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1. Wykaz stosowanych skrótów 

BCG – Bacillus Calmette-Guérin 

cfDNA – wolne pozakomórkowe DNA (ang. cell-free DNA) 

CK20 – cytokeratyna 20 (ang. cytokeratin 20) 

CNV – warianty liczby kopii (ang. copy number variation) 

CUP – nowotwór o nieznanym punkcie wyjścia (ang. carcinoma of an unknown 

primary origin) 

DNA – kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid) 

EAU – Europejskie Towarzystwo Urologiczne (ang. European Association of Urology) 

ER – receptor estrogenowy (ang. estrogen receptor) 

FDA – Amerykańska Agencja Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration) 

FISH – fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. fluorescence in situ hybridization) 

HER2 – ludzki receptor czynnika wzrostu naskórka 2 (ang. human epidermal growth 

factor receptor 2) 

HGUC – rak urotelialny wysokiego stopnia złośliwości (ang. high-grade urothelial 

carcinoma) 

IARC – Międzynarodowa Agencja Badań nad Rakiem (ang. International Agency for 

Research on Cancer) 

IGV – Zintegrowana Przeglądarka Genomowa (ang. Integrative Genomics Viewer) 

LncRNA – długie niekodujące RNA (ang. long non-coding RNA) 

LUTS – objawy z dolnego odcinka układu moczowego (ang. lower urinary tract 

symptoms) 

MCED – wczesne wykrywanie wielu nowotworów (ang. multi-cancer early detection) 

MIBC – naciekający mięśniówkę rak pęcherza moczowego (ang. muscle invasive 

bladder cancer) 

MLPA – multipleksowa zależna od ligacji amplifikacja sond (ang. multiplex ligation-

dependent probe amplification) 
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NGS – sekwencjonowanie następnej generacji (ang. next-generation sequencing) 

NMIBC – nienaciekającego mięśniówki raka pęcherza moczowego (ang. non-muscle 

invasive bladder cancer)  

OMIM – Internetowy Katalog Dziedziczenia Mendlowskiego u Człowieka (ang. Online 

Mendelian Inheritance in Man) 

p53 – białko 53 (ang. protein 53) 

PCA3 – antygen raka gruczołu krokowego 3 (ang. prostate cancer antigen 3) 

PCNA – antygen jądrowy komórek proliferujących (ang. proliferating cell nuclear 

antygen) 

PCR – reakcja łańcuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction) 

PR – receptor progesteronowy (ang. progesteron receptor) 

PRUSC – Paryski System Raportowania Cytologii Moczu (ang. The Paris System for 

Reporting Urinary Cytology) 

Rb1 – białko retinoblastoma 1 (ang. retinoblastoma 1 protein) 

RNA – kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid) 

RT-PCR – reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time 

polymerase chain reaction) 

SARS-CoV-2 – drugi koronawirus ciężkiego ostrego zespołu oddechowego (ang. severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2) 

SMA – rdzeniowy zanik mięśni (ang. spinal muscular atrophy) 

SNV – warianty pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide variation) 

SV – warianty strukturalne (ang. structural variant) 

TERT – odwrotna transkryptaza telomerazy (ang. telomerase reverse transcriptase) 

TRUS – ultrasonografia przezodbytnicza (ang. transrectal ultrasonography) 

WGS – sekwencjonowanie całego genomu (ang. whole genome sequencing) 
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2. Wykaz publikacji 

Poniższy cykl publikacji, będący podstawą postępowania o nadanie stopnia 

naukowego doktora, składa się z dwóch oryginalnych artykułów naukowych oraz jednego 

artykułu przeglądowego.  

2.1. Publikacja pierwsza 

Kałużewski, T., Przybylski, G. K., Bednarek, M., Glazar, S., Grabiec, M., Jędrzejczyk, 

A., Kępczyński, Ł., Kubiak, I., Kucharska, D., Morel, A., Owczarek, M., Rożniecki, M., 

Sałamunia, J., Szewczyk, D., Szwalski, J., & Kałużewski, B. (2021). The Usefulness of 

Cell-Based and Liquid-Based Urine Tests in Clarifying the Diagnosis and Monitoring the 

Course of Urothelial Carcinoma. Identification of Novel, Potentially Actionable, RB1 and 

ERBB2 Somatic Mutations. Journal of personalized medicine, 11(5), 362. 

https://doi.org/10.3390/jpm11050362.  

(IF = 3.508, MNiSW = 70) 

Indywidualny wkład: autor korespondencyjny odpowiedzialny za zaplanowanie  

i koncepcję pracy, udział w pozyskaniu środków na badanie, przeprowadzenie analizy 

bioinformatycznej, przygotowanie rycin oraz napisanie finalnej wersji manuskryptu. 

Proporcjonalny udział w realizacji pracy – 70%. 

2.2. Publikacja druga 

Kałużewski T, Kubiak I, Kępczyński Ł, Jedrzejczyk A, Rożniecki M, Gach A, 

Kałużewski B. Mutacje promotora genu TERT jako markery molekularne stanów 

przednowotworowych raka pęcherza moczowego. Przegląd literatury oraz opis 

przypadku. W W. Krupski (red.), Medycyna spersonalizowana 2022 : monografia (s. 33–

38). 

 (MNiSW = 20) 

Indywidualny wkład: autor korespondencyjny odpowiedzialny za koncepcję pracy, 

przegląd literatury oraz napisanie finalnej wersji manuskryptu. 

Proporcjonalny udział w realizacji pracy – 80%. 

2.3. Publikacja trzecia 

Kałużewski, T., Kubiak, I., Bednarek, M., Sałamunia, J., Kucharska, D., Kępczyński, Ł., 

Stempień, M., Kubicki, T., Trzciński, R., Gordon-Sönmez, Z., Bartosińska-Dyc, A., 
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Gach, A., & Kałużewski, B. (2023). Report on the Effect of the Implementation of an 

Early Detection and Prevention of Cancer Program on Families at High Hereditary Risk-

Concentrating on Patients Undergoing Genetic Diagnostics and Counseling in Central 

Poland. International journal of molecular sciences, 24(17), 13178. 

https://doi.org/10.3390/ijms241713178.  

(IF = 4.9, MNiSW = 140) 

Indywidualny wkład: autor korespondencyjny odpowiedzialny za zaplanowanie  

i koncepcję pracy, zgromadzenie danych klinicznych, interpretację wyników oraz 

napisanie finalnej wersji manuskryptu. 

Proporcjonalny udział w realizacji pracy – 70%. 

2.4. Punktacja cyklu publikacji 

Łączna punktacja MNiSW cyklu publikacji: 230. 

