibitorami PARP.
Raki te charakteryzuja si¢ dtuzszymi okresami remisjii korzystniejszym rokowaniem co
do przezycia, odznaczaja si¢ jednak wiekszym potencjalem do tworzenia przerzutow
[104, 105, 87]. Zwiazek miedzy innymi defektami szlaku naprawy podwojnych peknigé
DNA aryzykiem raka jajnika zostal dotychczas potwierdzony m. in. dla genow RAD51C,
RAD51D oraz BRIP1 [106-109]. Dane dotyczace udziatu innych gendéw naprawy DSB,
takich jak NBS1, CHEK2 oraz PALB2 w dziedzicznej predyspozycja do raka jajnika nie
sg jednoznaczne i wymagaja dalszych badan [110, 111].
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Ryc. 2. Geny zwiazane z dziedzicznym podtozem raka jajnika [87, zmodyfikowano].

1. DZIEDZICZNE ZESPOLY RAKA JAINIKA

1.1. HOCiHBOC

Kliniczna predyspozycja do raka jajnika zwigzana jest gtownie z mutacjami
konstytucyjnymi w genach BRCAL oraz BRCA2 i wystepuje najczesciej pod postacig
dziedzicznego raka jajnika specyficznego narzadowo (HOC) oraz dziedzicznego zespotu
raka piersi - jajnika (HBOC). W przypadku zespotu HOC u krewnych wystepuja jedynie
raki jajnika (Ryc. 3), podczas gdy w zespole HBOC, poza rakiem jajnika, stwierdza si¢
réwniez raki piersi (Ryc. 4). W oparciu o dane rodowodowo - kliniczne charakterystyczne
dla raka piersi/jajnika wyodrebnione zostaty kryteria pozwalajace na definitywne lub
Z duzym prawdopodobienstwem zdiagnozowanie rodzin z zespotami HOC i HBOC (Tab.
2) [112, 113].
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Ryc. 3. Rodowdd rodziny ze stwierdzonym zespotem HOC (OC — rak jajnika) [112].
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Ryc. 4. Rodowdd rodziny ze stwierdzonym zespotem HBOC (BC — rak piersi, OC — rak jajnika)
[112].
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Tab. 2. Kryteria rodowodowo - kliniczne rozpoznawania zespotow HOC i HBOC [113,
zmodyfikowano).

2 raki piersi lub jajnika wsrod
krewnych I° (lub II° przez

mezczyzng)
dwa (diagnoza z duzym

_ 1 rak piersi i 1 rak jajnika

prawdopodobienstwem) _

rozpoznane w dowolnym wieku
wsrod krewnych 1° (lub 11°

przez mezczyzne)

wystapienie raka piersi ponizej

40 roku zycia
wystapienie raka piersi
obustronnego
jeden (diagnoza z wystgpienie raka piersi
duzym rdzeniastego lub atypowego
prawdopodobienstwem) rdzeniastego

wystapienie raka piersi i jajnika

u tej samej osoby

wystapienie raka piersi u

mezezyzny

U pacjentek, u ktorych wykryto mutacje germinalng w genie BRCAL ryzyko
rozwoju raka jajnika uzaleznione jest od wieku, wykazano, iz w Polsce do 75 roku zycia
wynosi ono okoto 40% (Tab. 3). Waznym czynnikiem, ktéry ma wplyw na ryzyko raka
jest rowniez stopien obcigzenia rodzinnego. Wystapienie raka jajnika u kazdej krewnej I°
lub I1I° zwigzane jest ze wzrostem ryzyka o kolejne 60%. Charakterystyczne dla rakow
jajnika u kobiet bedacych nosicielkami mutacji BRCAL jest rowniez zwigkszone ryzyko
raka jajowodu oraz otrzewnej. Sredni wiek zachorowania na raka jajnika u kobiet

z mutacja genu BRCAlwynosi okoto 54 lata. Wickszo$¢ rakow jajnika u nosicielek
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mutacji BRCAL to raki surowicze o niskim stopniu zréznicowania diagnozowane W H1/1V
stopniu zaawansowania klinicznego wg FIGO [113].
W przypadku nosicielek mutacji w genie BRCA2 ryzyko zachorowanie na raka

jajnika wynosi 11-27%. Sredni wiek zachorowania wynosi 62 lata [114, 115].

Tab. 3. Ryzyko raka jajnika u nosicielek mutacji BRCA1 w Polsce [113].

RYZYKO SKUMULOWANE (%) 1135 | 12 30 | 41 | 44

1.2. Zespolt HNPCC (Zespol Lyncha)

Zesp6t dziedzicznego niepolipowatego raka jelita grubego charakteryzuje si¢
rodzinng agregacja rakow jelita grubego oraz innych nowotworow, takich jak: rak trzonu
macicy, raki drog moczowych oraz rak jajnika. Jest chorobg heterogenng pod wzglgdem
genetycznym 1 jest wywolany mutacjami w jednym z genéw MMR zaangazowanych
W napraw¢ blednie sparowanych nukleotydéw. Najwieksze prawdopodobienstwo
wystagpienia zespotu HNPCC zwigzane jest z mutacjami w genie MSH2 i wynosi 60%,
najmniejsze natomiast ze zmianami w genie PMS2. U kobiet spetniajacych kryteria
HNPCC ryzyko zyciowe raka trzonu macicy wynosi 30-70%, natomiast raka jajnika 3-
20%. Sredni wiek zachorowania na raka jajnika w rodzinach z zespotem Lyncha
i z wykrytymi mutacjami w genach HNPCC wynosi 41 lat, natomiast u kobiet z rodzin
z HNPCC bez wykrytych mutacji 66 lat [115, 113].

Podejrzenie zespotu HNPCC wystepuje, gdy spelnione sg ponizsze kryteria [116]:

1. u pacjenta lub ktoregokolwiek z jego krewnych I° lub II° stwierdza si¢
raka jelita grubego;

2. Upacjenta z RJG u niego i/lub wsrdd krewnych I° stwierdzono co najmniej
1 zachorowanie na RJG, raka trzonu macicy, jelita cienkiego, raka jajnika
przed 50 r.z lub drog moczowych.;

3. conajmniej jeden z rakow spetniajacych kryteria 1) lub 2) zdiagnozowany
zostat ponizej 50 r.z.;

4. wykluczono polipowato$¢ rodzinng.
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Ponizej przedstawiono rodowdd rodziny z zespotem HNPCC (Ryc. 5) [112].

>0

CRC dx 50
CRC dx 45 OC dx 64 CRC de 6l CRC dx 75

CRC CRC  End CRC ™

de 52 dx4g Cadx 539 dw 42

Ryc. 5. Rodowod rodziny ze stwierdzonym zespotem HNPCC (CRC — rak jelita grubego; End
— rak endometrium; OC — rak jajnika) [112].
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2. WYBRANE GENY ZWIAZANE Z RAKIEM JAJNIKA

2.1. Charakterystyka genu oraz bialka BRCA1
2.1.1. Struktura

Gen BRCAL zostat zidentyfikowany w roku 1994 roku. Znajduje si¢ na dtugim
ramieniu chromosomu 17 (17g21) [117]. Zawiera 24 egzony, dwa z nich: egzon 1 oraz
egzon 4 sg regionami niekodujgcymi [118]. Produktem genu BRCA1 jest biatko
zbudowane z 1863 aminokwasow o masie 220 kDa, zlokalizowane na terenie jadra
komorkowego [119], a w niektorych przypadkach takze na terenie cytoplazmy [120].
W obrebie biatka wyrdznia si¢ trzy regiony niezbedne do jego prawidtowego
funkcjonowania. Sa to domena RING (really interesting new gene) wystepujaca
w N-koncowej czgséci biatka kodowana przez egzony 2-7, potozone w centralnej czgsci
(egzony 11-13) sekwencje NLS (nuclear localization sequence) - NLS1 oraz NLS2,
domeng zwinigtego zwoju (coiled-coil domain), domene SCD (serine containing domain)
oraz znajdujace si¢ w C-koncowej cze$ci domeny BRCT (BRCA1 C-terminal) (egzony
16-24) [121]. Domena RING odpowiedzialna jest za tworzenie komplekséw z innymi
biatkami, przede wszystkim z biatkiem BARD1 [122], wykazuje takze aktywnos¢ ligazy
ubikwitynowej E3. Aktywnos$¢ ligazy warunkowana jest interakcja miedzy BRCALI
aBARDL1 [123]. Centralna cz¢$¢ (egozny 11-13) jest kluczowa dla funkcji biatka
i odpowiada za interakcje z wieloma biatkami, m.in. RADS50, RAD51, c-Myc,
retinoblastoma (RB), ATM, BRCA2 oraz PALB2. Sekwencje NLS odpowiadajg
za lokalizacje¢ biatka w jadrze komorkowym [124, 121]. Domeny BRCT nalezg do klasy
| domen BRCT i sg odpowiedzialne za interakcje z ufosforylowang forma biatek: p53,
BACHL CtlP, a takze CCDC98 [125, 126, 121]. Odpowiadaja rowniez za translokacje
I akumulacj¢ biatka BRCA1 w miejscu uszkodzen DNA. Domeny BRCT zaangazowane
sg rowniez w regulacje¢ procesu transkrypcji oraz wigzanie podwojnych peknig¢ DNA
(DSB) (Ryc. 6) [127-129, 121].
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Myc BRCA2 CtIP
PALB2 ccpcos

Ryc. 6. Struktura oraz interakcje biatka BRCA1 [121, zmodyfikowano].
2.1.2. Funkcje

Do ekspresji biatka BRCAL1 dochodzi w intensywnie dzielagcych sie
I roznicujacych komorkach tkanek, takich jak: piers, jajnik, jelito grube, limfocyty,
grasica [117, 130, 131]. Najnizszy poziom ekspresji biatka BRCA1 obserwowany jest
w fazie GO oraz G1 cyklu komérkowego. Do maksymalnej ekspresji dochodzi na granicy
faz G1/S, wysoki poziom wystepuje rowniez w fazach S, G2 oraz M [132]. Wzrost
ekspresji biatka BRCA1 obserwowany jest takze w komorkach poddanych dziataniu
czynnikéw powodujacych uszkodzenia DNA [133]. Do gléwnych funkcji biatka BRCA1
naleza: regulacja apoptozy i cyklu komdorkowego w punktach kontrolnych G1/S oraz
G2/M, udziat w naprawie uszkodzen DNA, gtownie podwojnych peknie¢ nici DNA
(DSBs) stanowiacych najbardziej toksyczne i powazne w skutkach uszkodzenia DNA,
ale takze wusuwanie fotoadduktéw DNA powodujacych zatrzymanie widelek
replikacyjnych [134-136]. Naprawa DSBs przy udziale biatka BRCALl odbywa si¢
w poznej fazie S oraz G2 na drodze rekombinacji homologicznej (HR) oraz
niehomologicznego taczenia koncow (NHEJ) we wszystkich fazach  cyklu
komorkowego. Wykazano, ze biatko BRCAL jest jednym z pierwszych, ktore pojawiaja
si¢ w miejscu uszkodzenia nici DNA. W procesie rekombinacji homologicznej biatko
BRCAL1 scisle oddziatuje z innymi biatkami, takimi jak: RAD51 odpowiedzialnym
za rozpoznawanie homologicznej sekwencji DNA oraz wymiang nici, a takze z biatkiem
RAD50 wchodzagcym w sktad kompleksu MRN (M11/RAD50/NBS1) (131, 137, 138].
Kompleks MRN funkcjonuje jako sensor dwuniciowych uszkodzen DNA rekrutujac
W ich miejsce inne, zaangazowane w proces naprawy biatka, takie jak: kinazy ATM oraz

ATR [139]. Biatko BRCA1 wraz z biatkami: BRCA2 oraz BARD1 tworzy kompleks
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0 aktywnosci ligazy ubikwitynowej regulujgcy przebieg procesu naprawy DNA [135].
Rola BRCA1 w przypadku NHEJ sprowadza si¢ do promowania przez biatko mniej
podatnego na biedy szlaku NHEJ [140]. Proces ten warunkowany jest poprzez
fosforylacje seryny w pozycji 988 przez biatko CHEK2 [138]. W przypadku gdy,
naprawa uszkodzonego DNA okaze si¢ nieefektywna, biatkko BRCA1 zostaje
eksportowane do cytoplazmy, gdzie zapoczatkowuje proces apoptozy [120] Biatko
BRCALI zaangazowane jest takze w regulacj¢ cyklu komoérkowego, wspotdziatajac m.in.
z biatkiem RB, cykling B oraz biatkiem p53. Interakcja BRCAL z hipoufosforylowang
formg biatka RB powoduje zahamowanie cyklu komorkowego w punkcie G1/S [141].
Z kolei, inhibicja transkrypcji cykliny B przez biatko BRCA1 uniemozliwia aktywacje
CDC2 i prowadzi do zatrzymania cyklu komérkowego w punkcie G2/M. Ten sam efekt
obserwowany jest w wyniku interakcji BRCAL z biatkiem GADDA45, ktore odpowiada
za inaktywacje kompleksu CDC2/cyklina B [142]. Prawidlowy przebieg cyklu
komoérkowego uzalezniony jest rowniez od wspotdziatania biatkka BRCAL z biatkiem

p53. Wykazano, ze BRCA1 funkcjonuje jako koaktywator i stabilizator p53 [143].
2.1.3. Mutacje w genie BRCA1

W obrebie genu BRCAL zidentyfikowano dotychczas ponad 1700 wariantow
(mutacji punktowych oraz duzych rearanzacji genowych), z czego 858 0 znaczeniu
istotnym klinicznie [144, 121]. Wigkszo$¢ mutacji genu BRCALl to mate mutacje
wewnatrzgenowe prowadzace do zmiany ramki odczytu lub powodujace wystgpienie
kodonu nonsensownego i skutkujace przedwczesng terminacjg translacji. Ponadto czg¢sto
spotykane sg substytucje missense oraz mutacje splincingowe [145]. Poza tym w genie
BRCA1l, z malg czestoScia wynoszacag okoto 1%, wystepuja duze delecje.
Ich wystepowanie wynika w czeSci z obecnosci sekwencji Alu w intronach genu BRCA1
[118]. Dtugos¢ sekwencji Alu w genie BRCAL waha si¢ od 0,5 kpz do 28,3 kpz [146].
Powtorzenia Alu uwazane sg za ,,gorgce miejsca” (hot spots) rekombinacji, co moze
prowadzi¢ do powstawania duzych rearanzacji genowych, zwtaszcza duzych delecji [147,
148]. Duze rearanzacje mogg powstawa¢ rowniez w wyniku rekombinacji
z pseudogenem i skutkowa¢ nawet delecja catego genu BRCA1 [149].

Wystepowanie mutacji w genie BRCA1 w populacjach homogennych genetycznie
zwigzane jest z tzw. ,,efektem zalozyciela”. Zjawisko to dotyczy populacji pochodzacych

od wspolnego przodka oraz izolowanych pod wzgledem geograficznym. W populacji
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takiej, w zwigzku z niskg roznorodnoscig genetyczng, czesto dochodzi do utrwalenia
I przekazywania potomstwu okreslonych alleli genéw [150]. W przypadku genu BRCA1
przyktadem populacji zatozycielskiej jest m.in. populacja Zydéw Aszkenazyjskich.
Charakterystyczne dla populacji Zydow Aszkenazyjskich sa dwie mutacje BRCA1
skracajgce biatko: 5382insC (c.5266dupC) oraz 185delAG (c.68 69 delAG).
Stwierdzono, ze okoto 1% populacji Aszkenazyjskiej jest nosicielem wariantu 68 69
delAG, a 0,13% wariantu ¢.5266dupC [151]. Mutacje 5382insC oraz 185delAG, poza
populacja zydowska, obecne sg rowniez w populacji hiszpanskiej, a takze innych grupach
etniczych z podobng czestoscig [152]. Wsrdd rodzin obcigzonych wysokim ryzykiem
raka piersi i/lub jajnika mutacja 5382insC wystepuje z najwyzsza czgstoscig w: Polsce
(34%) [153], na Wegrzech (14%) [154], w Stowenii (13%) [155], Rosji (11%) [156],
Grecji (8%) [157], Ukrainie (6%) [158], Niemczech (4%) [159] oraz Wtoszech (3%)
[160], a poza Europg, w Kanadzie (13%) [161]. Niezwykle rzadko spotykana jest
natomiast w Belgii, Holandii oraz krajach Skandynawskich [162]. Uwaza sig, ze wariant
5382insC powstat okoto 1800 lat temu na terenie dzisiejszej Skandynawii lub poéinocne;j
Rosji, a nastepnie na przestrzeni wiekéw objat kolejne populacje. Na podstawie analizy
haplotypow ustalono, ze prawdopodobnie nosiciele mutacji 5382insC  zaro6wno
w Europie jak i Ameryce Péinocnej wywodza si¢ od wspdlnego przodka [163, 162, 164].
Wariant 5382insC polega na insercji cytozyny w kodonie 1756 egzonu 20 prowadzac
do zmiany ramki odczytu. Zastapienie glutaminy proling powoduje pojawienie si¢
przedwczesnego sygnatu terminacji translacji. Poprzez skrocenie biatka dochodzi
do utraty jego funkcji [1a].

Mutacja 185delAG obserwowana jest w Polsce ze znacznie nizszg czgstoscia niz
wariant 5382insC. Wsrod kobiet obcigzonych ryzykiem raka piersi i/lub jajnika
wystepuje najczesSciej na terenie Polski podinocno-wschodniej, poétnocnej oraz
potudniowo-zachodniej [165, 166, 145]. Szacuje sig¢, iz powstala ona okoto 46 pokolen
temu [167]. Zlokalizowana jest w kodonie 23 egzonu 2 wynika z delecji adeniny
i guaniny w pozycji 185. Delecja powoduje zmiang ramki odczytu oraz zastapienie kwasu
glutaminowego waling w kodonie 23 co skutkuje przedwczesnym pojawieniem si¢
kodonu STOP. W efekcie dochodzi do utraty funkcji biatka BRCA1 w wyniku jego
skrocenia i/lub na drodze NMD (Nonsense-Mediated Decay) [168, 2a].

Dla populacji polskiej, poza wariantami 5382insC oraz 185delAG,
charakterystyczne sa réwniez zmiany 4153delA (c.4035delA), C61G (c.181T>G).
Wykazano, ze mutacje: 5382insC, C61G oraz 4153delA stanowig w Polsce 83% mutacji
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genu BRCA1 [165]. Zmiana C61G najczesciej spotykana jest w wojewddztwie Slaskim
[169]. Poza Polska wystepuje rowniez W innych krajach Europy Centralnej, takich jak:
Czechy [170], Niemcy [171], Litwa [172], a takze Ukraina [173]. Mutacja C61G
zlokalizowana jest w egzonie 5 i polega na zamianie cysteiny na glicyne w kodonie
61[3a]. Zmiana zlokalizowana jest w domenie RING redukujac heterodimeryzacje
BRCA1/BARDI oraz uposledzajac aktywnos$¢ ligazy ubikwytynowej E3 biatka BRCA1
[174, 175]

Wariant 4153delA jest trzecim co do czestosci wystepowania po 5382insC oraz
. C61G wariantem ws$rdd polskich rodzin z rodzinng agregacja rakéw piersi i/lub jajnika
[165]. Mutacja najczesciej spotykana jest w Matopolsce [176] oraz na Mazowszu [177],
nie stwierdzono jej natomiast na Gornym Slasku [166]. Wariant 4153delA, zwany
baltycko-czarnomorskim, charakterystyczny jest takze dla krajow Europy Wschodniej,
zwlaszcza Litwy [178], Rosji [179] oraz Biatorusi [180]. Zmiana 4153delA
spowodowana jest utratg adeniny oraz skutkuje przesunigciem ramki odczytu. Dochodzi
do zamiany kwasu glutaminowego na lizyng w kodonie 1346 egzonu 11 i pojawienia si¢
przedwczesnego sygnatu terminacji translacji. Skutkuje to eliminacja biatka w procesie
NMD lub utratg jego funkcji w wyniku braku obu domen BRCT [4a].

Wsrod  populacji polskiej  wystepuje  rowniez  wariant  3819del5
(c.3700_3704del5), spotykany z relatywnie wysokg czgsto$cia na Pomorzu oraz
w regionie opolskim [145, 181, 182]. Jego obecnos¢ stwierdzono rowniez w populacji
czeskiej [170] oraz niemieckiej [171]. Mutacja 3819del5 wywotana jest delecja pigciu
zasad (GTAAA) w egzonie 11 powodujac zmiang ramki odczytu. Walina zostaje
zastgpiona glutaming w kodonie 1234 prowadzac do terminacji translacji. Powstale
biatko jest niezdolne do petnienia normalnych funkcji lub zostaje wyeliminowane
na drodze NMD [5a].