Łączny Impact Factor cyklu publikacji: 8.408. 
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3. Streszczenie w języku polskim 

Nowotwory złośliwe tkanki nabłonkowej stanowią istotny problem zdrowotny, 

wymagający wielodyscyplinarnego podejścia zarówno na etapie diagnostyki, jak  

i leczenia. Wraz z rozwojem wiedzy z zakresu genetyki nowotworów znacząco wzrosło 

znaczenie diagnostyki molekularnej w wykrywaniu, rozpoznawaniu, monitorowaniu oraz 

leczeniu tej grupy chorób. W prezentowanej rozprawie doktorskiej przedstawiono cykl 

publikacji omawiających zastosowanie wybranych metod diagnostyki genetycznej  

w optymalizacji postępowania onkologicznego, ze szczególnym uwzględnieniem 

diagnostyki raka pęcherza moczowego oraz oceny dziedzicznych predyspozycji do 

nowotworów. W pierwszej pracy oceniono użyteczność sekwencjonowania całego 

genomu w odniesieniu do rutynowo stosowanych metod diagnostyki raka pęcherza 

moczowego. Przeprowadzona analiza bioinformatyczna danych uzyskanych  

z sekwencjonowania próbek DNA izolowanych z moczu oraz krwi obwodowej 

umożliwiła m.in. identyfikację charakterystycznych zmian genetycznych dla raka 

pęcherza moczowego oraz potencjalnych markerów terapii celowanych. W drugiej pracy 

omówiono aktualny stan wiedzy na temat znaczenia wariantów w obrębie promotora 

genu TERT w wykrywaniu raka pęcherza moczowego z próbek moczu. Przeprowadzono 

także retrospektywną analizę danych pochodzących z pierwszej publikacji cyklu pod 

kątem obecności tych wariantów, zwracając uwagę na ich potencjalną użyteczność we 

wczesnej diagnostyce raka pęcherza moczowego. Trzecia publikacja opierała się na 

retrospektywnej analizie wyników badań molekularnych przeprowadzonych na grupie 

pacjentek i pacjentów z podejrzeniem zespołów dziedzicznych predyspozycji do 

nowotworów. Praca przedstawia częstość wykrywania poszczególnych wariantów  

w badanej populacji oraz omawia zalety sekwencjonowania następnej generacji  

w określonych sytuacjach klinicznych. Przedstawione w rozprawie zastosowanie badań 

genetycznych stanowi przykład skutecznego wykorzystania ich jako narzędzi 

diagnostycznych w onkologii, umożliwiających precyzyjne rozpoznawanie i molekularną 

klasyfikację nowotworów oraz identyfikację zespołów dziedzicznych predyspozycji. 
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4. Streszczenie w języku angielskim 

Malignant epithelial tumors represent a significant health problem, requiring  

a multidisciplinary approach both in diagnostics and treatment. With the advancement of 

knowledge in the field of cancer genetics, the importance of molecular diagnostics in the 

detection, diagnosis, monitoring, and treatment of this group of diseases has significantly 

increased. This doctoral dissertation presents a series of publications covering the topic 

of the application of selected genetic diagnostic methods in the optimization of 

oncological management, with particular emphasis on bladder cancer diagnostics and the 

assessment of hereditary cancer predisposition syndromes. The first study evaluated the 

usefulness of whole-genome sequencing in relation to routinely used diagnostic methods 

for bladder cancer. The bioinformatic analysis of data obtained from sequencing DNA 

samples isolated from urine and peripheral blood allowed, among other things, the 

identification of characteristic genetic alterations specific to bladder cancer and potential 

markers for targeted therapies. The second study focused on the current state of 

knowledge on the significance of variants within the TERT gene promoter in detecting 

bladder cancer from urine samples. A retrospective analysis of data from the first 

publication of the series was also conducted, focusing on the presence of these variants 

and their potential utility in the early diagnosis of bladder cancer. The third publication 

was based on a retrospective analysis of molecular test results conducted on a group of 

patients suspected of having hereditary cancer predispositions. The study presents the 

frequency of detection of specific variants in the studied population and discusses the 

advantages of next-generation sequencing in certain clinical situations. The genetic 

research applications presented in this dissertation exemplify their effective use as 

diagnostic tools in oncology, enabling precise tumor identification and molecular 

classification, as well as the identification of hereditary cancer predisposition syndromes. 
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5. Wstęp 

Nowotwory złośliwe, w tym raki, czyli nowotwory złośliwe wywodzące się z tkanki 

nabłonkowej, są jedną z głównych przyczyn zachorowalności i śmiertelności ludzi na 

całym świecie, a ich częstość występowania stale rośnie. Według Międzynarodowej 

Agencji Badań nad Rakiem (ang. International Agency for Research on Cancer, IARC) 

nowotwory złośliwe tkanki nabłonkowej odpowiadają za około 10 milionów zgonów 

rocznie, co jednoznacznie wskazuje na istotność raków jako globalnego problemu 

zdrowia publicznego[1]. W Europie rak stanowi drugą, po chorobach układu krążenia 

przyczynę zgonów, chociaż w niektórych krajach, w tym w Polsce, w 2021 roku stanowił 

trzecią przyczynę po infekcjach wirusem SARS-CoV-2[2]. Polska należy do tych krajów 

europejskich, w których odsetek śmiertelności z powodu nowotworów jest 

najwyższy[3,4].  

Nowotwory to choroby genetyczne powstające w wyniku nagromadzenia mutacji  

w genach kontrolujących podziały komórkowe oraz biorących udział w kluczowych 

procesach biologicznych[5]. Wraz z rozwojem wiedzy z zakresu biologii nowotworów 

rośnie zrozumienie udziału czynników genetycznych warunkujących tempo ich rozwoju 

oraz charakterystykę[6]. Rola genetyki w onkologii zaczęła się kształtować wraz  

z odkryciem dziedzicznych zespołów predyspozycji do nowotworów, takich jak zespół 

dziedzicznego raka piersi i jajnika[7] czy rodzinna polipowatość gruczolakowata[8].  

Z czasem objęła znacznie szersze spektrum mutacji genetycznych – zarówno 

germinalnych, jak i somatycznych[6]. Włącznie testów genetycznych do opieki 

onkologicznej zmieniło podejście z uniwersalnego na zindywidualizowaną, precyzyjną 

strategię. Uwzględnienie profilu molekularnego guza wpływa bowiem na klasyfikację, 

wybór terapii, prognozowanie, a także, pośrednio, na identyfikację osób z grupy 

wysokiego, dziedzicznie uwarunkowanego ryzyka[9]. Przed wzrostem popularności 

diagnostyki genetycznej klasyfikacja guzów nowotworowych opierała się głównie na 

typie komórek, tkance pochodzenia oraz cechach morfologicznych obserwowanych  

z wykorzystaniem mikroskopu świetlnego[10]. Dopiero postęp w zrozumieniu 

molekularnej patofizjologii nowotworów, umożliwił wprowadzenie systemów 

klasyfikacji, które łączą dane molekularne z obrazem histopatologicznym oraz 

informacjami klinicznymi, pozwalając precyzyjniej określić charakterystykę guza oraz 

przewidzieć ryzyko nawrotu choroby lub zgonu pacjenta[11]. Z uwagi na fakt, że 

odpowiedź na terapie cytotoksyczne[12], immunologiczne[13] i celowane[14–16] często 
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zależy od molekularnego podtypu nowotworu, diagnostyka molekularna stała się również 

nieodzownym elementem w doborze najefektywniejszego leczenia. Początkowo 

większość testów diagnostycznych wykrywała jedynie pojedyncze warianty, takie jak 

BRAF p.Val600Glu (V600E), oznaczane w celu kwalifikacji do leczenia celowanego 

czerniaka[14], jednak bardzo szybki wzrost liczby znanych genów o znaczeniu 

terapeutycznym uwypuklił ograniczenia diagnostyki z użyciem pojedynczych 

markerów[17]. Zarówno wzrost liczby klinicznie walidowanych zmian genetycznych, jak 

i ograniczona dostępność materiału nowotworowego u wielu pacjentów, wymagały 

opracowania testów opartych na technikach wysokoprzepustowych, które mogły ocenić 

status mutacyjny kilku genów w jednym badaniu. Rozwój technologii sekwencjonowania 

następnej generacji (ang. Next-Generation Sequencing, NGS) umożliwił jednoczesną 

analizę setek genów, a nawet całego genomu, przy użyciu relatywnie niewielkiej ilości 

materiału biologicznego[18–27], co zrewolucjonizowało podejście do diagnostyki 

molekularnej oraz otworzyło drogę do precyzyjnej onkologii[28–30]. Jednym z efektów 

wykorzystywania techniki NGS jest coraz częstsze stosowanie strategii tumor-

agnostycznej, polegającej na sekwencjonowaniu bardzo dużej ilości genów związanych 

z różnymi typami nowotworów w jednym eksperymencie[31]. Metody ukierunkowane 

na pojedyncze warianty, takie jak testy oparte na reakcji łańcuchowej polimerazy (ang. 

Polymerase Chain Reaction, PCR) czy fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. 

Fluorescence in situ hybridization, FISH) nadal znajdują zastosowanie w określonych 

sytuacjach klinicznych, w których czas i efektywność ekonomiczna przy zachowaniu 

wysokiej czułości i swoistości są istotniejsze od szerokiego zakresu badania[32].  

W prezentowanej rozprawie skupiono się na zastosowaniu badań molekularnych  

w diagnostyce nowotworów złośliwych tkanki nabłonkowej na różnych etapach opieki 

nad pacjentami onkologicznymi: od badań przesiewowych, poprzez szerokie 

profilowanie genomowe, do diagnostyki zespołów dziedzicznych predyspozycji do 

nowotworów. 

5.1. Zastosowanie badań molekularnych w badaniach przesiewowych 

Badania przesiewowe przeprowadzane są u osób bezobjawowych w celu wykrycia  

i wczesnego leczenia danej choroby. Aby test przesiewowy mógł zostać wdrożony do 

praktyki klinicznej musi charakteryzować się odpowiednią czułością, swoistością  

i przystępnością dla pacjentów przy jednoczesnym istnieniu dowodów, że wykrycie 
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choroby w fazie przedobjawowej i wczesne wdrożenie leczenia znacząco poprawi wyniki 

terapii[33]. 

Testy molekularne odgrywają coraz większą rolę w diagnostyce przesiewowej. 

Wiodącym przykładem są testy PCR wykrywające homozygotyczną delecję eksonu  

7 genu SMN1 w diagnostyce przesiewowej rdzeniowego zaniku mięśni (ang. spinal 

muscular atropy, SMA). Screening w kierunku SMA realizowany jest w coraz większej 

liczbie krajów, w tym w Polsce od kwietnia 2022 roku[34]. Dotychczas żadne testy 

molekularne ukierunkowane na wykrywanie nowotworów nie uzyskały statusu badań 

przesiewowych wykorzystywanych na poziomie krajowym, jednakże stale rosnący 

potencjał diagnostyki molekularnej wskazuje na możliwość wprowadzenia takich testów 

w przyszłości, co może znacząco poprawić skuteczność profilaktyki onkologicznej[35]. 

Amerykańska Agencja Żywności i Leków (ang. U.S. Food and Drug Administration, 

FDA) zatwierdziła do tej pory trzy testy służące diagnostyce przesiewowej raka jelita 

grubego (Epi ProColon®, Cologuard, Shield™) oraz jeden molekularny test 

screeningowy w kierunku raka prostaty (Progensa™ PCA3). Test Epi ProColon® polega 

na badaniu obecności metylowanego genu SEPT9 w próbce wolnokrążącego DNA 

izolowanego z krwi obwodowej. Test charakteryzuje się 68% czułością oraz 80% 

swoistością[36]. Cologuard wykrywa warianty genu KRAS, metylację genów NDRG3  

i BMP3 oraz obecności hemoglobiny (metodą immunologiczną) w próbce stolca. Badanie 

wykazuje 92.3% czułość oraz 86.6% swoistość[37]. Shield™ jest testem opartym na 

ocenie metylacji wolnokrążącego DNA (cfDNA) i cechuje się 83.1% czułością oraz 

89.6% swoistością[38]. Progensa™ PCA3 charakteryzuje się czułością na poziomie 78% 

oraz swoistością na poziomie 57% w grupie pacjentów z podejrzeniem raka prostaty, po 

jednej negatywnej biopsji w przeszłości[39]. Badanie polega na wykrywaniu nadekspresji 

genu PCA3 - długiego niekodującego RNA (lncRNA). Obiecującymi molekularnymi 

testami przesiewowymi w kierunku raka prostaty są również SelectMDX, Mi Prostate 

score (MiPS) oraz ExoDX jednak ich status określany jest jako eksperymentalny[40]. 

Wytyczne Europejskiego Towarzystwa Urologicznego (ang. European Association of 

Urology, EAU) wskazują na przydatność licznych markerów molekularnych jako 

wsparcia w diagnostyce oraz monitorowaniu nienaciekających raków pęcherza 

moczowego m.in. UroVysion, Uromonitor, Cx-Bladder, Xpert Bladder® oraz Bladder 

EpiCheckTM. Wykorzystanie ich w diagnostyce przesiewowej jest jednak 

nierekomendowane ze względu na krótką fazę bezobjawową oraz niską efektywność 
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kosztową (https://uroweb.org/guidelines/non-muscle-invasive-bladder-cancer; dostęp  

z dnia 19.08.2024). Obiecującym testem w urologii jest również badanie obecności 

microRNA miR-371a-3p w diagnostyce raków jądra wykazujące 84-89% czułość oraz 

90-99% swoistość[41], które po uzyskaniu standaryzacji laboratoryjnej mogłoby zostać 

wdrożone do praktyki klinicznej[42,43]. Rozwój metod wysokoprzepustowych budzi 

nadzieje na jednoczasowy screening w kierunku wielu nowotworów (ang. multi-cancer 

early detection, MCED)[44]. Większość platform opiera się na wykrywaniu 

specyficznych białek, RNA lub wolnokrążącego DNA nowotworowego (w tym jego 

zaburzeń epigenetycznych), które są uwalniane do krwi lub moczu m.in. poprzez 

apoptozę komórek nowotworowych[45–47]. Wiele rozwiązań znajduje się w fazach 

przedklinicznych lub klinicznych, i są aktualnie optymalizowane przed wdrożeniem do 

praktyki[35,48,49]. 

Do cyklu prac uwzględnionych w rozprawie dołączono publikację przeglądową na 

temat wariantów w obrębie promotora genu TERT stanowiących obiecujący marker 

raków pęcherza moczowego. Opisane rozwiązane charakteryzuje się znacznie 

wcześniejszą wykrywalnością w komórkach osadu moczu niż aktualnie wykorzystywane 

wskaźniki.  