Poza wariantami 5382insC, C61G, 4153delA, 185delAG, 3819del5, na terenie
Polski stwierdza si¢ rowniez inne mutacje powtarzalne genu BRCA1: 5370C>T
(c.5251C>T) oraz 1806C>T (c.1687C>T) [182].

2.1.4. Mutacje genu BRCAL na $wiecie

Mutacje zatozycielskie genu BRCA1l dotycza réwniez innych populacji
europejskich, w tym: populacji austriackiej, szwedzkiej, holenderskiej, belgijskiej,

niemieckiej, stowenskiej, atakze estonskiej, litewskiej i totewskiej. Wykazano,
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ze W populacji austriackiej najczesciej wystepujacymi  mutacjami sg: c¢.181T>G,
€.5266dupC, ¢.1687C>T, c¢.3016_3019del4 oraz c.2676_2679del4 [183]. Wariant
€.1687C>T spotykany jest ponadto w Szwecji [184] oraz Stowenii [155]. Do wariantow
wystepujacych w Szwecji zalicza si¢ takze: najbardziej rozpowszechniony wariant
¢.3171insC oraz warianty c.2475delC i ¢.1082_1092del11 [184, 185]. Dla populacji
holenderskiej oraz belgijskiej charakterystyczna jest zmiana c.2685 2686delAA, nie
odnotowana w zadnym innym regionie [186]. W populacji holenderskiej stwierdzono
takze wystepowanie duzych rearanzacji w genie BRCAL: delecje 3,8 kpz w egzonie 13
oraz delecje 510 pz w egzonie 22 [187]. Duze rearanzacje obserwowane sg rowniez
W populacji niemieckiej. Najczgsciej wystepujacymi sg: delecja egzonoéw 17 1 22 oraz
duplikacja egzonu 13 [188]. W przypadku krajow battyckich, Litwy, Lotwy i Estonii,
efekt zatozyciela zwiazany jest glownie z wystgpowaniem wariantow ¢.5266dupC oraz
c.4053delA [189-191]. Na Islandii mutacjg zatozycielska jest ¢.5074G>A [192]. Poza
Europg, efekt zatozyciela w genie BRCA1 stwierdzono takze u francuskich
Kanadyjczykéw zamieszkujacych Quebec, u ktérych wigkszos¢ mutacji genu BRCAL
stanowig cztery zmiany: C.4327C>T, ¢.3756_3759delGTCT, c.962G>A oraz
€.2834_2836delGTAInsC [193].

2.1.5. Lokalizacja mutacji w genie BRCAL a ryzyko raka jajnika

Na podstawie wielu publikacji oszacowano, ze skumulowane ryzyko rozwoju raka
jajnika u kobiet-nosicielek mutacji w genie BRCA1 do 70 roku zycia, waha si¢
w granicach 36-66%, natomiast raka piersi 45-87% [194, 195]. Stwierdzono jednak, iz
nie kazdy z wariantow BRCA1 zwigzany jest z takim samym ryzykiem rozwoju raka
jajnika jak raka piersi. Pierwsze doniesienia na ten temat pochodzg z roku 1995.
Wykazano, ze mutacje zlokalizowane w kierunku 3'UTR genu zwigzane sg z nizszym
ryzykiem raka jajnika w poréwnaniu do raka piersi [196, 197]. W 2002 wykazano,
iz najwyzsze ryzyko raka jajnika wystgpuje w przypadku mutacji wystepujacych
w centralnej czesci egzonu 11 [194]. Podobna prawidlowos¢ zostata rowniez
zaobserwowana w pracy Rebbeck i in. z 2015 roku. Ponadto, zmniejszone ryzyko raka
jajnika w poréownaniu do raka piersi Stwierdzono dla wariantow zlokalizowanych

w poblizu regionéow 3 'UTR (domena RING) oraz 5"UTR (domeny BRCT) (Ryc. 7) [198].
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Ryc. 7. Lokalizacja mutacji w genie BRCAL a ryzyko raka [199, zmodyfikowano].

2.1.6. Rewersja mutacji

Rewersja jest wynikiem wtdérnej zmiany, ktéra zachodzi w zmutowanej
odziedziczonej formie genu przywracajac mu jego pierwotng prawidtowa funkcje. Jest
dos¢ czgsto obserwowana w przypadku genu BRCA1L, zachodzi w zaawansowanym
stadium procesu nowotworowego. W wyniku rewersji, poprzez reaktywacj¢ szlaku HR,
komorki rakowe zyskuja oporno$é na uszkodzenia DNA. Ocenia sig, ze w przypadku raka
jajnika rewersja zachodzi u 25-50% guzoéw BRCAL pozytywnych i moze by¢ przyczyna

opornosci na leczenie [200, 201].
2.2. Charakterystyka genu oraz biatka CHEK?2

2.2.1. Struktura

Gen CHEK?2 zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu 22 i koduje
biatko — kinaze serynowo-treoninowa bgdaca ludzkim analogiem biatek Cdsl oraz Rad53
wystepujacych  u  grzybow, odpowiednio Schizosaccharomyces pombe oraz
Saccharomyces cerevisiae [202]. Gen CHEK2 zbudowany jest z 14 egzonow i pehni
funkcje genu supresorowego. Biatko kodowane przez gen CHEK2 zbudowane jest z 543
aminokwasow. W jego obrebie wyrdznia si¢ trzy funkcjonalne domeny: zlokalizowang
na N-koncu biatka domeng regulatorowg SCD bogatg w motywy SQ/TQ (SQ/TQ cluster

domain), oraz zawierajaca miejsce fosforylacji Thr-68 dla kinazy ATM, centralnie
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potozong domen¢ FHA (fork-head associated domain) odpowiadajgca za interakcj¢
Z domeng SCD drugiej czasteczki biatka CHEK2 oraz potozong w C-koncowej czesci
biatka domen¢ 0 aktywnosci kinazy, a takze sygnat lokalizacji jadrowej — NLS (Ryc. 8)
[203-205].

domena

sCD domena domena kinazowa NLS
E FHA : '
S20 | 1gg ? : T383 ;
Pl . T387 i
ATM CHEK2 p53
CDC25A
CDC25C
BRCA1
BRCAZ

Ryc. 8. Struktura i interakcje biatka CHEK2 [206, zmodyfikowano].

2.2.2. Funkcje

Ekspresja biatkka CHEK2 obserwowana jest w wigkszosci tkanek ludzkiego
organizmu we wszystkich fazach cyklu komoérkowego. Szczegdlnie wysoki poziom
ekspresji wystepuje W intensywnie dzielacych si¢ komorkach skory oraz jelita, a takze
w komorkach gruczotéw dokrewnych oraz gruczotu piersiowego. Brak ekspresji lub
cytoplazmatyczng lokalizacje CHK2 stwierdza si¢ w komorkach mieéni, chrzastki oraz
mozgu [207]. Biatko CHEK2 pelni kluczowa rolg w odpowiedzi na uszkodzenia DNA,
zwlaszcza DSB, bierze rowniez udziat w regulacji cyklu komérkowego oraz apoptozy
[208]. W odpowiedzi na uszkodzenia podwdjnej helisy DNA w wyniku promieniowania
gamma dochodzi do fosforylacji nieaktywnej monomerycznej czasteczki CHEK2 przez
kinaz¢ ATM w pozycji Thr-68 [209]. Fosforylacja Thr-68 warunkuje oligomeryzacje
biatka CHEK2 poprzez interakcje domeny SQ/TQ jednej czasteczki CHEK?2 z domena
FHA drugiej. Do pelnej aktywacji biatka CHEK2 niezbedna jest takze jego
autofosforylacja w pozycjach Thr-383 i Thr-387 znajdujacych si¢ w obrebie domeny
katalitycznej [210, 211]. Aktywowane biatko CHEK2 fosforyluje z kolei inne biatka
efektorowe zaangazowane w kontrole podziatu komérkowego, takie jak p53, BRCAL,
CDC25A czy CDC25C [202, 212, 213]. Fosforylacja CDC25A (Ser-123) oraz CDC25C
(Ser-216) hamuje aktywacj¢ kinaz zaleznych od cyklin CDK2 oraz CDK1 prowadzac do
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zatrzymania cyklu komérkowego odpowiednio w punktach kontrolnych G1/S oraz G2/M
[214-215]. Fosforylacja biatka p53 przez CHEK2 w pozycji S20 sprzyja jego stabilizacji
i zwigkszeniu jego aktywnos$ci jako czynnika transkrypcyjnego. W efekcie dochodzi
do zwickszenia zaleznej od p53 transkrypcji czynnika p21 funkcjonujgcego jako
inhibitor kinaz zaleznych od cyklin: CDK2 oraz CDK4 [216, 217]. Do fosforylacji biatka
BRCAL przez CHEK2 dochodzi w pozycji S988 [213]. Wykazano, iz modyfikacja ta
niezbedna jest do promowania naprawy DSB na drodze rekombinacji homologicznej lub
mniej podatnego na bt¢dy szlaku NHEJ. Fosforylacja biatka BRCA2 w kompleksie
BRCA2/RAD51 przez biatko CHEK2 powoduje uwolnienie RAD51 i jego
przemieszczenie do miejsc uszkodzenia DNA [218; 138, 219].

2.2.3. Mutacje w genie CHEK?2

Pierwsze doniesienia dotyczace zwigzku genu CHEK2 z predyspozycja
do rozwoju nowotwordow pochodzag z roku 1999. Stwierdzono wowczas obecnosé
wariantow  germinalnych CHEK2 u pacjentow z zespotem Li-Fraumeni
charakteryzujacym si¢ wystepowaniem W mlodym wieku nowotworow, szczegodlnie
migsakow i raka piersi [59]. W toku dalszych badan wykazano, iz CHEK2 jest genem
0 umiarkowanej penetracji, ktorego mutacje predysponuja do wystgpowania wielu
rakow, takich jak rak piersi, prostaty, tarczycy, jelita grubego, nerki oraz zotadka [220-
226].

Charakterystyczne dla populacji polskiej sg cztery mutacje genu CHEK2: mutacja
typu missense 1157T (c.470T>C) oraz trzy mutacje skracajace biatko: IVS2+1G>A
(c.444+1G>A), 1100delC oraz del5395. Sposrod wymienionych, z najwieksza czestoscia
wystepuje wariant [157T — 4,8% [221]. Poza populacja polska, wariant obecny jest takze
w populacji finskiej (5,3%) [227], biatoruskiej (1,3%) oraz niemieckiej (0,6%-1,6%)
[228, 229]. Wariant 1157T spowodowany jest zastgpieniem izoleucyny treoning w pozycji
1571 zlokalizowany jest w obrgbie domeny FHA, co uposledza zdolno$¢ biatka CHEK2
do fosforylacji i wigzania waznych dla prawidlowego przebiegu cyklu komorkowego
bialek CDC25A, p53 oraz BRCAL [215; 230; 231]. Wykazano, ze mutacja 1157T
wywiera efekt dominujacy negatywny - formujac dimery z prawidtowa wersja biatka
uposledza jego funkcje [232]. Stwierdzono, iz W porownaniu do populacji ogodlnej,
wariant [157T wiaze si¢ z 1,5-krotnie wigkszym ryzykiem raka piersi [233] oraz jelita

grubego [234], 1,7-krotnie wigkszym ryzykiem raka prostaty [235] oraz z 2-krotnie
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wigkszym ryzykiem raka tarczycy, a nawet 13-krotnie wséréd homozygotycznych
nosicielek [236]. Wykazano rowniez, iz u heterozygot ztozonych - pacjentek bedacych
nosicielkami jednoczesnie wariantu [157T oraz jednej z mutacji skracajacych bialko,
ryzyko raka piersi jest 7-krotnie wyzsze [237].

Trzy pozostale mutacje wystepuja W populacji polskiej z mniejsza czestoscia.
Wariant 1VS2+1G>A obserwowany jest u 0,3% populacji [221]. Stwierdzono,
iz w innych populacjach wystepuje on niezmiernie rzadko [221, 229]. Zmiana wywotana
jest substytucjg pierwszego nukleotydu intronu 2 (A>G), co skutkuje przesuni¢ciem
miejsca splincingowego 5° oraz insercji 4 dodatkowych nukleotydow. Obecnos¢
dodatkowych nukleotydow powoduje przesunigcie ramki odczytu i wprowadzenie
przedwczesnego kodonu STOP w egzonie 3. Biatko, powstale w wyniku
nieprawidtowego splicingu, pozbawione jest czeSci domeny FHA oraz catkowicie
domeny o aktywnosci kinazy. W ten sposob w wyniku mutacji IVS2+1G>A dochodzi
do utraty funkcji biatka CHEK2 i znacznej redukcji poziomu biatka w komorkach [238].
Wykazano, iz zmiana IVS2+1G>A zwigzana jest z podwyzszonym ryzykiem raka piersi
(OR=3,6) [233] oraz prostaty (OR=3,4) [235].

Zmiana 1100delC dotyczy 0,2% populacji polskiej [221]. Identyfikowana jest
rowniez w innych krajach europejskich: Finlandii [239], Holandii [240], Rosji [241],
a takze Wielkiej Brytanii [242]. Poza Europa wariant 1100delC notowany byt rowniez
w Stanach Zjednoczonych [243]. Analiza haplotypéw wykazata, iz nosiciele zmiany
1100delC pochodza od wspdlnego przodka [242]. Wariant 1100delC spowodowany jest
delecja cytozyny w pozycji 1100 w egzonie 10. Brak nukleotydu prowadzi do zmiany
ramki odczytu i powstania przedwczesnego kodonu STOP i skutkuje utrata domeny
0 aktywnosci kinazy [244, 238]. Nosicielstwo wariantu 1100delC wigze sie z 2-4,8-
krotnie wigkszym ryzykiem rozwoju raka piersi u kobiet oraz 10-krotnie u me¢zczyzn
(240, 233], a takze z 1,5-2-krotnie wigkszym ryzykiem raka jelita grubego [245].

Wariant del5395 spotykany jest w populacji polskiej z czestoscig 0,4% [246].
Wystepuje rowniez w populacji czeskiej i stowackiej [247, 246] oraz litewskiej (Plonis,
2016). Analiza haplotypéw wykazata, iz nosiciele zmiany del5395 wywodza si¢
od wspolnego przodka [247]. Mutacja spowodowana jest delecja 5395pz obejmujaca
egzony 9 oraz 10. Prowadzi do przedwczesnej terminacji translacji w kodonie 381,
pozbawiajac biatko domeny kinazowej [247, 248]. Nosicielstwo zmiany del5395 wigze
si¢ z 2-krotnie wigkszym ryzykiem raka prostaty oraz piersi. Wsrod megzczyzn z rodzin

obcigzonych rakiem prostaty, ryzyko wzrasta 4-krotnie [248].
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2.3. CHARAKTERYSTYKA GENU ORAZ BIALKA NBS1

2.3.1. Struktura

Gen NBS1 zlokalizowany jest na dlugim ramieniu chromosomu 8, sktada si¢ z 16
egzondéw [249-251]. Kodowane przez gen biatko — nibryna zbudowane jest z 754
aminokwasow [250]. W obrebie biatka wyro6znia si¢ trzy regiony: N-koncowy (od 1 do
196 aminokwasu) zawierajacy domeny FHA oraz BRCT1, odpowiadajace za interakcje
z bialkiem CtIP, centralny (od 278 do 346 aminokwasu), w ktérym wystepuja motywy
SQ (seryna w pozycji 278 oraz 343) oraz domena BRCT2, odpowiadajgcy za transdukcje
sygnatu oraz C-koncowy (od 665 do 693 aminokwasu) odpowiedzialny za interakcje
zZ biatkiem MRE11, rekrutacje¢ kinazy ATM, a takze wigzanie biatka RNF20 niezbgdnego
dla remodelowania chromatyny. W obrebie biatka znajdujg si¢ rowniez trzy sygnaty
lokalizacji jadrowej NLS (Ryc. 9) [250-256].

domena domena domena
FHA BRCT1 BRCT2 iy
; : ! . RnFzo AT
| NLS NLS A T R VT
| | | s278 $343 | E A R
CtIP MDC1 MDC1
MDC1

Ryc. 9. Struktura i interakcje biatka NBS1 [256, zmodyfikowano].

2.3.2. Funkcje

Biatko NBS1 zaangazowane jest w napraw¢ podwojnych pgknie¢ DNA, gtéwnie
W procesie rekombinacji homologicznej, a takze kontrole cyklu komorkowego [250].
W wyniku uszkodzen DNA dochodzi do interakcji NBS1 poprzez domeng FHA/BRCT
z histonem yH2AX. W miejsce uszkodzenia rekrutowane sa zlokalizowane dotad
na terenie cytoplazmy biatka RAD50 oraz MRE11l, o wiasciwosciach niezbednych
W procesie naprawy podwdjnych peknie¢ DNA. Biatka RADS0 oraz MRE11 formuja
wraz z biatkiem NBS1 tzw. kompleks MRN (MRN complex) [257, 258]. Rola NBS1
w prawidlowym przebiegu cyklu komorkowego sprowadza si¢ do punktu kontrolnego
w fazie S oraz Go/M [257, 259, 260]. Wykazano, iz biatko NBS1 jest niezbedne
do aktywacji kinaz ATM oraz CHEK2 po ekspozycji na promieniowanie y [261, 262].
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Biatko NBS1 zaangazowane jest rowniez w niezalezny od p53 proces apoptozy oraz

remodelowanie chromatyny dzieki interakcji z biatkiem RAF20 [263, 256].
2.3.3. Mutacje w genie NBS1

Mutacja 657del5 (c.657-661del) jest najczesciej wystepujaca zmiang w Polsce
oraz innych krajach Europy Wschodniej, takich jak Czechy i Ukraina. We wszystkich
trzech populacjach wystepuje z czestoscig 0,57% [264]. Zmiana wywotana jest delecjg 5
nukleotydow w egzonie 6 genu w rejonie migdzy domeng BRCT1 a BRCT2. Skutkuje
zmiang ramki odczytu i wprowadzeniem przedwczesnego kodonu STOP. W efekcie
powstajg dwie skrocone formy biatka o masie 26 kDa (p26) oraz 70 kDa (p70). Forma
p26 zawiera domen¢ FHA oraz domen¢ BRCTI, natomiast p70 domen¢ BRCT2
I pozostatg czgs¢ dzikiej formy biatka [254]. W przypadku wariantu p70 niezaburzona
zostaje zdolnos¢ biatka do wigzania RAD51 oraz MRE11, a takze zdolno$¢ aktywacji
kinazy ATM [265, 266].

Stwierdzono, ze wariant 657del5 zwigzany jest z podwyzszym ryzykiem raka
prostaty [267] oraz raka piersi [268, 269]. Homozygotyczne nosicielstwo wariantu
657del5 jest przyczyna zespolu Nijmegen -charakteryzujacego si¢ mikrocefalia,
opOznieniem wzrostu oraz zwigkszong sktonnosciag do rozwoju chtoniakéw oraz
biataczek [264-257].

Poza zmiang 657del5 znane s3 réwniez inne mutacje w genie NBS1, naleza
do nich 1171V (c.551A>G) oraz R215W (c.643C>T). Wariant 1171V zlokalizowany jest
w egzonie 5w domenie BRCT. Polega na tranzycji adeniny na guaning w pozycji 511
i skutkuje zamiang izoleucyny na waling [252]. Dane dotyczace wptywu zmiany
na funkcje¢ nibryny sa sprzeczne. Podczas gdy w jednej z prac nie wykazano zwiazku
Z uposledzong funkcja biatka [270], w innych stwierdzono niestabilno$¢ chromosomowa
[271-272]. U nosicieli mutacji stwierdzono zwigkszone ryzyko ostrej biataczki
limfoblastycznej u dzieci [273], raka piersi [274], krtani [275], a takze ptuc [276].

Mutacja R215W wystepuje w egzonie 6 genu w domenie BRCT, powoduje
zastgpienie argininy tryptofanem w pozycji 215. Prowadzi do powstania niestabilnej
formy biatka oraz uposledza jego zdolno$¢ wigzania do histonu yH2AX [277].
Heterozygoty ztozone pod wzgledem mutacji 657del5 oraz R215W wykazuja objawy
zblizone do zespotu Nijmegen, takie jak zaawansowana mikrocefalia oraz opdznienie

wzrostu. Wykazuja ponadto inne cechy nieobecne u pacjentow cierpigcych na zespot
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Nijmegen, do ktorych nalezg czeSciowa lisencefalia, powazne uposledzenie umystowe
oraz brak niestabilnosci chromosomowej. Stwierdzono, ze u heterozygot zlozonych
657del5 oraz R215W dochodzi do uposledzonej fosforylacji kinazy ATM oraz biatka p53
[278]. Przeprowadzone dotychczas badania nie wykazujg zwigzku migdzy wariantem

R215W a rozwojem choréb nowotworowych [279].