5.2. Zastosowanie badań molekularnych w diagnostyce nowotworów złośliwych 

Diagnoza nowotworu zazwyczaj obejmuje wieloetapowy proces, który integruje ocenę 

kliniczną, badania obrazowe, badania laboratoryjne oraz ocenę histopatologiczną tkanki 

pobranej drogą biopsji lub materiału pooperacyjnego[50]. Jednakże w około 3-5% 

przypadków nowotworów przerzutowych nie udaje się zidentyfikować pierwotnego 

ogniska nowotworu i konieczne jest rozpoznanie nowotworu o nieznanym punkcie 

wyjścia (ang. carcinoma of an unknown primary origin, CUP). Rozpoznanie to znacząco 

utrudnia dobór odpowiedniej terapii i zmniejsza szansę na skuteczne leczenie 

pacjenta[51]. Wprowadzenie molekularnej diagnostyki wysokoprzepustowej pozwoliło 

na identyfikację charakterystycznych zmian genetycznych dla konkretnych typów 

histopatologicznych nowotworów[52], co stanowi dodatkowe wsparcie w postawieniu 

precyzyjnego rozpoznania. W jednym z badań pilotażowych profilowanie genomowe 

udowodniło swoją skuteczność w określaniu lokalizacji pierwotnej raków o nieznanym 

punkcie wyjścia oraz umożliwiło wdrożenie odpowiedniej terapii w 87,5% 

przypadków[53]. Opisywane są również stosunkowo liczne przypadki rewizji wcześniej 
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postawionego rozpoznania histopatologicznego, w wyniku których wprowadzono 

zmiany w postępowaniu leczniczym[19,54,55].  

 Niezwykle istotny przy określaniu rokowania oraz przyjmowaniu strategii leczenia 

jest podział nowotworów na podtypy o wspólnych cechach charakterystycznych. 

Historycznie podział ten odbywał się na podstawie cech histopatologicznych oraz 

immunohistochemicznych w odniesieniu do epidemiologii i objawów klinicznych. 

Znaczący postęp w tej dziedzinie wprowadziła diagnostyka genetyczna materiału 

tkankowego, pozwalająca na zdefiniowanie nowych podtypów lepiej korelujących  

z częstością występowania, wiekiem zachorowania, środowiskowymi czynnikami 

ryzyka, przewidywanym przeżyciem oraz odpowiedzią na leczenie. Pierwszą 

molekularną klasyfikacją, która zyskała uznanie oraz ugruntowaną pozycję w praktyce 

klinicznej jest podział raków piersi na podtypy: luminalny, potrójnie ujemny, HER2-

pozytywny i inne rzadsze podtypy. Tradycyjne biomarkery immunohistochemiczne (ER, 

PR, HER2, wskaźnik proliferacyjny Ki67) oraz cechy histopatologiczne zostały 

dopasowane do typów molekularnych i służą jako wskaźniki pośrednie w diagnostyce 

rutynowej[56–59]. Rosnące znaczenie w ostatnich latach ma również podział raków 

endometrium na podtypy: z licznymi wariantami genu POLE, niestabilnością 

mikrosatelitarną, niewielką ilością zmian liczby kopii (ang. Copy Number Variation, 

CNV) oraz z podwyższoną liczbą zmian typu CNV i wariantami genu TP53[60]. 

Molekularne klasyfikacje dla innych nowotworów złośliwych m.in. raka prostaty[61], 

jelita grubego[62], pęcherza[63,64], żołądka[65] czy niedrobnokomórkowego raka 

płuca[66] również zostały opracowane i aktualnie znajdują się na etapie walidacji 

klinicznej. Towarzystwa naukowe w aktualizacjach wytycznych postępowania 

poświęcają coraz więcej uwagi czynnikom genetycznym, podkreślając ich stale rosnącą 

rolę w diagnostyce nowotworów. 

W prezentowanej rozprawie przedstawiono pracę oceniającą sekwencjonowanie 

całogenomowe komórek osadu moczu pacjenta z rozpoznaniem raka pęcherza 

moczowego in situ jako narzędzia wspierającego proces precyzyjnej diagnostyki  

i klasyfikacji nowotworów układu moczowego. 
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5.3. Zastosowanie badań molekularnych w diagnostyce predyspozycji 

dziedzicznych 

Pierwszym zidentyfikowanym genem powiązanym z wrodzoną predyspozycją do 

nowotworów, był opisany blisko 40 lat temu gen supresorowy RB1[67]. Od tamtego 

czasu identyfikacja pacjentów z wywiadem rodzinnym obciążonym występowaniem 

nowotworów w charakterystycznych, powtarzających się spektrach prowadziła do 

odkrywania kolejnych genów związanych z predyspozycjami dziedzicznymi[68]. 

Tradycyjnie diagnostyka zespołów rodzinnej predyspozycji do nowotworów składa się  

z szczegółowego wywiadu osobowego oraz rodzinnego pozwalającego wysunąć 

konkretne podejrzenie kliniczne oraz potwierdzenia podłoża molekularnego badaniem 

obecności wariantów patogennych w wybranych genach. Celem prowadzenia 

diagnostyki germinalnej jest identyfikacja pacjentów mogących skorzystać  

z dostosowanych programów badań przesiewowych, działań zmniejszających ryzyko 

zachorowania oraz kaskadowych testów genetycznych określających status nosicielstwa 

wariantów u krewnych[69,70]. Znaczącym przełomem w diagnostyce predyspozycji 

rodzinnych była identyfikacja częstych wariantów założycielskich m.in. w populacji 

żydów aszkenazyjskich[71] oraz polskiej[72–74]. Wprowadzenie prostych testów 

opartych na technice PCR znacząco przyczyniło się do znacznej popularyzacji badań 

genetycznych w kierunku nowotworów dziedzicznych[75].  

Schemat postępowania uwzględniający wysunięcie klinicznego podejrzenia zespołu 

dziedzicznej predyspozycji do nowotworów, a następnie jego weryfikacja genetyczna, 

był normą w poradniach zajmujących się rodzinnymi przypadkami nowotworów aż do 

spopularyzowania sekwencjonowania następnej generacji[76]. Wprowadzenie techniki 

NGS spowodowało coraz częstsze konsolidowanie procesu diagnostyki somatycznej  

i germinalnej[77]. Nowe podejścia do diagnostyki genetycznej nowotworów obejmują 

dwie główne możliwości: sekwencjonowanie tkanki nowotworu z uwzględnieniem 

genów związanych typowo z predyspozycjami dziedzicznymi wraz z ich następczą 

weryfikacją germinalną oraz jednoczasowe sekwencjonowanie materiału z guza  

i zdrowej tkanki (najczęściej krwi obwodowej). Warto zauważyć, że sekwencjonowanie 

germinalne ma miejsce w obu modelach postępowania, jednak w pierwszym podejściu 

ma charakter pośredni[78]. Częstość potwierdzania obecności mutacji w linii zarodkowej 

po uprzednim jej wykryciu w materiale nowotworowym jest rożna dla różnych genów. 

Przykładowo w badaniu na ponad 2000 pacjentów wykazano, że 39% patogennych 
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wariantów w genach BRCA1 i BRCA2 oraz 28% w genach MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2 

zostało zidentyfikowanych jako pochodzące z linii germinalnej (po wcześniejszym 

wykryciu w tkance guza). Dla porównania, tylko 4% patogennych wariantów TP53 miało 

pochodzenie germinalne, chociaż większość (64%) nosicieli nie spełniało kryteriów 

Chompret kwalifikujących do testowania germinalnych wariantów genu TP53. Z drugiej 

strony, ponad 8% wrodzonych zmian patogennych może być pominięte  

w sekwencjonowaniu materiału z guza ze względu na ograniczenia techniczne oraz 

różnice w podejściu do interpretacji wariantów w badaniach somatycznych  

i germinalnych[79]. W związku z powyższym wydaje się, że przyszłością w diagnostyce 

predyspozycji do nowotworów będzie równoległe badanie materiału nowotworowego 

oraz zdrowej tkanki, z następczą diagnostyką kaskadową członków rodziny w przypadku 

stwierdzenia wariantów germinalnych[77,80,81]. Wyraźne jest również stopniowe 

odejście od stosowania kryteriów klinicznych. Wykazano, że około połowa nosicielek 

wariantów patogennych w genach BRCA1 i BRCA2 nie spełnia wymagań rodowodowo-

klinicznych do testów genetycznych[82]. W chwili obecnej diagnostyka predyspozycji 

dziedzicznych jest zalecana u wszystkich osób z rakami jajnika, trzustki, prostaty  

(w stopniu zaawansowanym) oraz przerzutowego raka piersi bez względu na wywiad 

rodzinny[83,84]. Ponadto zalecana jest ocena markerów zespołu Lyncha u wszystkich 

osób z rakiem jelita grubego i/lub endometrium[85]. 

Prezentowany cykl prac uwzględnia publikację podsumowującą diagnostykę 

predyspozycji rodzinnych do raków piersi, jajnika, jelita grubego oraz endometrium na 

grupie ponad 1000 osób z wykorzystaniem testów przesiewowych, szerokich paneli 

genów oraz celowanej oceny pod kątem delecji/duplikacji wraz z odniesieniem do 

kryteriów klinicznych kwalifikujących do badań genetycznych. 
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6. Omówienie publikacji pierwszej: „The Usefulness of Cell-Based and Liquid-

Based Urine Tests in Clarifying the Diagnosis and Monitoring the Course of 

Urothelial Carcinoma. Identification of Novel, Potentially. Actionable, RB1 

and ERBB2 Somatic Mutations” 

6.1. Cele pracy 

Artykuł przedstawia zastosowanie technik molekularnych w diagnostyce  

i monitorowaniu raka pęcherza moczowego in situ. Praca koncentruje się na ocenie 

wiarygodności oraz przydatności sekwencjonowania całogenomowego (ang. whole 

genome sequencing, WGS) jako narzędzia diagnostycznego w porównaniu ze złotym 

standardem diagnostyki nieinwazyjnej nowotworów pęcherza moczowego: cytologią 

osadu moczu[86]. Dodatkowo praca uwzględnia zestawienie wyników WGS  

z immunocytochemiczną oceną ekspresji białka p53 oraz fluorescencyjną hybrydyzacją 

in situ (FISH). 

W pracy omówiono również wyniki testu metylacji biomarkerów DNA (Bladder 

EpiCheck) w porównaniu z wynikami kontrolnych biopsji ściany pęcherza moczowego  

w monitorowaniu pacjenta po leczeniu dopęcherzową immunoterapią z zastosowaniem 

szczepionki BCG (Bacillus Calmette-Guérin). 

W pracy wytypowano następujące cele badawcze: 

1. Ocena przydatności sekwencjonowania genomu komórek osadu moczu metodą 

sekwencjonowania następnej generacji w diagnostyce raka pęcherza moczowego. 

2. Opracowanie procedury określania charakteru somatycznego lub germinalnego 

wykrytych wariantów z wykorzystaniem narzędzi bioinformatycznych. 

3. Ocena wiarygodności testu metylacji Bladder EpiCheck w monitorowaniu raka 

pęcherza moczowego. 

6.2. Metodyka 

6.2.1. Materiał 

Materiałem wykorzystanym w badaniu były komórki osadu moczu oraz próbki krwi 

obwodowej pochodzące od 61-letniego mężczyzny, u którego ostatecznie rozpoznano 

raka pęcherza moczowego in situ. Pacjent pracujący od 48 lat w przemyśle 

metalurgicznym i palacz tytoniu (10 paczko-lat), zgłosił lekarzowi ogólnemu objawy ze 

strony dolnych dróg moczowych (ang. lower urinary tract symptoms, LUTS), w tym 

trudności w oddawaniu moczu, słaby strumień moczu i nawracające objawy zapalenia 
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pęcherza moczowego. Po nieskutecznym pierwotnym leczeniu furazydyną, pacjent został 

skierowany do urologa, który rozpoczął terapię tamsulozyną po uprzednim rozpoznaniu 

rozrostu gruczołu krokowego. Ze względu na brak poprawy do schematu leczenia 

dołączono finasteryd, a w dalszej kolejności antybiotykoterapię empiryczną. Leczenie 

trwało od 2013 do 2018 roku z miernym efektem klinicznym - pacjent zaczął cierpieć na 

stopniowo rozwijającą się nykturię. W 2018 r. ultrasonografia transrektalna (TRUS) 

ujawniła egzofityczną dyskretną zmianę w trójkącie pęcherza moczowego, która 

stanowiła wskazanie do poszerzenia diagnostyki w kierunku nowotworów pęcherza. 

Badania opisywane w pracy były wykonywane równolegle ze standardowym 

postępowaniem diagnostycznym i w rezultacie pozwoliły na postawienie rozpoznania 

raka pęcherza moczowego in situ. 

6.2.2. Metody 

6.2.2.1. Test Cytourofish(+) 

Cytourofish(+) to kompleksowy test, który składa się z cytologii osadu moczu oraz 

procedury fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), wykorzystującej trójkolorową 

sondę molekularną specyficzną dla regionu chromosomalnego 9p21 oraz centromerów 

chromosomów 9 i 17. W zależności od początkowych wyników testu, przeprowadzane 

są reakcje ekspresji immunocytochemicznej z wybranymi antygenami, takimi jak: p53, 

Ki67, CK20 lub PCNA. Próbki do badania cytologicznego uzyskano przy użyciu zestawu 

„CYTOSET” (MPW MED. INSTRUMENTS, Warszawa, Polska). Wykonano rutynową 

procedurę barwienia metodą Papanicolaou bez modyfikacji. Cytologia osadu moczu była 

oceniana zgodnie z systematyką PRUSC (The Paris System for Reporting Urinary 

Cytology)[87]. Badanie techniką FISH przeprowadzono zgodnie z wewnętrzną procedurą 

laboratoryjną (załącznik A do publikacji), w której punkty odcięcia obejmowały utratę 

sygnału z regionu 9p21 w więcej niż 5 na 100 jąder komórkowych oraz polisomię 

chromosomu 9 i 17 w sumie w minimum 5 na 100 jąder komórkowych. Wykorzystano 

dedykowane sondy typu „custom made” (PanPath, Budel, Holandia). W przedstawionym 

przypadku oceniano wyłącznie ekspresję białka p53 zgodnie z wewnętrzną procedurą 

laboratoryjną (załącznik B do publikacji), a wyniki barwienia wyrażono jako procent  

z wartością graniczną ustaloną na poziomie 50%. 