2.4. Charakterystyka genu oraz bialka PALB2
2.4.1. Struktura

Gen PALB2 (Partner and Localiser of Brca2), zwany takze FANCN
zlokalizowany jest na krotkim ramieniu chromosomu 16 (16p12.2) i zawiera 13 egzonow.
Kodowane przez niego biatko, odkryte w roku 2006, zbudowane jest z 1186
aminokwasow [280, 281]. W strukturze biatka PALB2 wyrdznia si¢ zlokalizowane
na N-koncu (aminokwasy 1-394): domen¢ zwinigtego zwoju odpowiedzialng
za homodimeryzacj¢ biatka PALB2 oraz heterodimeryzacje¢ z biatkiem BRCAL, region
odpowiadajacy za zwigkszenie aktywnosci rekombinazy RADS51, motyw wigzacy biatko
KEAP-1 oraz dwa regiony wiazagce DNA [282-286]. W centralnej czeSci (aminokwasy
395-790) wyroznia si¢ motyw wigzacy chromatyne — ChAM — (chromatin-association
motif) oraz region wigzacy biatko MRG15 [287, 288, 286]. W C-koncowej czesci biatka
(aminokwasy 791-1186) wystepuje domena WD40 zawierajgca sygnal eksportu
jadrowego i oddziatujaca z biatkami BRCA2, RAD51 oraz polimeraza n (Ryc. 10) [289-
292, 62].

domena zwinietego
zwoju | region wigzacy DNA MRG 15 wD40
: region wigzacy DNA i ChAM i :

BRCA1 | BRCA2

PALB2 | Rad51
Rad51 pol

KEAP-1

Ryc. 10. Struktura i interakcje biatka PALB2 [281, zmodyfikowano].
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2.4.2. Funkcje

Biatko PALB2 funkcjonuje jako supresor nowotworowy. Wspodlpracujac
z wieloma biatkami, w tym z innymi biatkami szlaku anemii Fanconiego (FA) bierze
udzial w naprawie migdzyniciowych wigzan krzyzowych (ICLs- DNA interstrand
crosslinks) oraz podwojnych peknig¢ DNA na drodze rekombinacji homologicznej [293,
294]. Uposledzenie dziatania biatka PALB2 prowadzi do naruszenia integralno$ci
genomu [295]. Biatko PALB2 funkcjonuje jako tgcznik migdzy biatkami BRCAL oraz
BRCAZ2. Stabilizuje BRCA2 i umozliwia jego przemieszczenie do miejsc uszkodzen
DNA i rekrutacje kluczowego dla procesu naprawy biatka RADS51 [280]. Relokacja
kompleksu BRCA2/PALB2 zalezna jest od biatka BRCAL. Ponadto stwierdzono,
iz proces naprawy pegknie¢ DNA przy udziale biatka BRCA2 uwarunkowany jest
interakcja migdzy biatkami PALB2 oraz BRCAL [282]. Catos¢ procesu rekombinacji
homologicznej stymulowana i regulowana jest dzigki interakcji biatka PALB2 z biatkiem
MRG15 [296]. Wykazano roéwniez, iz poza udzialem w naprawie HR, wspotdziatanie
biatlek BRCA1-PALB2-BRCAZ2 odpowiada za prawidtowa kontrole cyklu komoérkowego
w punkcie G2/M [297, 298] oraz warunkuje oporno$¢ na mitomycyne C [283].
Stwierdzono, ze komorki pozbawione bialeck MRG15, BRCA2 oraz PALB2
charakteryzowaty si¢ zaburzeniami procesu HR, a takze nadwrazliwoscig na czynniki
sieciujace DNA [296]. Samodzielnie biatko PALB2 oddziatuje takze z biatkiem KEAP-
1, co ma wptyw na redukcje ilosci wolnych rodnikow tlenowych bedacych jedng z wielu

przyczyn uszkodzen DNA [299].
2.4.3. Mutacje w genie PALB2

Brak mutacji w genach BRCAL oraz BRCA2 u kobiet z rakiem piersi pozwolito
na zidentyfikowanie genu PALB2 jako nowego czynnika predysponujacego do rozwoju
tego rodzaju nowotworu [300]. Podobnie jak w przypadku genu BRCAZ2, bialleliczne
mutacje w genie PALB2 sa rowniez przyczyng rzadkiego syndromu zwanego anemig
Fanconiego [301]. Charakterystyczng cecha pacjentow cierpigcych na te chorobg sa
zaburzenia ukladu krwiotwoérczego, mikrocefalia, wady uktadu szkieletowego,
nieprawidlowosci w budowie organéw wewnetrznych, zwlaszcza serca i nerek oraz
zwigkszona predyspozycja do rozwoju ostrej biataczki szpikowej, a takze nowotworow

skory oraz przewodu pokarmowego [302]. W toku dalszych badan stwierdzono takze,
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iz, poza rakiem piersi, heterozygotyczne mutacje w genie PALB2 zwigzane
sg ze zwickszonym ryzykiem raka trzustki [303; 226].

Duza czg¢$¢ znanych jak dotad patogennych mutacji genu PALB2 jest mutacjami
skracajgcymi biatko 1 wigzacymi si¢ z brakiem lokalizacji jadrowej biatka, a takze utrata
czesci jego funkcji. Zlokalizowane sg we wszystkich regionach kodujacych genu [304-
306]. Znane sa takze mutacj¢ typu missense, ktore uposledzaja proces rekombinacji
homologicznej oraz wptywaja negatywnie na stabilno$¢ biatka. Wystepuja one w rejonie
N-koncowym biatka w poblizu oraz w obrebie domeny zwinigtego zwoju, a takze
w rejonie C-koncowym i dotyczg domeny WD40 [306].

Dla populacji polskiej charakterystyczne sa dwie mutacje w genie PALB2:
172 _175delTTGT oraz 509 510delGA [307-309]. Poza Polska wystepowanie obu
wariantow odnotowano takze w populacji niemieckiej oraz czeskiej [310-312]. Zmiana
509 510delAG w egzonie 4 spowodowana jest delecja dwoch nukleotydow, prowadzi
do zmiany ramki odczytu i zamiany argininy na izoleucyng w pozycji 170 biatka, co
wigze si¢ z przedwczesnym wprowadzeniem kodonu STOP. Funkcjonalnie wariant
wykazuje znacznie zmniejszong zdolno$¢ wigzania DNA oraz brak stymulacji biatka
RAD51 [307, 62]. Mutacja 172 175delTTGT w egzonie 3, wywolana delecja
4 nukleotydéw powoduje zmian¢ ramki odczytu - zastgpienie glutaminy argining oraz
przedwczesng terminacje translacji [313, 304].

Wykazano, ze u nosicielek wariantow 509_510delAG oraz 172_175delTTGT
ryzyko raka piersi wzrasta odpowiednio 4- oraz 5-krotnie. Nosicielstwo jednej ze zmian
u kobiet chorujagcych na raka piersi wigze si¢ ponadto z krdtszym czasem przezycia

w poréwnaniu do kobiet chorych, u ktorych nie stwierdzono ich wystgpowania [309].
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I, CEL PRACY

e Analiza czgstosci polskich mutacji zatozycielskich w genie BRCAL u pacjentek
z rakiem jajnika w wojewodztwie kujawsko-pomorskim.
e Analiza zwigzku mutacji germinalnych w genach CHEK2, PALB2 oraz NBS1

z ryzykiem zachorowania na raka jajnika.
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V. MATERIALY
1. PACJENCI

1.1. Grupa badana

Grupe badang stanowito 393 nieselekcjonowanych kobiet z regionu Kujawsko-
Pomorskiego, chorych na raka jajnika, ktore w latach 2004-2019 zglosity si¢ do Poradni
Genetycznej Niepublicznego Zaktadu Opieki Zdrowotnej Pracowni Genetyki
Nowotworéw w Toruniu. Od wszystkich pacjentek zebrano dane rodowodo-kliniczne
dotyczace histologicznego typu guza, innych przebytych nowotworéw oraz zachorowan
na raka wsrdd krewnych pierwszego i drugiego stopnia. Sposrod wszystkich pacjentek,
34 (8,6%) z nich oprocz raka jajnika chorowato takze na inny rodzaj nowotworu.
Najczesciej byt to rak piersi, ktory dotyczyt 18 pacjentek, rzadziej wystgpowaty rak jelita
grubego (8 przypadkow) oraz macicy (5 przypadkow). 34 pacjentki (8,6%) deklarowaty
wystgpienie raka jajnika u krewnych I° lub II° (zespét HOC), natomiast 109 (27,7%) raka
piersi i/lub raka jajnika (zesp6t HBOC). W rodzinach czterech pacjentek dotknigtych
rakiem piersi i jajnika nie wystepowaty inne przypadki rakow piersi i jajnika, mimo to
spetniaty rowniez kryteria HBOC [113]. W przypadku 246 kobiet (62,6%) stwierdzono
wystepowanie sporadycznego raka jajnika. Sredni wiek zachorowania na raka jajnika
wynosit 54 lata. Najmtodsza pacjentka miata 16 lat, najstarsza 81. U 130 kobiet (33%)
guz pojawit si¢ przed ukonczeniem 50 roku Zycia. Najwigcej zachorowan odnotowano
w przedziale wiekowym 50-60 lat (39%). U 111 kobiet (28%) rak jajnika zostat
zdiagnozowany powyzej 60 roku zycia.

Zgode na udziat w badaniu uzyskano od wszystkich wilaczonych do niego
pacjentek. Badanie zostalo zatwierdzone przez Komisj¢ Bioeetyczng Collegium

Medicum Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu (KB611/2018).
1.2. Grupa kontrolna

W celu okre$lenia wystepowania w populacji ogdlnej czgstosci wybranych zmian
w genach BRCA1, CHEK2, NBS1, PALB2, w pracy uzyto trzech grup kontrolnych
sktadajacych sie ze zdrowych osob z populacji polskiej. Pierwsza grupa liczyta 6233 0sob
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(4359 dorostych oraz 1874 noworodki) [237], druga i trzecia, odpowiednio 4702 [308]
oraz 4000 [226].

V. METODY

Badania molekularne przeprowadzono w pracowni genetycznej Niepublicznego
Zaktadu Opieki Zdrowotnej Pracowni Genetyki Nowotworow w Toruniu. Materiat
do badan stanowita krew obwodowa pobrana od wszystkich kobiet biorgcych udziat
w badaniu. Z limfocytéw krwi obwodowej wyizolowano genomowe DNA oraz
przebadano w kierunku obecnosci najczes$ciej wystepujacych w Polsce mutacji
zatozycielskich genow BRCAL (5382insC, 185delAG, 300T>G, 4153delA, 3819del5),
CHEK2 (1157T, IVS2+1G>A; 1100delC, del5395), NBS1 (657del5) oraz PALB2
(172_175delTTGT, 509_510delGA).

W celu wykrycia wyzej wymienionych wariantow zastosowano warianty techniki
PCR (polymerase chain reaction): RFLP-PCR (restriction fragment-length
polymorphism PCR), AS-PCR (allele specific PCR). Produkty amplifikacji rozdzielano
nastepnie elektroforetycznie w zelu agarozowym z uzyciem barwnika kwasow
nukleinowych oraz markera wielkosci DNA.

Po otrzymaniu wszystkich wynikéw przeprowadzono analize statystyczng.

1. 1ZOLACJA DNA

DNA genomowe izolowano z krwi zylnej (7-8 ml) pobranej do probowki
zawierajacej antykoagulant (EDTA-K?). Pobrang krew przelewano do probowek typu
Falcon 0 pojemnosci 50 ml. W celu zaj$cia hemolizy do proboéwek dodawano 20 ml 5%
roztworu NONIDET. Calo$¢ intensywnie mieszano do uzyskania jednorodnej piany.
Hemolizat wirowano 10 minut przy 3900 obrotach na minut¢ (rpm). Otrzymany
supernatant odrzucano, natomiast uzyskany osad zawieszano w 15 ml buforu 1 x TKM
(10 mM KCI, 2 mM EDTA, 4 mM MgCl, 10 mM Tris pH = 7,6) i ponownie wirowano
przez 10 minut przy 3900 rpm. Supernatant ponownie odrzucano, a osad zawieszano
w10 ml 1 x TKM i wirowano przez 5 minut. Uzyskany supernatant odrzucano. Bialy
oczyszczony osad zawieszano w 3 ml roztworu TKM i po dodaniu 550 pl 10% roztworu
SDS mieszano. Proby inkubowano przez 30 minut w cieplarce w temperaturze 55 °C,

po czym dodawano do nich 1 ml 5 M NaCl. Roztwér mieszano i wirowano przez 20
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minut przy 3900 rpm. Nast¢pnie, w celu wytragcenia DNA, otrzymany supernatant
przelewano do nowych probowek, do ktorych dodawano ok. 1 ml 98% etanolu
I delikatnie mieszano. Nastepnie wytragcony DNA przenoszono za pomoca sterylnej
koncowki do probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml zawierajacych 1 ml 98%
etanolu. Proby wirowno przez 5 minut w temperaturze 12 °C przy 12000 rpm.
Supernatant zlewano, aotrzymany osad ponownie plukano w 1 ml 98% etanolu
I wirowano w takich samych warunkach. Supernatant zlewano, a osad suszono
w temperaturze ok. 43 °C przez 1 godzing. Osuszony osad zawieszano w 200 ul buforu
TE o pH=8 i pozostawiano w temperaturze pokojowej do catkowitego rozpuszczenia
DNA.

1.1. Odczynniki do izolacji dna z krwi zylnej

e Bufor 10 x TKM (sktad na 1000 ml):

- 7,45 g KCI (MP Biomedicalis, Inc.)

- 7,196 g MgCl2 (MP Biomedicalis, Inc.)

- 7,44 g EDTA (MP Biomedicalis, Inc.)

- 7,88 g Tris x HCI (MP Biomedicalis, Inc.)
- 6,05 g Tris Base (MP Biomedicalis, Inc.)

- woda destylowana
e Bufor 1 x TKM (sktad na 1000 ml):

- 100 ml 10% TKM

- woda destylowana
e NONIDET:

- 900 ml 1% TKM
- 45 ml IGEPAL CA-630 (MP Biomedicalis, Inc.)

e 10% SDS - dodecylosiarczan sodu (sktad na 100 ml):

- 10 g SDS (MP Biomedicalis, Inc.)

- woda dejonizowana
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5M NacCl (sktad na 500 ml):

- 146,1 g NaCl (MP Biomedicalis, Inc.)

- woda dejonizowana

Etanol 98%
Bufor TE pH 8 (sktad na 500 ml):

- 0,605 g Tris Base (MP Biomedicalis, Inc.)
- 0,19 g EDTA (MP Biomedicalis, Inc.)

- woda dejonizowana
2. AMPLIFIKACJA

Amplifikacja jest to namnozenie materialu DNA z uzyciem reakcji tancuchowej
polimerazy (PCR). W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodza: bufor reakcyjny,
trojfosforany  deoksyrybonukleotydow  (ANTP), startery specyficznego dla
analizowanego regionu genéw, polimeraza DNA oraz matrycowe DNA. Mieszanina
poddawana jest zmianom temperatury w specjalnym urzadzeniu - termocyklerze, co
prowadzi do uzyskania nowych komplementarnych nici na jednoniciowej matrycy.
Kazdy cykl amplifikacji sktada si¢ z trzech etapow: denaturacji, przytaczania starterow
oraz syntezy. W metodzie AS-PCR poza starterami flankujacymi, stosuje sig starter, ktory
jest w pelni komplementarny do allela z mutacja lub dwa startery, z ktorych jeden jest
W pelni komplementarny do allela z mutacja, a drugi do allela dzikiego. Startery sg tak
zaprojektowane, by w wyniku reakcji PCR powstaty produkty, ktére r6znig si¢ dtugoscia
zaleznie od genotypu badanej probki DNA. W technice RFLP-PCR namnozony w reakcji
PCR produkt poddaje si¢ trawieniu enzymami restrykcyjnymi, ktore rozpoznaja
specyficzne sekwencje zasad w DNA, tzw. miejsca restrykcyjne i przecinaja nici DNA
w okreslonym miejscu. Fragmenty DNA otrzymane w wyniku reakcji AS-PCR oraz
RFLP-PCR rozdzielane s3 nastepnie na zelu agarozowym przy uzyciu barwnika kwasoéw

nukleinowych (bromek etydyny, Midori Green) [314, 113].
2.1. Odczynniki uzyte do reakcji PCR

e dH,O

e bufor do amplifikacji (Thermo Scientific)
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e mieszanina deoksyrybonukleotydéw (Thermo Scientific)
e polimeraza Taq (Thermo Scientific)

e startery (TipMolBiol)
2.2. Odczynniki uzyte do trawienia restrykcyjnego

e dH20
e bufor reakcyjny (Thermo Scientific; New England BioLabs)
e enzym restrykcyjny (Thermo Scientific; New England BioLabs)

2.3. Odczynniki uzyte do elektroforezy

Bufor obcigzajacy 6x (sktad na 1 ml):

150 mg Ficoll 400 (MP Biomedicalis, Inc.)

12,5 ul cyjanianu ksylenu o stgzeniu 20 mg/ml (Sigma)

125 ul biekitu bromofenolowego o st¢zeniu 20 mg/ml (Sigma)

woda destylowana
e Bufor 10X TBE (sktad na 1000 ml):

- 108 g Tris Base (MP Biomedicalis, Inc.)
- 55 g kwasu borowego (MP Biomedicalis, Inc.)
- 7,59 EDTA (MP Biomedicalis, Inc.)

- woda destylowana

o Zel agarozowy 3%:

- 3 gagaroza (PRONA)
- 100 ml TBEx1
- Midori GreenDNA Stain (Nippon Genetics Europe)

e Marker wielkosci DNA (ThermoScientific)

56



3. WYKRYWANIE BADANYCH WARIANTOW METODA
RFLP-PCR

3.1. BRCA1 C61G (c.181T>G)

e AMPLIFIKACJA PRODUKTU
Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej proby:

- 11,7 pl wody destylowane;j
- 1,5 pl buforu do amplifikacji 10 x stez.
- 0,3 pl mieszaniny dNTP (2 mM)
- 0,2 pl startera F1 (10 pM)
- 0,2 pl startera R (10 pM)
- 0,1 pl polimerazy Taq (5 U/ul)
14,0 pl catkowita objetos¢ +1 ul DNA

Sekwencje uzytych starterow:

F 5’-CTCTTAAQggCAgTTgTgAg-3°
R 5-TTCCTACTgTggTTgCTTCC-3’

Profil temperaturowy reakcji PCR

Temperatura Czas Cykle
94 °C 10 minut
94 °C 25 sekund
68 °C w kazdym nast¢pnym cyklu 25 sekund 9
temperatura obniza si¢ o 1,4°C
72°C 35 sekund
94 °C 25 sekund
55°C 30 sekund 31
72°C 35 sekund
72°C 7 minut
4°C 00
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e TRAWIENIE RESTRYKCYJNE PRODUKTU PCR ORAZ
ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji poddano trawieniu enzymem restrykcyjnym AVAII,
inkubowano przez 16 godzin w temperaturze 38 °C, a nastgpnie zwizualizowano na 3%
zelu agarozowym, zawierajagcym barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA
Stain. Przed natozeniem préb na zel, do kazdej z nich dodano bufor obcigzajacy.
Elektroforeze prowadzono 20-25 minut przy napigciu 220V. W celu okreslenia wielko$ci

otrzymanych prazkéw uzyto markera wielkosci.
Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej proby:

- 13,0 ul wody destylowanej
- 2,0 pl buforu do reakeji 10xstez.
- 0,4 pl enzymu Avall
15,4 ul catkowita objetos¢ + cato$¢ produktu PCR

3.2. CHEK2 1157T (c.470T>C)

e AMPLIFIKACJA PRODUKTU
Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej proby:

- 11,3 pl wody destylowanej
- 1,5 pl buforu do amplifikacji 10xstez.
- 0,5 pl mieszaniny dNTP (2 mM)
- 0,2 pl startera F (10 pM)
- 0,2 pl startera R (10 pM)
- 0,3 pl polimerazy Taq (5 U/pl)
14,0 pl catkowita objetos¢ + 1 ul DNA

Sekwencje uzytych starterow

F 5’-ACCCATgTATCTAQgAgAgCTg-3°
R  5-CCACTgTgATCTTCTATgTATgCA-3’
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Profil temperaturowy reakcji PCR

TEMPERATURA CZAS CYKLE
95°C 5 minut
94°C 30 sekund
60°C 40 sekund 38
72°C 30 sekund
72°C 5 minut
4°C 0

e TRAWIENIE RESTRYKCYJNE PRODUKTU PCR ORAZ
ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji poddano trawieniu enzymem restrykcyjnym Bts®l,
inkubowano przez 16 godzin w temperaturze 37 °C, a nast¢pnie zwizualizowano na 3%
zelu agarozowym, zawierajagcym barwnik kwaséw nukleinowych Midori GreenDNA
Stain. Przed nalozeniem prob na Zel, do kazdej z nich dodano bufor obcigzajacy.
Elektroforeze prowadzono 20-25 minut przy napigciu 220V. W celu okreslenia wielkosci

otrzymanych prazkéw uzyto markera wielkosci.
Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej proby:

- 13,25 pl wody destylowane;j
1,5 pl buforu do reakcji 10xstez.
- 0,15 pl enzymu Btsl
14,9 ul catkowita objetos¢ + catos¢ produktu PCR
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3.3. CHEK2 IVS2+1G>A (c.444+1G>A)

e AMPLIFIKACJA PRODUKTU

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej proby:

- 11,65 ul wody destylowane;j

- 1,5 pl buforu do amplifikacji 10xstez.

- 0,3 pl mieszaniny dNTP (2 mM)

- 0,2 ul startera F (10 pM)
- 0,2 pul startera R (10 pM)

- 0,15 pl polimerazy Taq (5 U/ul)

14,0 pul catkowita objetos¢ + 1 ul DNA

Sekwencje uzytych starterow

F 5’-ATTTATgAgCAATTTTTAAACG-3’
R  5-TCCAQTAACCATAAQATAATAATATTA-3’

Profil temperaturowy reakcji PCR

TEMPERATURA CZAS CYKLE
94 °C 5 minut
95°C 30 sekund
58 °C 30 sekund 38
72°C 30 sekund
72°C 5 minut
4°C 00

e TRAWIENIE RESTRYKCYJNE PRODUKTU PCR

ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji poddano trawieniu enzymem restrykcyjnym Hpy188lIl,
inkubowano przez 16 godzin w temperaturze 37 °C, a nast¢pnie zwizualizowano na 3%
zelu agarozowym, zawierajagcym barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA
Stain. Przed nalozeniem prob na zel, do kazdej z nich dodano bufor obcigzajacy.

Elektroforezg prowadzono 20-25 minut przy napigciu 220V. W celu okreslenia wielkosci

otrzymanych prazkow uzyto markera wielkosci.
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Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej proby:

13,0 pl wody destylowanej

1,5 pl buforu do reakcji 10xstez.

- 0,4 ul enzymu HpylIl188

14,9 ul catkowita objetos¢ + catos¢ produktu PCR

4. WYKRYWANIE BADANYCH WARIANTOW METODA AS-
PCR

4.1. BRCA1 5382insC (c.5266dupC)

e AMPLIFIKACJA PRODUKTU

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej probki:

20,2 pl wody destylowane;j

2,4 ul buforu do amplifikacji 10xstez.
- 0,3 pl mieszaniny dNTP (2 mM)

- 0,2 pl startera F (10 pM)

- 0,2 pl startera R (10 pM)

- 0,2 ul startera R1 (10 pM)

- 0,2 pl polimerazyTaq (5 U/ pl)

23,0 pl catkowita objetos¢ + 1ul DNA

Sekwencje uzytych starterow

F  5-ATAgACgTgTCTgCTCCAC -3’
R 5- gggAATCCAAATTACACAGC-3’
Rl 5-CCTTTCTgTCCTggggATT -3’
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Profil temperaturowy reakcji PCR

TEMPERATURA CZAS CYKLE

94 °C 2 minuty
94 °C 10 sekund

68 °C w kazdym nastepnym cyklu 20 sekund

temperatura obniza si¢ o 1,5 °C 10

72°C 20 sekund
94 °C 10 sekund
55°C 30 sekund 30
72°C 30 sekund
72°C 5 minut
4°C 0

e ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji zwizualizowano na 3% zelu agarozowym, zawierajacym
barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA Stain. Przed natozeniem préb na zel,

do kazdej z nich dodano bufor obcigzajacy. Elektroforez¢ prowadzono 20-25 minut przy

napieciu 220V.

W celu okreslenia wielkosci otrzymanych prazkow uzyto markera wielkoSci.

4.2. BRCA1 4153delA (c.4035delA)

e AMPLIFIKACJA

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej probki:

- 15,5 pl wody destylowanej
- 2,0 pl buforu do amplifikacji 10xstgz.
- 0,3 pl mieszaniny dNTP (2 mM)
- 0,3 pl startera F (10 pM)
- 0,3 pl startera R (10 pM)
- 0,5 pl startera R1 (10 pM)
- 0,1 pl polimerazy Taq (5 U/pl)

19,0 ul catkowita objetos¢ + 1 ul DNA
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Sekwencje uzytych starterow

F 5’-TCCTAQCCCTTTCACCCATACA -3’

R 5°-gTgCTCCCCAAAAQCATAAC-3’
R1 5 -CAAQCCCGTTCCTCTTTCTCA -3°

Profil temperaturowy reakcji PCR

TEMPERATURA CZAS CYKLE

94 °C 4 minuty
94 °C 20 sekund

68 °C w kazdym nastepnym cyklu 25 sekund

temperatura obniza si¢ 0 1,2 °C 10

72°C 35 sekund
94 °C 20 sekund
55°C 25 sekund 32
72°C 35 sekund
72°C 7 minut
4°C o0

e ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji zwizualizowano na 3% zelu agarozowym, zawierajgcym

barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA Stain. Przed nalozeniem prob na zZel,

do kazdej z nich dodano bufor obcigzajacy. Elektroforeze prowadzono 20-25 minut przy

napigciu 220V.

W celu okreslenia wielko$ci otrzymanych prazkow uzyto markera wielkosci.
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4.3. BRCAL 185delAG (68_69delAG)

e AMPLIFIKACJA PRODUKTU

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej probki:

- 16,25 ul wody destylowane;j
- 2,0 pl buforu do amplifikacji 10xstgz.
- 0,2 pl mieszaniny dNTP (2 mM)
- 0,2 pl startera F (10 pM)
- 0,2 ul startera R (10 pM)
- 0,2 pl startera R1 (10 pM)
- 0,1 pl polimerazyTaq (5 U/ul)
19,15 ul catkowita objetos¢ + 1 ul DNA

Sekwencje uzytych starterow

F 5’-gggTTggCAgCAATATOTGAAAAA -3’
R 5’- AgTgggAgAggCAgAgTggATggA-3’
R1 5’-TgACTTACCAQATQgggACACTA -3’

Profil temperaturowy reakcji PCR

TEMPERATURA CZAS CYKLE

94°C 4 minuty
94 °C 20 sekund

68 °C w kazdym nastgpnym cyklu 25 sekund

temperatura obniza si¢ o 1,2 °C 10

72°C 35 sekund
94 °C 20 sekund
53°C 25 sekund 32
72°C 35 sekund
72°C 7 minut
4°C 0
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e ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji zwizualizowano na 3% zelu agarozowym, zawierajagcym
barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA Stain. Przed natozeniem préb na Zel,
do kazdej z nich dodano bufor obcigzajacy. Elektroforeze prowadzono 20-25 minut przy
napieciu 220V.

W celu okreslenia wielko$ci otrzymanych prazkéw uzyto markera wielkosci.

4.4. BRCA1 3819del5 (3700_3704delGTAAA)

e AMPLIFIKACJA PRODUKTU

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej probki:

11,75 ul wody destylowanej

1,5 pl buforu do amplifikacji 10xstez.
- 0,2 pl mieszaniny dNTP (2 mM)

- 0,2 ul startera F (10 pM)

- 0,2 pl startera R (10 pM)

- 0,2 pl startera del (10 pM)

- 0,15 ul polimerazy Taq (5 U/ul)

14,0 ul catkowita objetos¢ + 1 pl DNA

Sekwencje uzytych starterow

F  5-TCCTAgCCCTTTCACCCATACA -3’
R 5- AgQATgCCTTTgCCAATATTACCTg-3’
Rl 5°-CTgAgAAgGTATATTGTTTACCAA -3’
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Profil temperaturowy reakcji PCR

TEMPERATURA CZAS CYKLE

94 °C 4 minuty
94°C 20 sekund

68 °C w kazdym nastepnym cyklu 20 sekund

temperatura obniza si¢ 0 1,2 °C 10

72°C 25 sekund
94°C 10 sekund
58 °C 20 sekund 30
72°C 25 sekund
72°C 7 minut
4°C 0

e ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji zwizualizowano na 3% zelu agarozowym, zawierajacym
barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA Stain. Przed natozeniem préb na zel,

do kazdej z nich dodano bufor obcigzajacy. Elektroforeze prowadzono 20-25 minut przy

napieciu 220V.

W celu okreslenia wielko$ci otrzymanych prazkow uzyto markera wielkosci.

4.5. CHEK2 1100DELC

e AMPLIFIKACJA PRODUKTU

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej probki:

- 14,6 pl wody destylowanej
- 2,0 pl buforu do amplifikacji 10xstgz.
- 0,3 pl mieszaniny dNTP (2 mM)
- 0,3 pl startera F1 (10 pM)
- 0,2 pl startera R1 (10 pM)
- 0,3 pl startera R> (10 pM)
- 0,4 pl polimerazy Taq (5 U/ul)
18,1 pl catkowita objetos¢ + 1,5 ul DNA
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Sekwencje uzytych starterow

F 5>-TTAATTTAAgGCAAAATTAAATQTC-3’
R 5°-ggCATggTggTgTgCATC-3’
R1 5°-TggAgTgCCCAAAATCATA-3’

Profil temperaturowy reakcji PCR

TEMPERATURA CZAS CYKLE
94 °C 10 minut
94 °C 25 sekund
68 °C w kazdym nast¢pnym cyklu 35 sekund
temperatura obniza si¢ o 1,4 °C 9
72°C 25 sekund
94 °C 25 sekund
53°C 30 sekund 31
72°C 35 sekund
4°C 0

e ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji zwizualizowano na 3% zelu agarozowym, zawierajacym
barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA Stain. Przed natozeniem préb na Zel,
do kazdej z nich dodano bufor obcigzajacy. Elektroforez¢ prowadzono 20-25 minut przy
napieciu 220V.

W celu okreslenia wielkosci otrzymanych prazkow uzyto markera wielkosci.
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4.6. NBS1 657del5 (C.657_661delACAAA)

e AMPLIFIKACJA PRODUKTU

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej probki:

11,75 ul wody destylowanej

1,5 ul buforu do amplifikacji 10xstez.
- 0,2 pul mieszaniny dNTP (2 mM)

- 0,2 pl startera F1 (10 pM) (Tabela 13)
- 0,2 pl startera F2 (10 pM) (Tabela 13)
- 0,2 pl startera R1 (10 pM) (Tabela 13)
- 0,15 ul polimerazy Taq (5 U/pl)

14,2 pl catkowita objetos¢ + 1 ul DNA

Sekwencje uzytych starterow

F 5’-CACCTCTTgATgAACCATCT-3’

R 5-CgTTAACAACTACTgATAAQAg-3’

F1 5-CggCAggAAAGAAATCTT-3’

Profil temperaturowy reakcji PCR

TEMPERATURA CZAS CYKLE
94 °C 10 minut
94 °C 25 sekund
62 °C w kazdym nastgpnym cyklu 30 sekund
temperatura obniza si¢ 0 0,6 °C 9
72°C 35 sekund
94 °C 25 sekund
56 °C 30 sekund 31
72°C 35 sekund
4°C
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e ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji zwizualizowano na 3% zelu agarozowym, zawierajagcym
barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA Stain. Przed natozeniem préb na Zel,
do kazdej z nich dodano bufor obciazajacy. Elektroforeze prowadzono 20-25 minut przy
napieciu 220V.

W celu okreslenia wielko$ci otrzymanych prazkéw uzyto markera wielkosci.

4.7. PALB2 172_175delTTGT

e AMPLIFIKACJA PRODUKTU

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej probki:

- 10,95 ul wody destylowanej
- 1,5 ul buforu do amplifikacji 10xstez.
- 0,2 pl mieszaniny dNTP (2 mM)
- 0,4 pl startera F1 (10 pM)
- 0,4 pl startera R1 (10 pM)
- 0,4 pl startera F2 (10 pM)
- 0,3 pl polimerazy Taq (5 U/ul)
14,15 ul catkowita objetos¢ + 1 ul DNA

Sekwencje uzytych starterow

F  5-TTCTTgACTCTATAAAACTTTAAAGAAAAC-3’
R 5-CTgggAAATGAATAATAAAQGCAgG-3’
F1  5-AAACAQTAgAAGAACAAGATTGTCTCA -3’
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Profil temperaturowy reakcji PCR

TEMPERATURA CZAS CYKLE
95°C 5 minut
95°C 25 sekund
66°C 30 sekund 31
72°C 30 sekund
72°C 5 min
4°C 0

e ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji zwizualizowano na 3% zelu agarozowym, zawierajacym

barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA Stain. Przed natozeniem préb na zel,

do kazdej z nich dodano bufor obcigzajacy. Elektroforeze prowadzono 20-25 minut przy

napieciu 220V.

W celu okreslenia wielkos$ci otrzymanych prazkéw uzyto markera wielkosci.

4.8. PALB2 509 _510delGA

e AMPLIFIKACJA

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej proébki:

10,95 pl wody destylowanej

1,5 pul buforu do amplifikacji 10xstez.
- 0,2 pl mieszaniny dNTP (2 mM)

- 0,4 ul startera F> (10 pM)

- 0,4 ul startera Ry (10 pM)

- 0,4 ul startera R> (10 pM)

0,3 pul polimerazy Taq (5 U/ul)

4,15 pul catkowita objetos¢ + 1 ul DNA

Sekwencje uzytych starterow

F 5’-AACAgATgACACCCAAgGAACATTTTC-3’
R 5’-gTTCTggAgAATCTggAAgTTCAg-3’
R1 5-gTCTTTTCCCAgACAATQgAQTQA -3’
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Profil temperaturowy reakcji PCR

TEMPERATURA CZAS CYKLE
95°C 5 minut
95°C 25 sekund
65°C 30 sekund 31
72°C 30 sekund
72°C 5 min
4°C o0

e ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji zwizualizowano na 3% zelu agarozowym, zawierajacym
barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA Stain. Przed natozeniem préb na Zel,

do kazdej z nich dodano bufor obcigzajacy. Elektroforeze prowadzono 20-25 minut przy

napigciu 220V.

4.9. CHEK2 del5395

e AMPLIFIKACJA

Sklad mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej probki:

- 15,5 pl wody destylowane;j
- 2,0 pul buforu do amplifikacji 10xstez.
- 0,3 pl mieszaniny dNTP (2 mM)
- 0,25 ul startera F1 (10 pM)
- 0,25 ul startera R1 (10 pM)
- 0,25 ul startera F2 (10 pM)
- 0,25 ul startera R> (10 pM)
- 0,2 pl polimerazy Taq (5 U/ul)
19,0 ul catkowita objgtos¢ + 1 pl
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Sekwencje uzytych starteréow

F1 5-TgTAATgAgCTgAgATTQgTgC-3’
R1 5-CAgAAATgAgACAQgAAQTT-3’
F2 5-CTCTgTTgTgTACAAQTgAC-3’
R2 5-gTCTCAAACTTggCTgCg-3’

Profil temperaturowy reakcji

TEMPERATURA CZAS CYKLE
94°C 10 minut
94 °C 25 sekund
68 °C w kazdym cyklu 25 sekund

temperatura obniza si¢ o 9
1,4°C
72°C 35 sekund
94°C 25 sekund 30
55°C 30 sekund
72°C 35 sekund
4°C ©

e ELEKTROFOREZA

Produkty amplifikacji zwizualizowano na 3% zelu agarozowym, zawierajacym
barwnik kwasow nukleinowych Midori GreenDNA Stain. Przed nalozeniem prob na Zel,
do kazdej z nich dodano bufor obciazajacy. Elektroforez¢ prowadzono 25-30 minut przy
napigciu 220V.

W celu okreslenia wielkosci otrzymanych prazkow uzyto markera wielkosSci.
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5. ANALIZA STATYSTYCZNA

W celu zbadania zwigzku mutacji w genach BRCA1, CHEK2, PALB2 i NBS1
z rakiem jajnika oszacowano ilorazy szans. Pordwnano czgsto$§¢ mutacji w przypadku
kobiet chorych na raka jajnika 1 zdrowych kontrolach. llorazy szans zastosowano
do ustalenia ryzyka wzglednego. Ilorazy szans zostaly wygenerowane z tabel ,,dwa na

dwa”, a istotnos$¢ statystyczng oceniono przy uzyciu testu doktadnego Fischera.

VI.  WYNIKI

1. MUTACJE W GENIE BRCA1l

Mutacje w genie BRCAL stwierdzono tgcznie u 38 sposrod 393 kobiet z rakiem
jajnika (9,7%). Sredni wiek zachorowania na raka jajnika wséréd nosicielek mutacji
BRCAL wynosit 51 lat, w poréwnaniu do 54 u pacjentek bez mutacji. Najmtodsza
pacjentka, u ktorej stwierdzono mutacj¢ miata 31 lat, natomiast najstarsza 73. W obu

przypadkach byl to wariant 5382insC.
1.1 Wariant 5382insC

Wariant 5382insC zostal wykryty u 22 sposrod 393 pacjentek z rakiem jajnika
(5,6%) byt najczgsciej wystepujaca zmiang sposréd wszystkich badanych mutacji
w genie BRCAL. Najliczniej (15 przypadkoéw) wystepowal w grupie pacjentek
spelniajacych kryteria rodowodowo-kliniczne zespotu HBOC co stanowilo 13,2% tej
grupy. Zmiana 5382insC stwierdzona zostala takze u 3 sposrod 34 (8,8%) pacjentek
Z rodzinng agregacja raka jajnika (zespdt HOC), a takze u 4 z 246 (1,6%) kobiet,
U ktoérych nie rozpoznano dziedzicznych zespotéw raka jajnika oraz raka piersi i/lub
jajnika (Tab. 4). Jedna z nosicielek wariantu 5382insC poza rakiem jajnika chorowata
réwniez na raka piersi.

Ponizej zamieszczono elektroforegram, na ktérym uwidoczniono mutacje
5382insC. Do wykrycia zmiany uzyto metody AS-PCR, z zastosowaniem kontroli
dodatnich oraz markera dlugosci. U pacjentek nie bgdacych nosicielkami wariantu
wystepuje pojedynczy prazek liczacy 401 nukleotydow. W przypadku mutacji
obserwowany jest dodatkowy prazek liczacy 166 nukleotydow (Ryc. 11).
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Ryc. 11. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 5382insC w genie BRCAL.
M- marker wielkosci, K+ -kontrola dodatnia, 1-6 - proby ujemne, 7- mutacja 5382insC

1.2 Wariant 4153delA

Zmiang 4153delA wykryto u 7 z 393 (1,6%) pacjentek z rakiem jajnika.
Z najwyzsza czestoscig wariant 4153delA obserwowany byt u pacjentek spetniajacych
kryteria zespolu HBOC. Stwierdzono go u 4 ze 113 pacjentek z tej grupy (3,5%). Zmiang
wykryto rowniez u 2 z 34 kobiet (5,9%) z rodzinng agregacja raka jajnika oraz u jednej
sposrod 246 (0,4%) pacjentek bez dodatniego wywiadu rodzinnego w Kierunku raka
piersi i/lub jajnika. Dwie nosicielki wariantu 4153delA poza rakiem jajnika chorowaty
rowniez na raka piersi (Tab. 4).

Ponizej zamieszczono elektroforegram przedstawiajacy wariant 4153delA.
W celu wykrycia zmiany postuzono si¢ metodg AS-PCR, z zastosowaniem kontroli
dodatnich oraz markera dlugosci. U pacjentek, u ktérych nie stwierdzono mutacji
4153delA obserwowano pojedynczy prazek liczacy 607 nukleotydow, w przypadku
mutacji wystgpowat dodatkowy prazek liczacy 486 nukleotydow (Ryc. 12).