6.2.2.2. Sekwencjonowanie całogenomowe 

DNA zostało wyizolowane z komórek osadu moczu i próbek krwi obwodowej. 

Izolację DNA przeprowadzono przy użyciu komercyjnie dostępnego zestawu Sherlock 
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AX (A&A Biotechnology, Gdańsk, Polska), zgodnie z instrukcją producenta. Czystość  

i stężenie wyizolowanych próbek DNA oceniono za pomocą spektrofotometru Eppendorf 

BioSpectrometer® basic (Eppendorf, Hamburg, Niemcy). Stężenie DNA wynosiło 426,9 

µg/mL dla próbek krwi oraz 76,9 µg/mL dla próbek moczu. Sekwencjonowanie całego 

genomu obu typów próbek przeprowadzono w Beijing Genome Institute (BGI, 

Hongkong) przy użyciu technologii sekwencjonowania następnej generacji. 

Analiza wyników WGS została przeprowadzona za pomocą narzędzi 

bioinformatycznych oraz ręcznej oceny w przeglądarce Integrative Genomics Viewer 

(IGV) v2.7.2 (Broad Institute, University of California)[88]. Identyfikację pojedynczych 

zmian nukleotydowych, krótkich insercji i delecji oraz rozróżnienie pochodzenia 

germinalnego/somatycznego wariantów przeprowadzono za pomocą programu VarScan 

v2.4.4[89] po konwersji danych do formatu mpileup przy użyciu oprogramowania 

SAMtools v1.10[90]. Identyfikację wariantów strukturalnych (SV) przeprowadzono za 

pomocą narzędzia Delly[91] w przypadku translokacji oraz funkcji bamCompare 

narzędzia deepTools v2.0[92] w przypadku delecji i amplifikacji. Graficzną prezentację 

uzyskanych danych przygotowano w języku programowania Perl za pomocą 

oprogramowania Circos v.0.69.9[93]. 

6.2.2.3. Test Bladder EpiCheck 

Test Bladder EpiCheck (Nucleix; Rehovot, Izrael) opiera się na analizie panelu 15 

biomarkerów DNA, związanych z rakiem pęcherza moczowego i jest dedykowany do 

nieinwazyjnego monitorowania nawrotów nowotworów złośliwych. Umożliwia on 

określenie wartości EpiScore, która jest miarą ogólnego poziomu metylacji panelu 

biomarkerów, w zakresie od 0 do 100. Próg testu wynosi 60, co oznacza, że wszystkie 

wyniki równe lub wyższe od 60 są uznawane za pozytywne, natomiast wyniki poniżej 60 

są uznawane za negatywne. Test Bladder EpiCheck został przeprowadzony na aparacie 

Rotor Gene Q (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy), zgodnie z instrukcją obsługi zestawu, 

bez modyfikacji. 

6.3. Wyniki 

Ocena cytologiczna umożliwiła identyfikację raka urotelialnego wysokiego stopnia 

zaawansowania (ang. high-grade urothelial carcinoma, HGUC) na podstawie systematyki 

PRUSC. W ramach procedury FISH stwierdzono homozygotyczną (24% badanych 

komórek) i heterozygotyczną (60% badanych komórek) delecję w locus 9p21. Nie 
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wykryto aberracji liczbowych za pomocą sond specyficznych dla centromerów 

chromosomów 9 i 17. W badaniu immunocytochemicznym wykazano nadekspresję 

białka p53 w 62% badanych komórek (z reakcją jądrową w 40% i cytoplazmatyczną  

w 22%). W ujęciu klinicznym powyższe wyniki stanowiły podstawę do skierowania 

pacjenta na zabieg cystoskopii, pobranie wycinków wraz z ich oceną histopatologiczną, 

a następnie postawienie rozpoznania raka pęcherza moczowego in situ. Z punktu 

widzenia celów badawczych pracy stanowiły one punkt odniesienia dla 

przeprowadzonego badania całogenomowego. 

Zgodnie z oczekiwaniami wynikającymi z charakteru badanego materiału 

sekwencjonowanie całogenomowe wykazało obecność licznych zmian typu SNV (ang. 

single nucleotide variations), małych insercji i delecji oraz zaburzeń strukturalnych. 

Wizualizację wykrytych wariantów przedstawiono na rycinach 1 i 2. Wykryte zmiany, 

po odfiltrowaniu wariantów germinalnych, odpowiadały najczęściej spotykanym 

zaburzeniom genetycznym w rakach pęcherza moczowego. Analiza pokrycia 

potwierdziła obecność delecji 9p21 wykrytej w badaniu FISH oraz pozwoliła na 

potwierdzenie, że była to jedna z najczęstszych zmian strukturalnych w badanej populacji 

komórek, co odpowiada doniesieniom literaturowym na temat zaburzeń w obrębie 

chromosomu 9 w przypadkach raka pęcherza moczowego[94–99]. Ponadto analiza 

sekwencji wykazała obecność wariantu c.524G>T p.(Arg175Leu) genu TP53, który  

z dużym prawdopodobieństwem może odpowiadać nadekspresji białka p53 wykazanej  

w badaniu immunocytochemicznym.  

Wykryty wariant genu TP53 został powiązany w bazach danych z zespołem 

dziedzicznej predyspozycji do nowotworów (zespołem Li-Fraumenii, OMIM: #151623), 

jednakże brak potwierdzenia obecności wariantu we krwi obwodowej pacjenta wskazuje 

na niskie prawdopodobieństwo jego charakteru germinalnego. 
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Ryc.1. Wizualizacja wariantów strukturalnych. Zewnętrzny okrąg przedstawia ideogram, 

natomiast wewnętrzny okrąg ilustruje różnicę w pokryciu między próbkami krwi 

pacjenta, a próbkami moczu. Im ciemniejszy zielony obszar, tym większy stopień 

amplifikacji. Im ciemniejszy fioletowy kolor, tym większej populacji komórek osadu 

moczu dotyczy delecja. Geny zostały oznaczone kolorami zgodnie ze zmianami liczby 

kopii ich loci: fioletowy - delecje; zielony - amplifikacje; szary - brak zmian liczby kopii. 

Połączenia wewnątrz wykresu wizualizują odpowiadające sobie sekwencje. Ilustracja 

własna. 
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Ryc. 2. Wizualizacja SNV, małych insercji i delecji. Zewnętrzny okrąg przedstawia 

ideogram, natomiast wewnętrzne okręgi reprezentują rozkład wariantów. 

Ciemnoniebieskie kropki oznaczają zdarzenia utraty heterozygotyczności; 

jasnoniebieskie kropki oznaczają nowe warianty. Zielone kropki reprezentują insercje,  

a fioletowe kropki reprezentują delecje. Wszystkie geny, analizowane pod kątem 

obecności zmian somatycznych, są widoczne na wykresie, a geny z wykrytymi istotnymi 

wariantami są oznaczone na czerwono. Ilustracja własna. 
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W 2014 roku zaproponowano nową klasyfikację raka pęcherza moczowego opartą na 

markerach molekularnych w DNA guza[63]. Wyróżnione zostały trzy grupy (A, B i C), 

które zostały opisane następująco: Grupa A — amplifikacje genów E2F2/SOX4, EGFR, 

PPARG, PVRL4, YWHAZ, MYC oraz warianty genu MLL2; Grupa B — delecja genu 

CDKN2A i warianty aktywujące genu FGFR3; Grupa C — warianty genów TP53 i RB1, 

amplifikacje genów E2F3 i CCNE1. W badanym materiale wykryto zaburzenia 

molekularne z każdej z powyższych grup, jednak najwyższą zgodność wykazano z grupą 

C. Przeprowadzona analiza umożliwiła również dopasowanie do biologicznych ścieżek 

rozwoju guza[94]. W szczególności wykryte warianty odpowiadały zaburzeniom  

w ścieżce p53/Rb1 oraz zaburzeniom procesu remodelowania chromatyny.  

Wykrycie patogennego wariantu genu TP53 ma również znaczenie 

farmakogenetyczne. Wskazuje na bardzo prawdopodobną oporność na chemioterapię 

opartą na cisplatynie[100], co może stanowić kluczową informację dla przyszłej 

personalizacji terapii pacjenta. 

W momencie rozpoznania wykonano również test metylacji Bladder EpiCheck, 

uzyskując wynik pozytywny (EpiScore: 92). Na kolejnych etapach leczenia pacjenta test 

wykonano w odstępach 3, 6 i 12 miesięcy od postawienia rozpoznania, uzyskując wyniki 

negatywne (EpiScore kolejno: 21, 17, 7) – zgodne z wynikami pobieranych w tym samym 

okresie wycinków podczas monitorujących cystoskopii. Po roku od publikacji omawianej 

pracy test Bladder EpiCheck został włączony w wytyczne postępowania z pacjentami  

z nienaciekającymi mięśniówki rakami pęcherza moczowego Europejskiego 

Towarzystwa Urologicznego[86], co wskazuje na zgodność wyników uzyskanych  

w pracy z rezultatami badań w innych ośrodkach. 
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7. Omówienie publikacji drugiej: „Mutacje promotora genu TERT jako markery 

molekularne stanów przednowotworowych raka pęcherza moczowego. Przegląd 

literatury oraz opis przypadku”. 

7.1. Cele pracy 

Artykuł stanowi przegląd wiedzy na temat potencjalnej roli wariantów promotora genu 

TERT jako markerów molekularnych w diagnostyce przesiewowej raka pęcherza 

moczowego. Ponadto w ramach publikacji przeprowadzono analizę retrospektywną 

danych uzyskanych w pierwszej publikacji niniejszego cyklu oraz przedstawiono wyniki 

w formie opisu przypadku.  

W pracy wytypowano następujące cele badawcze: 

1. Przeprowadzenie przeglądu literatury w celu oceny stanu wiedzy na temat 

wykrywalności wariantów promotora genu TERT w próbkach osadu moczu 

pacjentów z rozpoznaniem raka pęcherza moczowego. 

2. Ocena skuteczności sekwencjonowania całogenomowego w wykrywaniu 

wariantów promotora genu TERT w próbce DNA uzyskanej z osadu moczu. 

7.2. Metodyka 

Praca opiera się na przeglądzie literatury dotyczącej genu TERT, a w szczególności 

wariantów w obrębie promotora oraz ich roli w procesie kancerogenezy i potencjalnym 

zastosowaniu jako markerów molekularnych w diagnostyce raka pęcherza moczowego. 

Szczegółowy opis metodyki dotyczącej opisu przypadku przedstawiono w omówieniu 

publikacji pierwszej. Analizę sekwencji genu TERT wykonano z użyciem 

oprogramowania Integrative Genomics Viewer (IGV) v2.7.2 (Broad Institute, University 

of California)[88]. 

7.3. Wyniki 

Warianty promotora genu TERT opisano jako najczęstsze zaburzenia genetyczne 

występujące w raku pęcherza moczowego, niezależnie od typu histopatologicznego  

i stopnia zaawansowania choroby[101,102]. Analiza literatury wykazała, że zmiany te 

występują w 73%-80% przypadków nienaciekającego mięśniówki raka pęcherza 

moczowego (ang. non-muscle invasive bladder cancer, NMIBC) oraz w 53-79% 

przypadków raka naciekającego mięśniówkę (ang. muscle invasive bladder cancer, 

MIBC)[101–104]. Najczęściej stwierdzanym wariantem jest NM_198253.3:c.-124C>T 

(nazwa tradycyjna: C228T) (83,3%) oraz NM_198253.3:c.-146C>T (nazwa tradycyjna: 
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C250T) (12,8%). Inne warianty stwierdza się pojedynczych przypadkach. Ważnym 

wnioskiem płynącym z literatury jest rozbieżność między odsetkiem wykrywalności 

wariantów, a zastosowaną metodą laboratoryjną, co wskazuje na potencjał do 

podniesienia wskaźnika detekcji przy zastosowaniu czulszych metod. Z perspektywy 

badań przesiewowych istotny jest również fakt, że warianty promotora genu TERT można 

wykryć w komórkach osadu moczu, nawet 10 lat przed diagnozą raka pęcherza 

moczowego[105]. 

W opisywanym przypadku klinicznym potwierdzono obecność wariantu C250T  

w promotorze genu TERT w 14 z 22 analizowanych odczytów, co wskazuje na 

skuteczność sekwencjonowania całogenomowego w wykrywaniu wariantów genu TERT 

z próbek osadu moczu. Wykluczono obecność wariantu w krwi obwodowej pacjenta 

wskazując na jego charakter somatyczny. 
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8. Omówienie publikacji trzeciej: „Report on the Effect of the Implementation of 

an Early Detection and Prevention of Cancer Program on Families at High 

Hereditary Risk-Concentrating on Patients Undergoing Genetic Diagnostics and 

Counseling in Central Poland” 

8.1. Cele pracy 

Artykuł stanowi podsumowanie wyników badań molekularnych wykonanych  

w ramach programów profilaktycznych Narodowego Programu Zwalczania Chorób 

Nowotworowych: Moduł I – wczesne wykrywanie nowotworów złośliwych w rodzinach 

wysokiego, dziedzicznie uwarunkowanego ryzyka zachorowania na raka piersi i raka 

jajnika oraz Moduł II – wczesne wykrywanie i prewencja nowotworów złośliwych  

w rodzinach wysokiego, dziedzicznie uwarunkowanego ryzyka zachorowania na raka 

jelita grubego i błony śluzowej trzonu macicy.  

W pracy wytypowano następujące cele badawcze: 

1. Określnie częstości występowania patogennych wariantów założycielskich  

w genach BRCA1, BRCA2, CHEK2 i PALB2 badanych testami celowanymi  

u pacjentek i pacjentów zakwalifikowanych do Programu. 

2. Oceny przydatności klinicznej panelu genów badanych metodą NGS  

u pacjentek i pacjentów zakwalifikowanych do Modułu I z negatywnymi 

wynikami badań celowanych. 

3. Ocena przydatności klinicznej panelu genów badanych metodą NGS  

w diagnostyce rodzinnych predyspozycji do nowotworów złośliwych układu 

pokarmowego oraz raków endometrium. 

4. Ocena częstości występowania delecji i duplikacji w grupie osób  

z podejrzeniem zespołów dziedzicznej predyspozycji do nowotworów, których 

badanie nie było przewidziane w Programie. 