Ryc. 12. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 4153delA w genie BRCAL.
M- marker wielko$ci, K+ -kontrola dodatnia, 1-4, 6 - proby ujemne, 5- mutacja 4153del A

74



1.3. Wariant C61G

Mutacje C61G stwierdzono lacznie u 8 z 393 (2,0%) kobiet z rakiem jajnika.
Najliczniej wariant ten (4 przypadki) wystepowal w grupie pacjentek spetniajacych
kryteria rodowodowo-kliniczne zespolu HBOC co stanowilo 2% tej grupy. Zmiang
wykryto takze u 3 z 34 kobiet (8,8%) z rodzinng agregacja raka jajnika oraz u jednej
sposrod 246 (0,4%) pacjentek bez dodatniego wywiadu rodzinnego w kierunku raka
piersi i/lub jajnika. Jedna z nosicielek wariantu C61G cierpiatla rowniez na raka piersi
(Tab. 4).

Ponizej przedstawiono elektroforegram obrazujacy zmiang C61G. Do wykrycia
wariantu C61G uzyto metody RFLP-PCR, z zastosowaniem kontroli dodatnich oraz
markera dlugosci. U kobiet nie bedacych nosicielkami mutacji C61G obecny byt
pojedynczy prazek liczacy 235 nukleotydow. U nosicielek mutacji wystgpowaty dwa
dodatkowe prazki liczace 156 i 79 nukleotydéw (Ryc. 13).

Ryc. 13. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang C61G w genie BRCA1L.
M- marker wielkosci, K+ - kontrola dodatnia, 1-3; 5-8 - proby ujemne, 4- mutacja C61G

1.4. Wariant 185delAG

Zmiang 185delAG stwierdzono u jednej z 393 pacjentek na raka jajnika, ktora
spetniata kryteria rodowodowo-kliniczne zespotu HBOC (Tab. 4).

Ponizej zamieszczono elektroforegram przedstawiajacy zmiang 185delAG.
Wariant 185delAG wykrywany byt z uzyciem metody AS-PCR z zastosowaniem kontroli
dodatnich oraz markera dtugosci. W przypadku braku zmiany obecny byt pojedynczy
prazek liczacy 527 nukleotydow, natomiast w przypadku mutacji dodatkowy liczacy 332
nukleotydy (Ryc. 14).
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Ryc. 14. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 185delAG w genie BRCAL.
M- marker wielko$ci, K+ - kontrola dodatnia, 1-6; 8-12 - proby ujemne, 7- mutacja 185delAG

1.5. Wariant 3819del5

Mutacji 3819del5 nie wykryto u zadnej z 393 pacjentek (Tab.4).

Ponizej przedstawiono elektroforegram obrazujagcy mutacje 3819delS.
Do wykrycia zmiany 3819del5 uzyto metody AS-PCR, z zastosowaniem kontroli
dodatnich oraz markera dlugosci. W przypadku braku mutacji widoczny byt pojedynczy
prazek liczacy 274 nukleotydy, a w przypadku préby kontrolnej dodatkowy liczacy 149
nukleotydow (Ryc. 15).

Ryec. 15. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 3819del5 w genie BRCA1L.
M- marker wielkosci, K+ - kontrola dodatnia, 1-6 proby ujemne

1.6. Podsumowanie

Mutacje w genie BRCA1 stwierdzono facznie u 38 z 393 (9,7%) pacjentek
z rakiem jajnika. Warianty zatozycielskie BRCAL najczgsciej wystepowaly w grupie
kobiet spetiajacych kryteria rodowodowo-kliniczne zespotu HBOC. W grupie tej
liczacej 113 pacjentek mutacje wykryto u 24 kobiet (21%). Wigkszos¢ z nich (15
pacjentek- 13,2%) byta nosicielkami zmiany 5382insC. Zmiany 4153delA i C61G
wystapity z taka sama czestoscia (po 4 przypadki), co stanowito tacznie 7% tej grupy.
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Wariant 185delAG wykryty zostat u jednej pacjentki (0,8%). W grupie 34 pacjentek
spetlniajacych kryteria HOC stwierdzono gcznie 8 mutacji BRCAL (23,5%). U trzech
pacjentek wykryto wariant C61G (8,8%), u kolejnych trzech zmian¢ 5382insC (8,8%),
u dwoch mutacje 4153delA (5,9%). Wsrod 246 pacjentek ze sporadycznym rakiem
jajnika, wykryto tacznie szes¢ mutacji (2,4%) w genie BRCAL. Cztery kobiety byty
nosicielkami zmiany 5382insC (1,6%). Stwierdzono po jednym przypadku zmiany C61G
(0,4%) oraz 4153del (0,4%).

2. MUTACJE W GENIE CHEK?2

Wérod 393 kobiet z rakiem jajnika wykryto 17 mutacji w genie CHEK2. Sredni
wiek zachorowania na raka jajnika wsrod nosicielek mutacji CHEK2 wynosit 51 lat,
w poréwnaniu do 54 u pacjentek bez mutacji. Najstarsza pacjentka miala 66 Ilat,

najmtodsza 25.
2.1. Wariant 1157T

Zmian¢ 1157T stwierdzono u 17 z 393 pacjentek z rakiem jajnika (4,3%).
Z najwyzsza czgstoScig mutacje 1157T stwierdzono u 10 z 246 (4,3%) kobiet bez
rodzinnej historii w kierunku raka piersi i/lub jajnika. Wariant wystapit takze u 5 ze 113
(5,5%) pacjentek spetniajacych kryteria zespotu HBOC oraz jednej, w ktdrej rodzinie
odnotowano jedynie przypadki raka jajnika (Tab.4).

Ponizej przedstawiono elektroforegram obrazujacy zmiane I1157T. W celu
wykrycia wariantu I157T uzyto metody RFLP-PCR, z zastosowaniem kontroli dodatnich
oraz markera dtugos$ci. U pacjentek bez mutacji obecny byt pojedynczy prazek liczacy
155 nukleotydow, natomiast u nosicielek mutacji wystepowal dodatkowy liczacy 128
nukleotydéw (Ryc. 16).

Ryc. 16. Elektroforegram przedstawiajacy zmiane 1157T w genie CHEK2.
M- marker wielko$ci, K+ - kontrola dodatnia, 1,2; 4-7- proby ujemne, 3- mutacja 1157T

77



2.2. Warianty 1VS2+1G>A, 1100delC oraz del5395

U zadnej z 393 pacjentek nie wykryto ani jednej z trzech zmian w genie CHEK2
skracajacych biatko. W celu wykrycia wariantu IVS2+1G>A uzyto metody RFLP,
natomiast w celu wykrycia zmian 1100delC oraz del5395 metody AS-PCR. W obu
przypadkach zastosowano kontrole dodatnie oraz marker dlugosci. Ponizej
przedstawiono elektroforegramy obrazujace zmiany IVS2+1G>A, 1100delC oraz
del5395.

U pacjentek nie bedacych nosicielkami zmiany IVS2+1G>A widoczny byt

pojedynczy prazek liczacy 491 nukleotydow. U nosicieli zmiany obecne sg dwa

dodatkowe prazki liczace 298 oraz 194 nukleotydy (Ryc. 17).

Ryc. 17. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang IVS2+1G>A w genie CHEK2.
M- marker wielkos$ci, K+ - kontrola dodatnia, 1-5 - proby ujemne

U pacjentek, u ktorych nie stwierdzono wariantu 1100delC obserwowano byt
pojedynczy prazek liczacy 546 nukleotydow. U heterozygot pod wzgledem zmiany
1100delC obecny jest dodatkowy prazek liczacy 208 nukleotydow (Ryc. 18).

MK+ 1T 2 3 4 5 6 7 K+ M

Ryc. 18. Elektroforegram przedstawiajacy zmiane 1100delC w genie CHEK2.
M- marker wielkosci, K+ - kontrola dodatnia, 1-7 - proby ujemne
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U pacjentek, ktore nie sg nosicielkami wariantu del5395 obecne byty dwa prazki
liczace 522 oraz 379 nukleotydow. U nosicieli zmiany stwierdza si¢ dodatkowy trzeci

prazek liczacy 450 nukleotydow (Ryc. 19).

Ryec. 19. Elektroforegram przedstawiajacy zmiane del5395 w genie CHEK2.
M- marker wielkosci, K+ - kontrola dodatnia, 1-7 - proby ujemne

3. MUTACJE W GENIE PALB2

U zadnej z 393 pacjentek z rakiem jajnika nie wykryto badanych wariantow genu
PALB2. W celu wykrycia patogennych wariantow 509 510delGA  oraz
172 _175delTTGT uzyto metody AS-PCR, zastosowano kontrole dodatnie oraz marker
wielkosci. Ponizej przedstawiono elektroforegramy obrazujace warianty 509 510delGA
oraz 172 175delTTGT. W przypadku braku mutacji 509 510delGA obecny byt
pojedynczy prazek (275 nukleotydow). Przy obecnosci mutacji w probie kontrolnej
widoczny jest dodatkowy prazek (165 nukleotydow) (Ryc. 20). U pacjentek nie bedacych
nosicielkami wariantu 172 _175delTTGT wystepowal pojedynczy prazek liczacy 212
nukleotydéw, natomiast w przypadku grupy kontrolnej dodatkowy liczacy 107
nukleotydéw (Ryc. 21).

Ryec. 20. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 509 510delGA w genie PALB2.
M- marker wielkosci, K+ - kontrola dodatnia, 1-7 - proby ujemne
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Ryc. 21. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 172_175delTTGT w genie PALB2.
M- marker wielkos$ci, K+ - kontrola dodatnia, 1-7 - proby ujemne

4. MUTACJA W GENIE NBS1

Wariant 657del5 wykryty zostat u 5 z 393 (1,2%) pacjentek z rakiem jajnika.
Najliczniej (3/246 przypadkow - 1,2%) dotyczyl kobiet, w rodzinach ktérych nie
wystepowaty raki jajnika i/lub piersi. Jedna ze 113 (0,9%) pacjentek spetniata kryteria
rodowodowo-kliniczne zespotu HBOC. Zmiang stwierdzono réwniez u jednej z 34
(2,9%) pacjentek z dodatnim wywiadem w kierunku raka jajnika. Sredni wiek
zachorowania wsrdd nosicielek wariantu 657del5 wynosit 53 lata w poréwnaniu do 55,
u pacjentek, u ktorych jej nie wykryto. Najstarsza pacjentka, u ktorej stwierdzono
mutacj¢ miata 68 lat, najmtodsza 31.

Obecnos¢ zmiany 657del5 badano przy wuzyciu techniki AS-PCR,
z zastosowaniem kontroli dodatnich oraz markera wielko$ci. W przypadku pacjentek bez
mutacji na elektroforegramie widoczny jest pojedynczy prazek liczacy 194 nukleotydy,
natomiast w jej obecnosci dodatkowy liczacy 139 nukleotydow (Ryc. 22).

4 5 6 7 8 9 10 K+ M

e — e ——

194 194 —
—_— ——

139 139

Ryc. 22. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 657delS w genie NBS1.
M- marker wielkosci, K+ - kontrola dodatnia, 1-9 - proby ujemne, 10- mutacja 657del5
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U 60 z 393 kobiet wykryto mutacje zatozycielskie w genach BRCA1, CHEK2,
NBS1 oraz PALB2 wykryto tacznie 60 zmian. Z najwicksza czestoscig (30 przypadkow)
dotyczyly one grupy kobiet spetniajacych kryteria zespotu HBOC. W grupie kobiet
z rodzinng agregacja raka jajnika stwierdzono tgcznie 10 nosicielek mutacji, natomiast

w grupie pacjentek ze sporadycznym rakiem jajnika 20 nosicielek mutacji.
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Tab. 4. Czgsto$¢ wybranych mutacji u kobiet z rakiem jajnika.

Liczba Liczba
Liczba
nosicieli z nosicieli z L
. nosicieli ze
Liczba rodzinna rodzinna
) o sporadyczn
Gen Wariant nosicieli agregacja agregacja .
o ym rakiem
(czestosé) raka piersi raka o
) o o jajnika
i/lub jajnika jajnika
(czestosé)
(czestosé) (czestosé)
C61G 8/393 4/113 3/34 1/246
(2,0%) (3,5%) (8,8%) (0,4%)
4153delA 7/393 4/113 2/34 (5,9%) 1/246
(1,8%) (3,5%) (0,4%)
5382insC 22/393 15/113 3/34 (8,8%) 4/246
BRCA
(5,6%) (13,2%) (1,6%)
1
3819del5 0/393 (0%) 0/113 (0%) 0/34 (0%) 0/246 (0%)
185delAG 1/113 0/34 (0%) 0/246 (0%)
1/393 (0%)
(0,8%)
SUMA 38/393 24/113 8/34 6/246
(9,7%) (21,0%) (23,5%) (2,4%)
1157T 17/393 5/113 1/34 (2,9%) 11/246
(4,3%) (4,4%) (4,1%)
IVS2+1G>A 0/393 (0%) 0/113 (0%) 0/34 (0%) 0/246 (0%)
CHEK
) 1100delC 0/393 (0%) 0/113 (0%) 0/34 (0%) 0/246 (0%)
del5395 0/393 (0%) 0/113 (0%) 0/34 (0%) 0/246 (0%)
SUMA 17/393 5/113 1/34 (2,9%) 11/246
(4,3%) (4,4%) (4,5%)
509_510delG 0/393 (0%) 0/113 (0%) 0/34 (0%) 0/246 (0%)
A
172_175del 0/393 (0%) 0/113 (0%) 0/34 (0%) 0/246 (0%)
PALB2
TTGT
SUMA 0/393 0/113 (0%) 0/34 (0%) 0/246 (0%)
(0%)
657del5 5/393 1/113 1/34 (2,9%) 3/246
1,2% 0,9% 1,2%
NBSL (1.2%) (0,9%) (1.2%)
SUMA 5/393 1/113 1/34 (2,9%) 3/246
(1,2%) (0,9%) (1,2%)
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5. ZWIAZEK MUTACJI W GENACH BRCA1, CHEK2, PALB2
ORAZ NBS1 Z RAKIEM JAJINIKA

W celu zbadania zwigzku wybranych mutacji w genach BRCA1, CHEK2, PALB2
oraz NBS1 z rakiem jajnika oszacowano ilorazy szans wykorzystujac trzy grupy kontrolne

(Tab. 5-8) [237, 308, 226].

5.1. Gen BRCA1

Silny zwigzek z ryzykiem raka jajnika zaobserwowano dla trzech wariantow
patogennych w genie BRCAL. Mutacja 5382insC zostata wykryta w 22 z 393 (5,6%)
przypadkéw raka jajnika w poréwnaniu do 14 z 6233 (0,2%) przypadkdéw w grupie
kontrolnej (OR=26,42; p<0,0001). Zmian¢ C61G stwierdzono u 8 kobiet z grupy badanej
(2,0%) w poréwnaiu do 2 0so6b z grupy kontrolnej (0,0003%) (OR=64,74; p<0,0001).
Wariant 4153delA wystgpowat u 7 pacjentek z grupy badanej (1,8%) oraz 1 osoby z grupy
kontrolnej (0,0002%) (OR=113,02; p<0,0001) (Tab. 5). Zmiana 185delAG obecna byta
u jednej pacjentki z grupy badanej. Ze wzgledu na brak danych dotyczacych czestosci
wystepowanie wariantu 185delAG w populacji polskiej, nie jest znane ryzyko raka
jajnika zwigzane z jej nosicielstwem. W grupie badanej nie wykryto zmiany 3819del5,

w zwigzku z tym nie oceniono jej wptywu na ryzyko raka jajnika (Tab. 5).
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Tab. 5. Mutacje w genie BRCA1 w grupie badanej i kontrolach.

PRZYPADKI KONTROLE OR 95%Cl P
N=393 N=6233
C61G 8 (2,0%) 2 (0,0003%) 64,74 13,70 - <0,0001
306,00
4153delA 7 (1,8%) 1 (0,0002%) 113,02 13,86 — <0,0001
921,36
5382insC 22 (5,6%) 14 (0,2%) 26,42 1337 <0,0001
51,99
185delAG 1 (0,003%) bd - - -
SUMA 38 19 34,00% 19,08 — <0,0001
61,36

bd — brak danych
* — ze wzgledu na brak danych populacyjnych, przy obliczeniu OR nie uwzgledniono wariantu
185delAG

5.2 Gen CHEK2

Sposrod czterech badanych wariantoéw w genie CHEK2 w grupie badanej wykryto
17 przypadkow mutacji 1157T (4,3%) w porownaniu do 320 z 6233 (5,1%) w grupie
kontrolnej. Zmiana [157T nie byla istotnie statystycznie zwigzana z ryzykiem raka jajnika
(OR=0,84; p=0,560). Ze wzgl¢du na brak wariantow skracajacych biatko w grupie
badane; (IVS2+1G>A, 1100delC, del5395) w pracy nie stwierdzono ich wpltywu
na ryzyko raka jajnika (Tab. 6).
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Tab. 6. Mutacje w genie CHEK2 w grupie badanej i kontrolach.

PRZYPADKI KONTROLE OR 95%ClI P
N=393 N=6233

1157T 17 (4,3%) 320 (5,1%) 0,84 0,51 0,56

1,38
IVS2+1G>A 0 26 (0,4%) 0,39
1100delC 0 11 (0,2%) 0,85
del5395 0 24 (0,4%) 0,42

SUMA 17 (4,3%) 376 (6,0%) 0,70 0,43

0,20

1,16

5.3. Gen PALB2

W pracy nie wykryto wariantow patogennych genu PALB2 i nie wykazano

zwigzku z ryzykiem raka jajnika (Tab. 7).

Tab.7. Mutacje w genie PALB2 w grupie badanej i kontrolach.

ich

PRZYPADKI KONTROLE OR 95%Cl P
N=393 N=4702
delTTGT 0 (0%) 3 (0,06%) 0,62
delAG 0 (0%) 7 (0,14%) 0,95
SUMA 0 (0%) 10 (0,20%) 0,75
5.4. Gen NBS1

Wariant zatozycielski 657del5 w genie NBS1 stwierdzono u 5 pacjentek z grupy
badanej (1,3%) w porownaniu do 22 z 4000 (0,6%) w grupie kontrolnej. Ryzyko raka
jajnika zwigzane z mutacja 657del5 bylo podwyzszone, jednak nieistotne statystycznie

(OR=2,33; p=0,16) (Tab. 8).
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Tab.8. Mutacje w genie NBS1 w grupie badanej i kontrolach.

PRZYPADKI KONTROLE OR 95%ClI p
N=393 N=4000
657del5 5 (1,3%) 22 (0,6%) 2,33 0,88 — 0,16
6,19
SUMA 5 (1,3%) 22 (0,6%) 2,33 0,88 —
0,16
6,19
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VII. DYSKUSJA

W niniejszej pracy analizowano udzial pigciu wariantow germinalnych genu
BRCAL1 w predyspozycji do raka jajnika wérod kobiet w wojewodztwie kujawsko-
pomorskim. Analizowano takze zwigzek dziedzicznych mutacji w genach CHEK2,
PALB2 oraz NBS1 z ryzykiem raka jajnika w tej samej populacji. Cecha wspdlna
analizowanych genow jest kluczowa rola ich biatkowych produktow w zachowania
stabilno$ci 1 integralno$ci genomu. Biatko BRCAI jest jednym z gléwnych ogniw
biorgcych udziata w naprawie DNA. Uczestniczy zarOwno w procesie rekombinacji
homologicznej, jak i faczeniu nichomologicznych koncoéw. Bierze rowniez udziat
w usuwaniu fotoadduktow DNA. Odpowiada za aktywacje wszystkich punktow
kontrolnych cyklu komorkowego dajac komorkom czas na naprawe ewentualnych
btedow. Funkcjonuje takze jako regulator aktywnosci wielu czynnikow
transkrypcyjnych, takich jak receptor progesteronu oraz estrogenu. Stymulujac ekspresje¢
bialek OGG1 oraz APE1 posrednio uczestniczy takze w naprawie typu BER [129, 315].
Biatko PALB2 dziata jako Iacznik miedzy BRCA1 oraz BRCA2. Stabilizuje biatko
BRCAZ2 i odpowiada za jego rekrutacje na teren jadra komoérkowego w odpowiedzi
na uszkodzenia DNA. Relokacja kompleksu BRCA2/PALB2 zalezna jest od biatka
BRCAL [280, 282]. Biatko CHEK2 funkcjonuje jako regulator cyklu komodrkowego,
w przypadku nieprawidtowosci DNA hamuje przebieg mitozy i powoduje zatrzymanie
cyklu komoérkowego w fazie GlDziatalnos¢ CHEK2 nie jest ograniczona jedynie
do jednego punktu kontrolnego. Poprzez fosforylacje biatka BRCA1, CHEK2 powoduje
zahamowanie podziatu komoérkowego w fazie G2/M [316, 317]. Funkcje biatka NBS1
W utrzymaniu integralnosci genomu sg niezwykle ztozone. Jego rola jest m.in. wykrycie
uszkodzenia DNA, przekazanie informacji o uszkodzeniu poprzez rekrutacj¢ kinazy
ATM oraz udziat w naprawie dzigki interakcji z biatkiem MRE11 [256].

W niniejszej pracy badano pig¢ mutacji genetycznych w genie BRCAL u 393
pacjentek z rakiem jajnika charakterystycznych dla populacji polskiej oraz spotykanych
w innych krajach stowianskich: 5382insC, 4153delA, C61G, 185delAG oraz 3819dels.
Wykazano, iz czgstos¢ wystepowania poszczegdlnych wariantow genetycznych jest
r6zna, zaleznie od populacji i zwigzana z tzw. efektem zatozyciela [318, 319]. Najbardziej
powszechng zmiang w genie BRCAL wystepujaca w Europie jest 5382insC [320-322,
319, 323]. W badniu wlasnym wsrod 393 pacjentek z rakiem jajnika stwierdzono tacznie
38 (9,7%) nosicielek mutacji genu BRCA1 w porownaniu do 19 z 6233 (0,003%)
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przypadkoéw stwierdzonych w grupie kontrolnej (OR=34,00; p<0,0001). Zgodnie
z wezesniejszymi danymi [324], rowniez w badanej grupie pacjentek najczesciej
wystepujaca zmiang byta insercja cytozyny w egzonie 20 genu. Wykryto ja u 22 z 393
(5,6%) przypadkow raka jajnika w poroéwnaniu do 14 z 6233 (0,2%) przypadkow
w grupie kontrolnej (OR=26,42; p<0,0001). Stwierdzono, ze w krajach stowianskich
wariant 5382insC obecny jest w 9,4% wszystkich odnotowanych rakow jajnika [164].
Trzy kolejne mutacje BRCAL (C61G, 4153delA, 185delAG) wykryte zostaly w grupie
badanej z mniejszg czgstoscig. Wariant C61G stwierdzono u 8 kobiet z grupy badanej
(2,0%) w porownaiu do 2 osob z grupy kontrolnej (0,0003%) (OR=64,74; p<0.0001).
Przeprowadzona analiza wykazala, ze zmiany 5382insC oraz C61G odpowiadaja
za ponad 70% wszystkich mutacji BRCA1 w grupie badanej, co jest zgodne
z wezesniejszymi wynikami uzyskanymi dla populacji polskiej [325; 145]. Wariant
4153delA zostat wykryty u 7 pacjentek z grupy badanej (1,8%) oraz 1 osoby z grupy
kontrolnej (0,0002%) (OR=113,02; p<0,0001). Jest trzecig co do czestosci zmiang
w genie BRCA1 obserwowang na terenie Polski w rodzinach z agregacja raka piersi i/lub
jajnika [165]. Mutacje 185delAG wykryto u jednej pacjentki z grupy badanej. Zmiana ta
zostata opisana po raz pierwszy wérdd Zydow Aszkenazyjskich. Wykazano, iz w tej
populacji spotykana jest relatywnie czesto u kobiet z rakiem jajnika [326, 327]. W Polsce
jej obecnos¢ stwierdza si¢ w pojedynczych rodzinach z rakiem piersi i/lub jajnika [134,
166 145, 167]. W zwiazku z rzadkim wystgpowaniem wariantu 185delAG, nie okreslono
ryzyka raka jajnika jakie zwigzane jest z jego nosicielstwem. Stwierdzono, ze wsrdd
Zydow Aszkenazyjskich ryzyko raka jajnika jest dwukrotnie wigksze w przypadku
nosicielek mutacji 185delAG niz 5382insC [328]. W grupie badanej u zadnej z pacjentek
nie wykryto zmiany 3819del5. Wedtug innych doniesien, w Polsce wariant ten
obserwowany jest na Pomorzu i Opolszczyznie [145, 185].

Wykazano, iz nosiciele mutacji w genie BRCA1l sg z reguly narazeni na
pojawienie si¢ raka jajnika w mtodszym wieku w poréwnaniu do osob, u ktorych mutacja
nie wystepuje [329]. Wedlug wiasnej analizy $redni wiek zachorowania na raka jajnika
wsrdd nosicielek mutacji BRCAL wynosit 51 lat. Wyniki te pokrywaja si¢ z wczesniej
przeprowadzonym badaniem [324, 330] i sa zblizone rowniez do danych
przedstawionych w innym doniesieniu, gdzie wiek zachorowania wynosit 50 oraz 54 lata
[198, 113].

W badaniu wlasnym nosicielstwo patogennych wariantow genu BRCA1

stwierdzono u 9,7% kobiet z rakiem jajnika. Jest to zgodne z danymi literaturowymi,
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ktore moéwia, iz mutacje w genic BRCAL sg przyczyng ok. 10% dziedzicznych rakow
jajnika [110]. Wykazano réwniez, iz wykryte zmiany wigza si¢ z 34-krotnie wyzszym
ryzykiem raka jajnika. Stwierdzono, iz najsilniejszy zwigzek z rakiem jajnika wigze si¢
z nosicielstwem mutacji 4153delA. Zmiana 4153delA zlokalizowana jest w egzonie 11
ilezy w regionie genu charakteryzowanym jako region zwigzany z czgstszym
wystepowaniem raka jajnika w stosunku do raka piersi w poroéwnaniu do mutacji
zlokalizowanych poza tym regionem [194 198]. Podobna prawidtowos¢ dotyczaca silnej
korelacji lokalizacji wariantu 4153delA z rakiem jajnika zostata zaobserwowana rowniez
przez innych autorow [190, 331, 332]. Egzon 11 stanowi okoto 60% sekwencji genu
BRCAL i mieéci si¢ w caloSci w obrgbie regionu OCCR, odpowiedzialny jest
za interakcje biatka BRCA1 z innymi biatkami, stanowigc w duzej czgsci 0 jego roli jako
supresora nowotworowego. Za posrednictwem regionu kodowanego przez egzon 11
biatko BRCA1 oddzialuje z biatkiem RB co prowadzi do zahamowania cyklu
komorkowego [333]. Interakcja z biatkiem c-Myc hamuje jego aktywnos¢ transkrypcyjna
[334], natomiast z biatkami RADS51, RAD50 oraz PALB2 zapewnia udziat BRCAL1
w naprawie uszkodzen DNA [335, 336]. Domena SCD kodowana w czgsci przez egzon
11 zawiera wiele miejsc fosforylacji dla kinaz ATM i jest niezbedna dla lokalizacji
BRCA1 w miejscu DSBs [337]. W obrebie egzonu 11 znajduja si¢ réwniez dwie
sekwencje lokalizacji jadrowej — NLS, ktére odpowiadaja za translokacje¢ biatka
z cytoplazmy do jadra komorkowego [121]. Wigksza czestos¢ raka jajnika zwigzana
Z mutacjami zlokalizowanymi w egzonie 11 nie zostata do konca wyjasniona. Wykazano,
iz wigkszo$¢ transkryptow mRNA genu BRCAL zawierajaca przedwczesny sygnat
terminacji translacji zostaje usuni¢ta na drodze NMD, zapobiegajac w ten sposob
powstaniu biatek o ograniczonych funkcjach [338].

W pracy stwierdzono, iz warianty 5382insC oraz C61G wigza si¢ z mniejszym
ryzykiem raka jajnika w poréwnaniu do wariantu 4153delA. Obie mutacje zlokalizowane
sa w regionach BCCR, ktore zwigzane s3 z czestszym wystegpowaniem raka piersi
w poroéwnaniu do raka jajnika [198]. Zmiana C61G jest zmiang typu missense,
zlokalizowang w domenie RING. Prowadzi do zahamowania heterodimeryzacji
z biatkiem BARDI1 oraz wylaczenia funkcji E3 ligazy ubikwitynowej, CO ogranicza
rerutacjc BRCA1 do uszkodzen DNA i udziat w ich naprawie [339; 175]. Zmiana C61G
jako zmiana typu missense nie podlega procesowi NMD [338]. Wariant 5382insC
zlokalizowany jest w egzonie 20. Insercja cytozyny powoduje przesunigcie ramki

odczytu i wprowadzenie w egzonie 24 przedwczesnego sygnatu terminacji translacji.
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Ze wzgledu na wystgpienie kodonu STOP w ostatnim egzonie genu, zmutowany
tanskrypt nie jest eliminowany na drodze NMD [338]. Skrocona 0 73 aminokwasy forma
biatka powoduje utrat¢ domeny BRCT, co wiaze si¢ z zaburzeniem relokacji BRCA1
do jadra komoérkowego, uposledzonym wigzaniem biatek BACH1 oraz CtIP i moze
uniemozliwia¢ udziat BRCA1 w naprawie uszkodzen DNA [340-342]. Badania na
liniach komorkowych wykazaly, ze utrata C-koncowej czes$ci biatka wskutek mutacji
5382insC wiaze si¢ z brakiem apoptozy [343].

Dowiedziono, ze niektére zmutowane postacie biatka BRCA1 moga, poprzez
wigzanie prawidlowych ,,dzikich” form BRCAI lub regulacj¢ alternatywnych genow,
wywiera¢ efekt dominujaco negatywny i zaburza¢ jego funkcje jako supresora
nowotworowego [344-346]. By¢ moze jest to w pewnym stopniu zwigzane
Z pojawieniem si¢ raka jajnika u nosicielek mutacji BRCA1 w mtodszym wieku i czyni
je bardziej podatne na chorobg jeszcze przed wystapieniem tzw. ,,drugiego uderzenia”.
Wykazano, ze brak utraty heterozygotycznosci locus dla genu BRCAL obecny jest w 7%
rakach jajnika [347].

Wigkszo$¢ pacjentek (32 przypadki), u ktorych wykryto mutacj¢ genu BRCAL
pochodzita z rodzin, u ktorych wystapita agregacja raka piersi i/lub jajnika. W przypadku
sze$ciu pacjentek wywiad rodzinny dotyczacy zachorowan na raka piersi i/lub jajnika byt
ujemny. Moze to by¢ spowodowane malg liczba krewnych, przewaga meskich krewnych
W rodzinie i/lub dziedziczeniem mutacji w linii me¢skiej, a takze adopcja.

Pierwsze doniesienia o istnieniu zespolu dziedzicznego raka jajnika pochodza
z roku 1866, gdy Pierre Paul Broca zrelacjonowat rodzinne wystepowanie rakow piersi
| jajnika wsrod krewnych swojej zony. Jednak dopiero po blisko 130 latach, w roku 1994,
gdy zidentyfikowano gen BRCA1, udato si¢ okresli¢ molekularne podtoze tego zjawiska
[348]. Mimo, iz na przestrzeni lat zasugerowano rowniez zwigzek mutacji BRCAL
z ryzykiem raka zotadka, trzustki czy jelita grubego [349-350], wigkszo$¢ guzow BRCAL
pozytywnych stanowig nadal guzy piersi oraz jajnika. Zjawisko to zwigzane jest
Z dziataniem estrogenéw, ktoremu podlegaja oba narzady [351]. W przypadku raka
jajnika negatywny wplyw estrogenéw na ryzyko choroby wiaze si¢ z wczesnym
pojawieniem si¢ pierwszej miesigczki i poznym wystagpieniem menopauzy [352, 353].
Przypuszcza si¢, ze na rozwdj raka jajnika znacznie wigkszy wplyw maja gtownie
estrogeny obecne w jajniku, niz te obecne w kragzeniu obowodowym, co moze thumaczy¢
protekcyjny charakter antykoncepcji hormonalnej [354]. Stwierdzono, ze poziom

estrogenéw w jajniku jest okoto 100 razy wyzszy niz w krazeniu obwodowym [355].
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U kobiet z mutacjag w genie BRCAL efekt dzialnia estrogenow moze by¢ silniejszy.
Wykazano, ze w fazie lutealnej nosicielki wariantéw genetycznych w genie BRCA1 maja
podwyzszone stezenie estradiolu w pordéwnaniu do kobiet, u ktéorych mutacje nie
wystepuja [351]. Wykazano, ze prawidlowe biatko BRCA1 hamuje ekspresj¢ genu
CYP19A kodujacego enzym aromataze, ktora odpowiada za przeksztalcenie androgenow
do aktywnych estrogenéw. W obecnosci mutacji genu BRCA1 ekspresja CYP19A1
ulega zwigkszeniu i prowadzi do podwyzszenia stgzenia estrogenoéw [356, 357]. Wyzsze
stezenie estrogendbw u BRCALl pozytywnych kobiet moze tlumaczyé czestsze
wystepowanie u nich raka jajnika w miodszym wicku, jeszcze w okresie
przedmenopauzalnym w poréwnaniu do kobiet nie bedacych nosicielkami zmutowane;
formy genu BRCA1, u ktérych guzy jajnika pojawiaja si¢ w okresie menopauzy i pozniej
[358]. Roéwniez u kobiet w okresie postmenopauzalnym, mimo wygasania czynnosci
jajnikow, estrogeny sa nadal produkowane w tkance tluszczowej. Stwierdzono,
ze otyto§¢ zwigzana z podwyzszonym stezeniem estrogendéw moze réwniez
w niewielkim stopniu stanowi¢ ryzyko raka jajnika [359]. Wykazano, iz karcynogenny
wplyw estrogendw moze by¢ skutkiem ich bezposredniego oddzialywania z jadrowym
receptorem estrogenowym alfa lub $§rodbtonowym receptorem estrogenowym (GPER),
a takze by¢ zwigzany z produktami ich metabolizmu. Poprzez receptor estrogenowy alfa
estrogeny uruchamiajg transkrypcje¢ wielu genéw odpowiedzialnych za proces proliferacji
komorkowej, takich jak c-myc czy Her2-neu. Zwigkszona proliferacja moze prowadzi¢
do powstania mutacji, a w wyniku ich akumulacji do transformacji nowotworowej [360].
Poprzez stymulacje receptora Ero estrogeny odgrywaja rowniez rolg¢ w procesie
przerzutowania, hamujac wzajemng adhezj¢ komorek [361]. Oddziatywanie poprzez
receptor GPER prowadzi do aktywacji kinaz ERK-1 oraz ERK-2 odpowiedzialnych
za proliferacj¢ oraz roznicowanie komorek. Stwierdzono, ze aktywacja Sciezki ERK-1/2
wigze si¢ ze zwigkszong ekspresja BRAF i odgrywa wazna rol¢ w patogenezie raka
jajnika [362]. Estrogeny moga wywiera¢ swoje dziatania rowniez za posrednictwem
jadrowego receptora B, ktorego ekspresja zachodzi glownie w jajniku oraz prostacie
[360]. Wykazano, iz stymulacja receptora beta przez estrogeny moze mie¢ charakter
antyproliferacyjny ujawniajacy si¢ w hamowaniu ekspresji cykliny D, cykliny A oraz
ERa [363, 364]. Stopniowe zmniejszanie ekspresji receptora beta obserwowane jest wraz
z progresja guza, od najwyzszej w zdrowej tkance, po najnizszag w przerzutach raka
jajnika 1 by¢ moze jest jednym z wazniejszych zjawisk w procesie zeztosliwienia [365,

366]. Niska ekspresja ERpB wiaze si¢ rowniez z gorszym rokowaniem [367]. W wyniku
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przemian metabolicznych estrogenéw, a dokladniej hydroksylacji, powstajg ich
katecholowe formy: 2-hydroksyestradiol oraz 4- hydroksyestradiol, ktére nastgpnie
ulegaja utlenieniu przez cytochromy P450 (CYP1A, CYP3A4, CYP1B1) do form
semichinonowych oraz chinonowych. Metabolizmowi estrogendw towarzyszy
powstawanie duzych ilo$ci wolnych rodnikéw, ktére indukujac stres oksydacyjny moga
prowadzi¢ do modyfikacji zasad azotowych oraz peknig¢ pojedynczej nici DNA. Ponadto
chinonowe pochodne hydroksyestrogenow, zwlaszcza 4-hydroksyestradiolu, moga
reagowaé z zasadami purynowymi DNA tworzgc addukty DNA (N3Ade, N7Gua).
Estrogenowe addukty sa usuwane z nici DNA tworzgc miejsca apurynowe i wydalne
zmoczem, co moze by¢é wykorzystywane jako biomarker ryzyka chorob
nowotworowych. Generowane miejsca apurynowe podlegaja mechanizmom
naprawczym, gtownie NER, a w przypadku ich niewydolnosci mogg sta¢ si¢ zrodtem
niestabilnosci genomowej [360, 368]. Wykazano, ze katecholowe pochodne estrogenow
mogg powodowaé dwuniciowe pgknigcia DNA, gtownie w fazie S cyklu komérkowego,
a w ich naprawie uczestniczy biatko BRCA1. Stwierdzono roéwniez, iz BRCA1 hamuje
ekspresje enzymow odpowiedzialnych za przemiany estrogenow - CYP1lAl oraz
CYP3A4 oraz stymuluje ekspresje dehydrogenazy NAD(P)H (chinonl) (NQO1)
odpowiedzialnej za redukcje stresu oksydacyjnego. Mutacje w genie BRCAL moga by¢
zatem przyczyng nasilonego powstawania DSB wywotanego z jednej strony nadmierng
ekspresjg enzymow bioragcych udzial w metabolizmie estrogenow, a z drugiej
ograniczeniem potencjatu  detoksykacyjnego [369]. Zwiazek biatka BRCAL
z metabolizmem estrogenéw moze ttumaczy¢ role mutacji genu BRCAL w rozwoju raka
w narazonych na duze stezenia estrogendw narzadoéw jakimi sg jajnik i piers$ [355, 370].
Stwierdzono, iz zminimalizowanie powstawania estrogenowych adduktow DNA poprzez
odpowiednia diete, zawierajaca resweratrol moze zapobiega¢ rozwojowi choroby
nowotworowej [360, 368].

Mutacje w genie BRCAL stanowia wickszos¢ dziedzicznych postaci raka jajnika.
Sa rowniez $ciSle zwigzane z wystepowaniem raka piersi. Poza genem BRCAL
W patogenezie raka piersi wazng role¢ odgrywaja rdwniez inne geny zaangazowane
W utrzymanie integralno$ci genomu i pozostajace w $cistym zwiazku z genem BRCAL.
Naleza do nich CHEK?2, PALB2 oraz NBS1. Zwiagzek wymienionych genow z ryzykiem
raka jajnika nie zostal jednoznacznie wyjasniony. Z tego powodu w pracy podjeto probe
analizy ich potencjalnego zwigzku z rozwojem raka jajnika w populacji polskiej,

a doktadniej zamieszkujacej region kujawsko-pomorski.
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W niniejszej pracy, w przypadku genu PALB2 analizowano dwa warianty
zatozycielskie charakterystyczne dla polskiej populacji: 509 _510delGA oraz
172 _175delTTGT [307, 308]. Stwierdzono, ze nie sa one zwigzane z ryzykiem raka
jajnika w badanej populacji. W grupie badanej nie zanotowano zadnego z analizowanych
wariantow. W grupie kontrolnej liczacej 4702 osoby, wariant 509 510delGA obecny byt
u siedmiu, natomiast 172_175delTTGT u trzech os6b. W innej pracy dotyczacej zwigzku
genu PALB2 z rakiem jajnikiem w polskiej populacji, zmiang 509_510delGA wykryto
u 2z 339 pacjentek z rakiem jajnika w poréwnaniu do 1 sposrdd 1310 kontroli (p=0,1).
Poza zmiang 509 510delGA odnotowano réwniez inne zmiany (¢.2135C>T, ¢.3300T>G,
€.2014G>C) o0 nieznanym wptywie na ryzyko raka jajnika [307]. Wariant
172 _175delTTGT stwierdzono u jednej z 78 kobiet ze zdiagnozowanym rakiem jajnika.
W pracy nie przedstawiono danych zwigzanych z czesto$cig wystgpowania wariantu
w grupie kontrolnej i nie oceniono jego ryzyka z rakiem jajnika. Poza zmianami
172_175delTTGT wsrdd kobiet z rakiem jajnika w genie PALB2 wykryto rowniez inne
warianty typu missense (¢.2014G>C, ¢.2135C>T, ¢.1010T>C, c.1676A>G, c.2816T>G),
ktorych rola w patogenezie raka jajnika nie zostata dotychczas wyjasniona [371]. Mimo
granicznego poziomu statystycznej istotno$ci, zwigzek migdzy dwoma polskimi
mutacjami zatozycielskimi 509 510delGA oraz 172 175delTTGT w genie PALB2
z rakiem jajnika zostat stwierdzony w badaniu obejmujacym 2095 pacjentek oraz 1743
osoby z grupy kontrolnej. Zmiany stwierdzono u 12 (0,6%) kobiet chorych na raka
jajnika i 3 0sob nalezacych do grupy kontrolnej (OR=3,34; p=0,06) [372]. W analizie
wykonanej w Niemczech mutacje genu PALB2 wykryto u 6 z 523 pacjentek z rakiem
jajnika. Wsrod badanych zmian znalazty sig: c.509 510delGA,
c.755_758del(CT)2insCT, €.2296_2297delTC, €.3113+5G>C,
€.3361_3362del(G)2insG, ¢.3441T>A . W pracy nie zawarto informacji dotyczacych
czestosci wykrytych zmian w grupie kontrolnej [373]. W badaniu przeprowadzonym na
14542 biatych kobietach pochodzenia europejskiego chorych na raka jajnika stwierdzono
3 warianty genu PALB2: ¢.1592delT, ¢.2816T>G, ¢.3113G>A. Zmiany c.2816T>G,
€.3113G>A wystepowaly z podobng czestoscig wsrod 23491 kontroli i nie miaty wptywu
na ryzyko raka jajnika (p=0,81; p=0,61). Wariant ¢.1592delT stwierdzany byt w grupie
badanej z nieco wyzszg czgstoscig, cho¢ nieistotng statystycznie (p=0,45). Wiazal si¢
z ponad dwukrotnie wyzszym ryzykiem raka jajnika (OR=2,50) [374]. Stwierdzono, ze
wariant ¢.1592delT jest zmiang predysponujaca do raka piersi [375]. Wplyw mutacji

w genie PALB2 na ryzyko raka jajnika analizowano rowniez w Stanach Zjednoczonych.
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Gen PALB2 zostal wytypowany jako mozliwy gen-kandydat dla raka jajnika w zwigzku
z wykryciem dwoch mutacji (c.757delAG, ¢.1050delAACA) w 360-osobowej grupie
pacjentek z rakiem jajnika [110]. W innej pracy zmiany PALB2 stwierdzono w 9 z 3248
przypadkéw raka jajnika w porownaiu do 3 z 3444 kontroli (p=0,08). Wsrod mutacji
wykrytych w grupie badanej znalazly si¢ nast¢pujgce warianty: €.509 510delGA,
1227 _1231delTGTTA, ¢.3113G>A, ¢.3507_3508delTC oraz c.3549C>A, natomiast
w grupie kontrolnej: ¢.3113G>A i ¢.3113+5G>C. Ze wzgledu na niskg czestosé
obserwowanych zmian, nie stwierdzono jasnego zwigzku mutacji w genie PALB2
z rakiem jajnika [111]. Podobne wyniki wskazujgce na brak zwigzku genu PALB2
z rakiem jajnika uzyskano analizujgc grupg 2051 pacjentek i 3988 kontroli (OR=2,1;
p=0,31) [376]. Odmienne rezultaty otrzymano w innym amerykanskim badaniu. Czg¢sto$¢
mutacji w genie PALB2 w nieselekcjonowanych rakach jajnika byta wyzsza niz czgstos$é
populacyjna i wigzata si¢ z istotnie statystycznie wyzszym ryzykiem raka jajnika. Wsrod
1915 pacjentek warianty genetyczne PALB2 stwierdzono u 12 kobiet w poréwnaniu
do 2 przypadkow z 4300-osobowej grupy kontrolnej (OR=10,2; p<0,001). Wsrod
wykrytych wariantow znalazly si¢ m.in. c.757delAG, c¢.1050del4, c¢.3256C>T,
€.1479delC, ¢.1240C>T, ¢.3113G>A oraz 509 510delGA [377]. W kolejnym badaniu
mutacje PALB2 wykryto u 1 z 466 kobiet cierpigcych na raka jajnika. W pracy nie
zamieszczono informacji dotyczacych grupy kontrolnej oraz rodzaju wykrytej zmiany
znalezionej w grupie badanej [378]. Ponad czterokrotnie wyzsze ryzyko zwigzane
z ryzykiem raka jajnika zaobsewowano w jednej z kanadyjskich prac. W grupie badanej,
liczacej 1421 chorych na raka jajnika odnotowano 3 warianty w genie PALB2
zmieniajgce ramke odczytu (2 delecje oraz 1 insercj¢) w poréwnaniu do 2 sposrod 4300
kontroli (OR=4.55; p=0,10) [379]. W innym kanadyjskim badaniu nie znaleziono
zwigzku miedzy wariantami genu PALB2 a rakiem jajnika. Zadna z 429 chorych na raka
jajnika nie byla nosicielkg mutacji w genie PALB2 [380]. Ze wzgledu na sprzeczne
wyniki nie mozna jednoznacznie oceni¢ roli mutacji genu PALB2 jako czynnika
predysponujacego do rozwoju jajnika. W populacji polskiej w dwodch niezaleznych
pracach znaleziono dwie powtarzajace si¢ zmiany typu: €.2014G>C, ¢.2135C>T, co
mogloby sugerowac ich potencjalny udziat w patogenezie raka jajnika. W bazie NCBI
(National Center for Biotechnology Information) oba warianty okre$lane sg jednak jako

tagodne lub prawdopodobnie tagodne.
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Mimo, iz wiele z dotychczasowych prac sugeruje, z¢ mutacje w geniec PALB2
zwigkszaja ryzyko raka jajnika, w celu precyzyjnego jego okreslenia wymagane sg dalsze
badania.

Gen CHEK2 jest genem predysponujagcym do wielu nowotworow [221]. W pracy
analizowano zwigzek trzech mutacji skracajgcych biatko IVS2+1G>A, 1100delC,
del5395 oraz jednej zmiany typu missense 1157T z rakiem jajnika. Wymienione warianty
wystepuja w populacji polskiej z relatywnie wysoka czesto$cia — 5,7%. Najczesciej
obserowana zmiang jest 1157T (4,8%). Warianty del5395, IVS2+1G>A oraz 1100delC
dotycza odpowiednio 0,4%, 0,3% i 0,2% populacji [235, 246). W pracy wiasnej nie
stwierdzono wptywu mutacji genu CHEK2 na ryzyko raka jajnika. Wérod 393 pacjentek
z rakiem jajnika, u 17 (4,5%) wykryto zmiang 1157T. W grupie kontrolnej wariant
missense stwierdzono u 320 z 6233 kontroli (5,1%) (OR=0,87; p=0,67). Zadna
Z pacjentek nie byla nosicielkg zmian skracajacych biatko. W Polsce zwigzek genu
CHEK?2 z rakiem jajnika badano dotychczas w dwoch pracach. W pierwszej z nich 1108
chorych na raka jajnika oraz 4000 kontroli przebadano na obecno$¢ trzech wariantéw
genu CHEK2 (1157T, IVS2+1G>A i 1100delC). Stwierdzono, ze wariant 1157T
zwigzany jest z wystgpowaniem torbielakogruczolakéw jajnika (OR=1,7; p=0,005),
guzow jajnika o granicznej ztosliwosci (OR=2,6; p=0,002) oraz rakéw inwazyjnych
0 wysokim stopniu zréznicowania (OR=2,1; p=0,04) [381]. W kolejnej pracy dotyczace;j
populacji polskiej analizowano zwigzek zmian I157T, IVS2+1G>A, del5395 oraz
1100delC z rakiem jajnika w$rdd 113 chorych kobiet oraz 287 kontroli. Wariant 1157T
zostal wykryty u 18 kobiet z grupy kontrolnej (6,3%) oraz 3 (2,6%) z grupy badanej
(OR=0,41; p=0,14). Zmiana IVS2+1G>A obecna byta u 2 kobiet z grupy kontrolnej
(0,7%) 1 1 z grupy badanej (0,9%), co nie wigzalo si¢ ze statystycznie istotnym
podwyzszeniem ryzyka raka jajnika (OR=1,27; p=0,84). Brak zwiazku z ryzykiem raka
jajnika stwierdzono takze dla wariantu del5395 (OR=2,56; p=0,49). Wykryto go
u 1 osoby z grupy badanej (0,9%) oraz 1 z grupy kontrolnej (0,3%). W zadnej z grup nie
wykyto zmiany 1100delC [382]. Brak zwigzku z wariantami zatozycielskimi 1157T,
IVS2+1G>A oraz 1100delC w genie CHEK2 stwierdzono rowniez w badaniu
Lukomskiej 1 in.. Warianty skracajace biatko oraz zmiang missense wykryto odpowiednio
ws$od 17 z 2095 kobiet z rakiem jajnika i 10 osob z 1743- osobowej grupy kontrolnej
(OR=1,42; p=0,38) [372]. Brak zwiazku dla zmiany 1100delC z rakiem jajnika
stwierdzono takze w badaniu przeprowadzonym W Rosji. Delecj¢ cytozyny w egzonie 10

wykryto u 2 z 268 (0,8%) kobiet z rakiem jajnika w poréwnaniu do 1 z 448-0sobowej
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grupy kontrolnej (0,2%) [383]. W kolejnym badaniu wykonanym wsérod populacji
rosyjskiej wariantu 1100delC nie stwierdzono ani w grupie badanej, ani kontrolnej [384].
W innej pracy obejmujacej 290 przypadkow raka jajnika z terenu pétnocno-wschodniej
Rosji oraz 64 z potudniowej czesci kraju wykryto 2 mutacje 1100delC. Ryzyko zwigzane
z nosicielstwem mutacji 1100delC a rakiem jajnika nie zostato ocenione ze wzgledu
na brak grupy kontrolnej [319]. Cze¢stos¢ mutacji w omawianym genie u kobiet z rakiem
jajnika badano takze w Niemczech. U dwodch z 523 chorych na raka jajnika stwierdzono
obecno$¢ wariantow 1100delC oraz ¢.85C>T. W pracy nie przeprowadzono analizy
czestosci wariantow genu CHEK2 w grupie kontrolnej [373]. Brak wptywu na ryzyko
raka jajnika wykazano w przypadku wariantu del5395 w badaniu przeprowadzonym
na Lotwie. Zmian¢ wykryto u 4 z 399 kobiet z rakiem jajnika w poréwnaniu do 4 z 524
kontroli (OR=1,32; p=0,73) [385]. Analiza przeprowadzona w Czechach wykazata brak
zwigzku mutacji skracajacych biatko, w tym takze 1100delC i IVS2+1G>A z rakiem
jajnika wsrdd 354 pacjentek oraz 3360 kontroli (p=0,14). Wariant 1157T réwniez nie
zwickszal ryzyka raka jajnika (p=0,63). Granicznie zwigkszone ryzyko Stwierdzono
natomiast dla trzech innych wariantow typu missense: ¢.190G>A, ¢.1183G>C,
c.1421G>A (OR=4,77; p=0,047) [386]. Mutacja ¢.190G>A zlokalizowana jest
w domenie SQ/TQ, wykazano, iz prowadzi do obnizonej autofosforylacji biatka CHEK?2,
obnizonej fosforylacji CDC25 i wigze si¢ brakiem odpowiedzi na uszkodzenia DNA
[387, 388]. Warianty c.1183G>C oraz c.1421G>A zlokalizowane sg w domenie
katalitycznej i prowadza do zmniejszenia aktywnosci kinazowej biatka CHEK2 [386].
W badaniu amerykanskim gen CHEK2 byl jednym z 12 gendw, ktoérych mutacje
zaobserwowano w grupie badanej obejmujacej 360 przypadkow raka jajnika. Spektrum
wykrytych mutacji obejmowato p.V25A, p.S55F, p.HI86R, p.R223C, p.S400F oraz
c.del83-87. Dwie z nich: p.H186R oraz p.S400F zostaty sklasyfikowane jako patogenne
[110]. Pozytywna korelacj¢ z rakiem jajnika uzyskano dla dwoch polimorfizmow
pojedynczego nukleotydu w genie CHEK?2: rs17507066 (p=4,74 x 107") oraz rs6005807
(p=1,1x10"") wéréd 15397 chorych kobiet oraz 30817 kontroli [389]. W kolejnym
doniesieniu obejmujacym 1915 przypadkow raka jajnika i 4300 kontroli nie stwierdzono,
by gen CHEK2 byl genem predysponujacym do zachorowania na raka jajnika. Warianty
CHEK2 wykryto u 11 chorych kobiet i u 25 przypadkéw z grupy kontrolnej (OR=0,6;
p=0,37) [377]. Brak zwigzku wykazano takze w pracy obejmujacej 5020 przypadkow
raka jajnika oraz 64649 o0so6b z grupy kontrolnej. Wsrdd grupy badanej wykryto 24

mutacje genu CHEK2, natomiast w grupie kontrolnej warianty CHEK2 stwierdzono
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u 434 oséb (OR=0,86, p=0,5) [390]. Poza wptywem genu CHEK2 na ryzyko rozwoju
raka jajnika, analizowano réwniez jego zwigzek z przebiegiem choroby. Stwierdzono,
ze 0 ile mutacje genu CHEK2 nie predysponuja do raka jajnika, to jednak ich obecnosc¢
u chorych na  niskozréznicowanego raka jajnika wigze si¢ z opornoscig na leczenie
cisplatyng oraz gorszg prognozg, zwlaszcza jezeli wystepuja one w regionie kodujagcym
sygnat lokalizacji jadrowej. Stwierdzono, ze W rakach jajnika stosowanie cisplatyny
prowadzi do obnizonej ekspresji biatka CHEK2 | zwigzanego z tym upos$ledzenia
kontroli cyklu komorkowego oraz mniejszej podatnosci komoérek na apoptoze.
W zwiazku z tym obecno$¢ mutacji w genie CHEK2 moze potegowac opornos¢ komorek
rakowych na cisplatyne [391, 392].

Gen NBS1 jest sktadnikiem kompleksu (MRE11/RADS50/NBN) zaangazowanego
w naprawe dwuniciowych peknig¢ DNA. W populacji stowianskiej powszechnie
wystepujaca zmiang jest 657del5 [264]. Heterozygotyczni nosiciele zmiany 657del5
narazeni s na wyzsze ryzyko raka piersi i prostaty [268; 267]. Rola genu NBS1
W patogenezie raka jajnika nie zostata jak dotad ostatecznie wyjasniona. W doniesieniu
z 2002 zaobserowano obecno$¢ mutacji 657del5 u 2 sposrdd 117 (1,7%) pacjentek
z rakiem jajnika. Z uwagi na wyzsza niz populacyjna czesto$¢ wystgpowania (0,5%)
zasugerowano, iz wariant moze predysponowac do raka jajnika [393]. W analizie wlasne;j
mutacj¢ 657del5 wykryto u 5 z 393 (1,2%) pacjentek z rakiem jajnika w poréwnaniu
do 21 przypadkow w 4000-osobowej grupie kontrolnej (0,5%). Nie stwierdzono jej
zwigzku z ryzykiem raka jajnika (OR=2,33; p=0,16). W innym badaniu
przeprowadzonym w populacji polskiej analizowano obecnos¢ mutacji genu 657del5
oraz R215W wsrdd 131 pacjentek z rakiem jajnika oraz 1620 kontroli. W grupie badane;j
nie wykryto wariantu 657del5 w porownaniu do 10 przypadkow w grupie kontrolnej.
Wariant R215W obecny byl w jednym przypadku raka jajnika oraz u 4 osob z grupy
kontrolnej. Nie stwierdzono, by obie mutacje mialy wptyw na ryzyko raka jajnika [279].
Podobne rezultaty opisano w innej polskiej pracy, gdzie u 250 pacjentek z rakiem piersi
i/lub jajnika (181 kobiet z rakiem piersi, 28 z rakiem jajnika i 41 z rakiem piersi i jajnika)
oprocz zmiany 657del5 analizowano réwniez wariant [171V. Zmiana 657del5 wystapita
U 2 kobiet z rakiem piersi, nie wykryto jej u zadnej chorej na raka jajnika. W grupie
kontrolnej wystapita z czestoscig 21/4000 kontroli. Wariant 1171V zaobserwowano
natomiast u 6 kobiet, a dokladniej 4 z rakiem piersi, 1 z obustronnym rakiem piersi oraz
1z rakiem jajnika w poréwnaniu do 18 z 1300 kontroli. Nie wykazano zwigzku mutacji

genu NBS1 z rakiem jajnika [394]. Badanie przeprowadzone w populacji rosyjskiej
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rowniez nie wykazato aby gen NBS1 byt genem predysponujagcym do raka jajnika.
Zmiana 657del5 zostala zaobserwowana u 1/354 kobiet chorych na, co nie réznito sig¢
od jej czestosci populacyjnej (0,57%) [319]. W Niemczech wariant 657delS zostat
stwierdzony w dwoch z 523 przypadkow rakach jajnika [373]. Zwigzek mutacji genu
NBS1 z rakiem jajnika byt rowniez analizowany w Stanach Zjednoczonych. Wsréd grupy
badanej liczacej 3248 pacjentek z rakiem jajnika wykryto 9 wariantéw genu NBS1
w porownaniu do 8 znalezionych w 3439-osobowej grupie kontrolnej. Najliczniej
wystepujaca zmiang byt wariant stowianski, obecny u dwoch pacjentek z rakiem jajnika
i czterech 0s6b z grupy kontrolnej. Analiza nie wykazata wptywu mutacji NBS1 na ryzyko
raka jajnika (p=0,61) [111]. Podobnie w innej amerykanskiej pracy nie stwierdzono by
warianty genetyczne NBS1 odgrywaty rol¢ w patogenezie raka jajnika. Wykryto je u 9
z 1915 chorych na raka jajnika i 6 z 4300 osob z grupy kontrolnej (OR=2,2; p=0,26)
[377].

W niniejszej pracy wykazano, iz sposrod analizowanych genéw, jedynie gen
BRCA1 zwiazany jest ze zwigkszonym ryzykiem raka jajnika. Mimo, Ze pozostate geny
pozostaja w $cistym zwigzku z BRCAL i razem z nim uczestniczg w kontroli cyklu
komoérkowego i1 naprawie uszkodzen DNA, nie stwierdzono by predysponowaty
do rozwoju raka jajnika w badanej populacji. By jednoznacznie oceni¢ role
analizowanych mutacji w genach PALB2, CHEK2 oraz NBS1 w patogenezie raka jajnika
konieczne sg badania na wigkszej liczbie chorych. Z trzech analizowanych najbardziej
prawdopodobnym genem kandydatem dla raka jajnika moze okazaé si¢ gen NBSI.
W badanej populacji oraz w badaniu Norquist i in., stwierdzono, ze mimo, iz wystgpowat
on w grupach badanych i1 kontrolnych z podobng czestoscig wigzat si¢ z okoto dwukrotnie
podwyzszonym ryzykiem raka jajnika. W przypadku genu NBS1 analizg¢ zwiazku
Zrakiem jajnika nalezaloby rowniez poszerzy¢é o wariant ¢.553G>C (E185Q).
Wykazano, iz nosiciele mutacji 657del5 o genotypie GG odnosnie polimorfizmu E185Q
w tym samym genie narazeni sg na ponad czterokrotnie wyzsze ryzyko raka prostaty oraz
okoto czterokrotnie wyzsze ryzyko raka piersi. Genotypy inne niz GG (GC, CC) nie
modyfikowaty wptywu zmiany 657del5 na ryzyko raka prostaty oraz piersi [395, 396].

Dziedziczne podtoze raka jajnika zwigzane jest z wieloma genami, migdzy innymi
tymi zaangazowanymi w naprawe uszkodzen DNA. Przyczyng duzej czg$¢ dziedzicznych
postaci raka jajnika sg mutacje w geniec BRCAL. W niniejszej pracy stwierdzono,
izz czterech analizowanych gendw, jedynie zmiany germinalne w genie BRCAL

predysponowaty do zwigkszonego ryzyka raka jajnika. Sposrod 393 analizowanych
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rakow jajnika, 147 kobiet spetniato kryteria zespotow HOC oraz HBOC. Mutacje genu
BRCAL zaobserwowano u 32 z nich. Dodatkowo warianty BRCAL wykryto u 6 chorych
kobiet bez rodzinnej historii uwzgledniajacej raka piersi i/lub jajnika, co sugeruje meska
lini¢ dziedziczenia w tych przypadkach. Lacznie mutacje BRCA1 wykryto w 38 ze 153
przypadkow dziedzicznego raka jajnika. Przyczyng pozostatych zachorowan mogg zatem
stanowi¢ mutacje w innych genach. Dobrze udokumentowanym czynnikiem
genetycznym raka jajnika sag mutacje w genach MMR. Jest jednak mato prawdopodobne,
by mogty one ttumaczy¢ odsetek analizowanych przypadkow, cho¢by ze wzgledu na brak
w grupie badanej kobiet, ktore spetiaty kryteria zespotu HNPCC. Duze znaczenie
wpatogenezie raka jajnika przypisuj¢ si¢ genom zaangazowanym w mechanizm naprawy
uszkodzen DNA, a zwlaszcza w proces rekombinacji homologicznej. Defekty HR
stwierdzane sg we wszystkich typach histologicznych raka jajnika. Najczesciej pojawia
si¢ w guzach surowiczych, endometrioidalnych oraz migsakorakach [397-400]. Obok
genu BRCA1 jednym z gendéw odgrywajacych kluczowa role podczas rekombinacji
homologicznej jest zlokalizowany na chromosomie 13 gen BRCAZ2. Stwierdzono,
iz ryzyko raka jajnika do 70 roku zycia dla nosicielek mutacji BRCA2 wynosi 11% [358].
Rola biatka BRCA2 w procesie HR polega na zaleznej od PALB2 rekrutacji w miejsce
uszkodzenia biatka RADS51 [401]. Podobnie jak w przypadku genu BRCAL, wigkszos¢
przypadkow raka jajnika zwigzana jest z mutacjami wystepujacymi w centralnej czgsci
genu BRCA2, czyli w egzonie 11 [402, 403]. W egzonie 11 zlokalizowana jest zmiana
6174delT obecna u okolo 1% Zydéw Aszkenazyjskich [404] i odpowiadajaca za 16%
rakow jajnika w tej populacji [405]. W Polsce spektrum wykrywanych wariantow genu
BRCA2 wsrod kobiet z rakiem jajnika jest bardzo szerokie. Zmiany BRCA2 stwierdzane
sa Z wysoka czgstoscia w rodzinach, w ktorych poza rakiem jajnika wystepuja takze raki
zotadka oraz raki piersi. Do odnotowanych dotychczas w Polsce zmian w raku jajnika
nalezg m.in.: 4075delGT, 5946delCT, 4862delT, 3271A/T, ¢.6267_6269delinsC, 1VS2-
7TTIA, IVS6-2A/G. Pig¢ pierwszych zlokalizowanych jest w egzonie 11 [406, 407].
Ostatnie badania sugeruja, iz poza genami BRCAL i BRCA2 w patogenezie raka jajnika
wazng rolg odgrywaja geny RADS1C, RADS1D oraz BRIP1. Stwierdza sig, Ze tacznie
odpowiadajg za okoto 10% przypadkow dziedzicznego raka jajnika i w przeciwienstwie
do BRCAL oraz BRCA2 nie wigza si¢ z ryzykiem raka piersi [109]. Biatka kodowane
przez geny RAD51C oraz RAD51D potozone na chromosomie 17 sg paralogami biatka
RADS1, a mutacj¢ ich genéw, podobnie jak RADS1 prowadza do zaburzen rekombinacji

homologicznej 1 moga sta¢ si¢ przyczyng niestabilno$ci genomowej. Ich rola w HR
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polega na rozpoznaniu uszkodzenia, stabilizacji jednoniciowych fragmentow DNA,
posredniczeniu w inwazji nici, przemieszczaniu si¢ ramion i rozwigzaniu struktury
Holliday’a [408, 409]. Zaobserwowano, ze brak funkcjonalnego biatka RADS5ID
skutkuje naprawg DSBs na drodze NHEJ i prowadzi do utraty duzych fragmentow
chromosomow [410]. Poza udzialem w naprawie uszkodzen DNA, biatko RAD51C
uczestniczy réwniez posrednio w kontroli cyklu komérkowego. Wykazano, iz od jego
obecnosci uzalezniona jest fosforylacja biatka CHEK?2 przez kinazg ATM [411]. Mutacje
w genach RAD51C oraz RAD51D wiaza si¢ odpowiednio z okoto szescio-
i siedmiokrotnie wyzszym ryzykiem raka jajnika [412, 372] W badaniu
przeprowadzonym w Czechach, stwierdzono, ze mutacje RAD51C oraz RAD51D
wystepuja rowniez u kobiet chorych na raka jajnika, w rodzinach ktérych nie odnotowano
innych przypadkow raka jajnika i/lub piersi [413]. Gen BRIP1 jest genem supresorowym,
zlokalizowanym na chromosomie 17, koduje biatko o wtasciwosciach ATP-azy zalezne;j
od DNA oraz 5’-3° helikazy DNA. Biatko BRIP1 wspoéldziata z wieloma biatkami
zaangazowanymi w proces naprawy uszkodzen DNA, m.in. BRCA1, MRE11, FANCD?2.
Wykazano, iz oddzialywanie biatka BRIP1 z BRCA1 jest niezb¢dne dla petnienia przez
biatko BRCA1 kluczowej roli w naprawie uszkodzen DNA [414, 415]. BRIP1 poprzez
interakcj¢ z biatkiem TopBpl i aktywacje kinazy ATR zaangazowane jest takze
w kontrole cyklu komérkowego w fazie S [416]. Bierze ponadto udziat w usuwaniu
duplekséw 1 kwadradupleksow DNA, ktéore moga prowadzi¢ do zaburzen replikacji
i transkrypcji [415]. Wykazano, iz u nosicielek mutacji w genie BRIP1 ryzyko raka
jajnika jest niemalze pigciokrotnie wyzsze niz populacyjne [412]. Spektrum mutacji
zwigzanych z ryzykiem raka jajnika w przypadku genéw RAD51C, RAD51D oraz BRIP1
jest niezwykle szerokie. Najczgsciej wystepujacymi zmianami sg mutacje typu zmiany
ramki odczytu oraz mutacje typu nonsense. Ze wzgledu na rozproszenie wariantow
patogennych na calej dlugosci sekwencji kodujacej, zaleca si¢ aby do ich wykrywania
zastosowac metode sekwencjonowania [412].

Poza dobrze udokumentowang rola mutacji w genach BRCA1, BRCA2, RADS51C,
RADS51D oraz BRIP1 w patogenezie raka jajnika, wcigz trwaja poszukiwania innych
gendw, bioracych udzial w naprawie DNA, ktére mogtyby stanowi¢ molekularne podtoze
tego schorzenia. Genami kandydatami dla raka jajnika, ktore wiazg si¢ z umiarkowanym
wzrostem ryzyka choroby sa: BARD1, ATM oraz FANCM [377; 417, 418].

Rak jajnika jest jednym z najczestszych powodow zgonow nowotworowych

wséréd kobiet na calym $wiecie. Z powodu braku oczywistych objawow czgsto
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rozpoznawany jest w pdznym stadium zaawansowania klinicznego i wigze si¢ ze ztym
rokowaniem. Doglebne poznanie genetycznego podtoza raka jajnika, mogloby
przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia mozliwosci przeprowadzenia profilaktycznej
adnexektomii i zmniejszenia odsetka zgonéw spowodowanych tym schorzeniem. Warto
zauwazy¢, iz poznanie genetycznych podstaw raka jajnika wigza si¢ nie tylko z oceng
ryzyka choroby, ale takze z wprowadzeniem efektywniejszej i zindywidualizowane;j
terapii. Jednym z najwazniejszych zalecen obowiazujacych dla kobiet, u ktorych
stwierdzono mutacje germinalng w genach BRCAL lub BRCA2 jest wykonanie
profilaktycznej adnexektomii po ukonczeniu 35 roku zycia. Wykazano, ze zabieg wigze
si¢ z 80% redukcja zachorowalno$ci na raka jajnika, jajowodu oraz otrzewne;.
Stwierdzono takze, iz przyjmowanie doustnej antykoncepcji hormonalnej po 30 roku
zycia. U pacjentek BRCA pozytywnych znaczaco obniza ryzyko raka jajnika [419, 420,
113]. U nosicielek mutacji w genach BRCA zastosowanie znajduje terapia z uzyciem
zwigzkoéw platyny oraz inhibitorow PARP (olaparib). Zwiazki platyny tworza addukty
DNA, ktore przy braku poprawnie dziatajacego biatka BRCA1 prowadzg do akumulacji
uszkodzen DNA, zatrzymania cyklu komdrkowego i $mierci komoérki [421]. Mutacje
w genach BRCA uposledzajac process rekombinacji homologicznej wigzg si¢ takze
z uruchomieniem alternatywnych mechanizméw naprawy DNA. Jednym z nim jest
naprawa poprzez wycinanie zasad (BER), w ktorym kluczowa rolg¢ odgrywaja
polimerazy poli(ADP-rybozy). Zastosowanie inhibitorow PARP zaburza proces BER,
prowadzi do nagromadzenia jednoniciowych, a w dalszej kolejnosci dwuniciowych
peknig¢ DNA. Przy braku mozliwos$ci ich naprawy, komorka ulega $mierci na drodze
syntetycznej letalno$ci [422]. Stwierdzono, ze zastosowanie inhibitorow PARP
efektywne jest rowniez, gdy mutacje lub modyfikacje epigenetyczne dotycza innych
genow biorgcych udziat w rekombinacji homologicznej, a wigc miedzy innymi RAD51C,
RAD51D, BRIP1, NBS1 [397, 423, 424]. Zwiazki platyny oraz inhibitory PARP
stosowane sg U pacjentek z mutacja BRCA w przypadku platynowrazliwego raka jajnika
[424]. Badania wskazuja, ze pomimo niejasnej jak dotad roli mutacji genow CHEK?2 oraz
NBS1 w patogenezie raka jajnika, nosicielstwo mutacji w genie CHEK2 moze takze mie¢
wplyw na terapi¢ i by¢ przyczyna opornosci na leczenie platynami [391, 392].

W zwigzku z tym, ze okoto 10% dziedzicznych postaci raka jajnika wywotana jest
muatcjami w genie BRCAL, a takze wystegpowaniem raka jajnika u kobiet BRCA
pozytywnych bez rodzinnej historii zachorowan na raka piersi/jajnika oraz mozliwoscia

uzycia zindywidualizowanej terapii, test na obecno$¢ zmian BRCA1 powinien by¢
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przeprowadzony u kazdej kobiety. W niniejszej pracy badano pig¢ najczeSciej
wystepujacych w populacji polskiej wariantow patogennych genu BRCAL. W przysztosci
analiz¢ nalezatoby rozszerzy¢ rowniez o warianty, ktore spotykane sa w populacji
polskiej z nizsza czestoscia, takie jak 5370C>T oraz 1806C>T, a w przypadku ich braku
takze o analiz¢ NGS (Next Generation Sequencing) obejmujaca cale reginy genow
BRCA1 i BRCA2. Mimo, ze ostatnie badania sugeruja, iz mutacj¢ w genie PALB2
odpowiadaja za okolo trzykrotny wzrost ryzyka raka jajnika, by jednoznacznie okresli¢
jego role oraz role mutacji w genach CHEK2 oraz NBS1 w patogenezie raka jajnika
potrzebne s3 dodatkowe badania przeprowadzone na wigkszej liczbie pacjentek. O ile
nawet dalsze analizy nie wskaza na geny CHEK2 oraz NBS1 jako geny predysponujace
do raka jajnika, to ze wzgledu na ich potencjalny wptyw na wybor terapii, wskazane
byloby przeprowadzenie testow genetycznych w kierunku mutacji CHEK2, NBS1
U pacjentek z juz stwierdzonym rakiem jajnika. Pacjentki, u ktérych wykryto wariant
slowianski w genie NBS1, nalezaloby rowniez podda¢ badaniu na obecno$¢ wariantu
E185G, w celu sprawdzenia, czy tak jak w przypadku raka piersi i prostaty, stanowi on
czynnik modyfikujacy ryzyko raka jajnika. Obecnie wsrdd kobiet z rakiem jajnika i tych
z rodzinnym obcigzeniem rakiem jajnika najczes$ciej stosowanymi testami sg testy
na obecnos¢ mutacji w genach BRCA. By¢ moze kobiety te powinny réwniez rutynowo
zosta¢ objete badaniem wykrywajagcym mutacje w genach BRIP1, RAD51C oraz
RADS51D.
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VIII. PODSUMOWANIE WYNIKOW

Wsrdd 393 pacjentek z rakiem jajnika u 38 z nich (9,7%) stwierdzono jedng
z czterech mutacji zatozycielskich genu BRCA1 (5382insC, C61G, 4153delA,
185delAG). W wigkszos¢i przypadkow mutacje wystapily u kobiet z obcigzonym
wywiadem rodzinnym w kierunku raka jajnika oraz piersi i/lub jajnika. U 6 nosicielek
mutacji BRCA1 w rodzinie nie wystapity przypadki raka jajnika oraz piersi i/lub jajnika.
Najczeséciej wystepujaca zmiang byta mutacja 5382insC (22 przypadki), natomiast
z najwickszym ryzykiem raka jajnika zwigzany byl wariant 4153delA (OR=113,02;
p<0,0001). U zadnej z pacjentek nie wykryto wariantu 3819del5.

W badanej grupie nie znaleziono charakterystycznych dla populacji polskiej

mutacji zatozycielskich w genie PALB2.

W przypadku genu CHEK2 jedyna wystepujaca mutacja wsroéd badanej grupy
byla zmiana [157T. Stwierdzono ja u 17 z 393 pacjentek (4,3%). Wariant nie wigzat si¢
z podwyzszonym ryzykiem raka jajnika (OR=0,84; p=0,56). Warianty skracajace biatko

nie byly obecne wsrod kobiet z rakiem jajnika.
Mutacje 657del5 w genie NBS1 wykryto u 5 kobiet z rakiem jajnika (1,3%).

Wariant wigzat si¢ z dwukrotnie wigkszym, cho¢ nieistotnym statystycznie ryzykiem raka

jajnika (OR=2,33; p=0,16).
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IX.  WNIOSKI

Gen BRCAL1 jest genem zwigzanym z podwyzszonym ryzykiem zachorowania
na raka jajnika. W badanej populacji cztery mutacje genu BRCAL (5382insC, 4153delA,
C61G, 185delAG) wystapity u 9,7% kobiet z rakiem jajnika. W zwigzku z tym wszystkie
chore z rakiem jajnika z wojewodztwa kujawsko-pomorskiego, réwniez te bez
obciazonego wywiadu rodzinnego w kierunku raka jajnika i/lub piersi, powinny zosta¢
poddane badaniu na obecno$¢ czterech wariantow zatozycielskich w genie BRCAL
(5382insC, C61G, 4153delA oraz 185delAG). W przypadku otzrymania ujemnego
wyniku, najprawdopodobniej u kobiet tych nalezy przeprowadzi¢ rozszerzong
diagnostyki w kierunku mutacji genu BRCAL przy uzyciu techniki sekwencjonowania
nowej generacji (NGS).

W niniejszej pracy nie wykazano zwigzku miedzy polskimi mutacjami
zatozycielskimi w genie PALB2 a zwigkszonym ryzykiem raka jajnika. W zwigzku
z innym przeprowadzonym badaniem zmiany te moga odpowiada¢ za niewielki odsetek
rakow jajnika (0,6%) w populacji polskiej, dlatego by jednoznacznie oceni¢ udziat genu
PALB2 w jego patogenezie konieczne sg dalsze badania.

Gen CHEK2 nie jest genem zwigzanym ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania
na raka jajnika.

Gen NBS1 nie stanowi istotnego ryzyka dla zachorowania na raka jajnika. Nie
mozna wykluczy¢ go jednak jako modyfikatora, ktéry w obecnosci innych wariantow

genetycznych moze mie¢ wptyw na ryzyko zachorowania.
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X, STRESZCZENIE

Rak jajnika jest z jedng z najczestszych przyczyn zgondow nowotworowych wsrod
kobiet na $wiecie. Patogeneza raka jajnika nie zostata jak dotad w petni wyjasniona. Duzy
wpltyw przypisuje si¢ czynnikom $rodowiskowym, reprodukcyjnym, a takze
genetycznym. W niniejszej pracy badano zwigzek wariantow zatozycielskich dla
populacji polskiej w genach: BRCA1, CHEK2, PALB2 oraz NBS1 oraz ryzykiem raka
jajnika. Wczesniejsze badania wykazaty ich zwigzek m.in z rakiem piersi oraz prostaty.
Dowiedziono, iz produkty biatkowe analizowanych gendéw zaangazowane sg w proces
naprawy uszkodzen DNA, kluczowy w kwestii zachowania stabilnosci i integralno$ci
genomu, a tym samym zapobiegajacy transformacji nowotworowej.

W niniejszej pracy badaniem objgto 393 kobiet z rakiem jajnika. U 147 z nich
rozpoznano dziedziczne zespoly HOC oraz HBOC. W przypadku 246 kobiet nie
odnotowano rodzinnej agregacji raka jajnika i/lub piersi (sporadyczny rak jajnika).
Warianty zatozycielskie wykryto tacznie u 60 pacjenekNajczesciej wystepujacymi
zmianami byty mutacje w genie BRCA1 (38 przypadkow). Warianty CHEK2 i NBS1
stwierdzono odpowiednio u 17 i 5 pacjentek. Wiekszo§¢ mutacji dotyczyta pacjentek
z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku raka piersi i/lub jajnika. Nie wykryto
wariantow zatozycielskich w genie PALB2. Potwierdzono silny zwigzek mutacji w genie
BRCA1 z ryzykiem raka jajnika (OR=34,00; p< 0,0001). Nie wykazano natomiast, aby
mutacje w genie CHEK2 wigzaty si¢ z ryzykiem raka jajnika (OR=0,84; p=0,56).
W przypadku zmiany 657del5 w genie NBS1 stwierdzono okoto 2,5-krotny wzrost
ryzyka, nie byl on jednak istotny statystycznie (OR=2,33; p=0,16). By jednoznacznie
wykluczy¢ wptyw mutacji w genach CHEK2, PALB2 oraz NBS1 na ryzyko raka jajnika

wymagane sg dalsze badania przeprowadzone na wigkszej grupie pacjentek.
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Xl. ABSTRACT

Ovarian cancer is one of the most common causes of death from malignancies among
women worldwide. The pathogenesis of ovarian has not yet been clearly established.
Environmental, reproductive and genetic factors have a large impact on ovarian cancer risk.
In this study, the association between founder variants which are present in the Polish
population in the BRCA1, CHEK?2, PALB2 and NBS1 genes and the risk of ovarian cancer
was investigated. Previous studies showed their role in the development of breast and
prostate cancer. It has been evaluated that proteins encoded by the above-mentioned genes
play an important role in the maintenance of genome stability and integrity and thus prevent
malignant transformation.

In this study, 393 women with ovarian cancer were tested for twelve most common
founder alleles in BRCAL, CHEK2, PALB2 and NBS1 genes. 147 patients fulfilled criteria
for HOC and HBOC syndromes. There were 246 ovarian cancer cases who reported negative
family history of breast and ovarian cancer (sporadic cases). In total, twelve founder variants
were detected in 60 patients. The most common alternations were mutations in the BRCA1
gene (38 cases). CHEK?2 and NBS1 variants were found in 17 and 5 patients, respectively.
Most of the detected mutations affected women who reported positive family history for
ovarian and/or breast cancer. None of the two tested PALB2 truncating mutations was
observed among 393 women with ovarian cancer.

The study confirmed a strong association between mutations in the BRCA1 gene and
the risk of ovarian cancer (OR=34, p<0,0001). It was shown that genetic variants in CHEK2
gene do not affect ovarian cancer risk (OR=0,84; p=0,56). In the case of the 657del5
alternation in the NBS1 gene, an approximately 2,5-fold increase in risk for ovarian cancer
was found, but it was not statistically significant (OR=2,33; p=0,16).

To investigate the impact of mutations in the CHEK2, PALB2 and NBS1 genes on the

risk of ovarian cancer, further studies on a larger group of patients are required.
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Elektroforegram przedstawiajacy zmiane 3819del5 w genie BRCAL.
Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 1157T w genie CHEK2.
Elektroforegram przedstawiajacy zmiang IVS2+1G>A w genie CHEK?2.
Elektroforegram przedstawiajacy zmiane 1100delC w genie CHEK2.
Elektroforegram przedstawiajacy zmiang del5395 w genie CHEK2.
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Ryc. 20. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 509 510delGA w genie PALB2
Ryc. 21. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 172 175delTTGT w genie PALB2.
Ryc. 22. Elektroforegram przedstawiajacy zmiang 657del5 w genie NBS1.
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