8.2. Metodyka 

8.2.1. Pacjenci 

Przedmiotem pracy była retrospektywna analiza wyników uzyskanych od 1097 

pacjentów zakwalifikowanych do Programu. Kwalifikacja do programu odbywała się na 

podstawie ściśle określonych przez Program kryteriów (poniżej) w ramach Modułu I oraz 

konsultacji lekarza genetyka klinicznego w ramach Modułu II. Ostatecznie w ramach 

Modułu I zakwalifikowano 141 osób do grupy najwyższego ryzyka dziedzicznej 
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predyspozycji do raka piersi i/lub jajnika oraz 372 osoby do grupy ryzyka wysokiego. 

Niezależnie od grupy ryzyka do testów molekularnych zakwalifikowano 953 osoby.  

W Module II do badań molekularnych zakwalifikowano 144 pacjentki oraz pacjentów.  

8.2.1.1. Kryteria kwalifikacji do grupy najwyższego ryzyka  

Do grupy najwyższego ryzyka kwalifikowane były kobiety: 

 z rodzin, w których wystąpiły 3 lub więcej zachorowania na raka piersi i/lub 

jajnika wśród krewnych Io i IIo (włączając probantkę),  

 u których – niezależnie od obciążenia rodzinnego - wykryto patogenny wariant  

w obrębie genów BRCA1, BRCA2 lub PALB2. 

8.2.1.2. Kryteria kwalifikacji do grupy wysokiego ryzyka 

Wysokie ryzyko zachorowania na raka piersi i/lub jajnika stwierdzano: 

 w rodzinach, w których wystąpiły 2 zachorowania na te nowotwory u probantki 

lub wśród krewnych Io i IIo (lub 2 zachorowania wśród krewnych IIo i IIIo ze 

strony ojca) - w tym zwłaszcza, gdy przynajmniej u jednej chorej rozpoznano raka 

jajnika, a jedno zachorowanie wystąpiło przed 50 r.ż.,  

 w rodzinach, w których rozpoznano obustronnego raka piersi (krewni Io i IIo), 

 w rodzinach, w których stwierdzono raka piersi przed 40 r. ż. (krewni Io i IIo), 

 w rodzinach, w których stwierdzono raka piersi u mężczyzny (krewni Io i IIo). 

8.2.1.3. Kryteria kwalifikacji do badania wariantów założycielskich 

BRCA1, BRCA2, CHEK2 i PALB2 

Do badań w kierunku nosicielstwa najczęstszych wariantów w genie BRCA1 oraz 

wariantu genu BRCA2 kwalifikowano: 

 wszystkie chore na raka jajnika/jajowodu/otrzewnej,  

 wszystkie chore, u których rozpoznano raka piersi, 

 krewnych Io i IIo osób z rakiem piersi i/lub jajnika w przypadku, gdy wariant rodzinny 

nie został ustalony i brak możliwości rozpoczęcia diagnostyki od osoby chorej na 

raka. 

Do badania trzech najczęstszych wariantów skracających białko w populacji polskiej  

w genie CHEK2 oraz dwóch najczęstszych wariantów w genie PALB2 kwalifikowano: 

 wszystkie chore z rakiem piersi; 
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 krewnych Io osób z rakiem piersi z rodzin spełniających kryteria wysokiego  

i najwyższego ryzyka raka piersi. 

8.2.1.4. Kryteria kwalifikacji do badania NGS 

Badanie wykonywano wyłącznie u chorych na raka piersi i/ lub jajnika, u których nie 

wykryto najczęstszych wariantów genu BRCA1, pod warunkiem, że: 

 u chorej rozpoznano raka piersi lub raka jajnika i posiada ona krewnego Io i/lub IIo,  

u którego rozpoznano raka piersi i/lub raka jajnika, a przynajmniej jedno z tych 

zachorowań wystąpiło przed 50 rokiem życia (spełnione kryteria kliniczno-

rodowodowe zespołu dziedzicznego raka piersi i/ lub raka jajnika), 

 u chorej rozpoznano raka piersi przed 50 rokiem życia lub raka jajnika w dowolnym 

wieku i posiada ona krewnego Io i/lub IIo, u którego rozpoznano raka piersi (rak piersi 

u mężczyzny) i/lub raka jajnika, 

 u tej samej chorej rozpoznano raka piersi i raka jajnika lub obustronnego raka piersi 

w tym ≥1 poniżej 50 r.ż., 

 u chorej rozpoznano raka jajnika i posiada ona przynajmniej jedną krewną, u której 

raka piersi wykryto przed 50 rokiem życia lub u której rozpoznano raka jajnika. 

8.2.2. Metody 

W ramach testów przesiewowych w kierunku najczęściej występujących w populacji 

polskiej wariantów w genie BRCA1 badano zmiany: c.68_69del, c.181T>G, c.1961del, 

c.3700_3704del, c.3756_c759del, c.4035del oraz c.5266dup. W genie BRCA2 

wykrywano wariant c.5946del. Dodatkowo, identyfikowano trzy najczęściej występujące 

warianty skracające białko w genie CHEK2: c.1100del, c.444+1G>A oraz c.909-

?_1095+?del, a także dwa najczęściej spotykane warianty w genie PALB2: c.172_175del 

i c.509_510del. Badanie wariantów w genach BRCA1 i BRCA2 przeprowadzono przy 

użyciu panelu Oncogenetics BRCA R-27/P-48FRT opartego na reakcji PCR w czasie 

rzeczywistym (Real-Time PCR) (Sacace Biotechnologies, Como, Włochy). Reakcję 

Real-Time PCR (RT-PCR) wykonano za pomocą instrumentu RotorGene Q (Qiagen 

GmbH, Hilden, Niemcy). Analiza uzyskanych wyników była prowadzona przy użyciu 

oprogramowania Rotor-Gene Q 2.1.0.9 (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy). Do badania 

najczęstszych wariantów w genach CHEK2 i PALB2 zastosowano tradycyjne 

sekwencjonowanie metodą Sangera. Ponadto, sekwencjonowanie metodą Sangera było 

preferowaną metodą do testowania nosicielstwa wariantów rodzinnych, gdy test RT-PCR 

nie pozwalał na ich wykrycie. Pełne sekwencjonowanie genów BRCA1 i BRCA2  
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z wykorzystaniem technologii sekwencjonowania następnej generacji było realizowane 

przez podwykonawców. W uzasadnionych przypadkach proces diagnostyczny 

uzupełniano o analizę dużych delecji i duplikacji w genach BRCA1 i BRCA2, przy użyciu 

metody MLPA z zestawami SALSA MLPA Probemix P002-D1-0918 i SALSA MLPA 

Probemix P045 D1-0519, oraz o pełne sekwencjonowanie innych genów związanych  

z predyspozycjami do nowotworów, oprócz BRCA1 i BRCA2 (w tym takich genów jak: 

AKT1, APC, ATM, AXIN2, BARD1, BMPR1A, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDC73, CDH1, 

CDKN1B, CDKN2A, CHEK2, CTNNA1, DICER1, EPCAM, FANCC, FH, GALNT12, 

GDNF, GREM1, HNF1A, HNF1B, HOXB13, KIF1B, MAX, MC1R, MEN1, MET, MITF, 

MLH1, MLH3, MRE11, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, NF1, PALB2, PIK3CA, PMS2, 

POLD1, POLE, POT1, PRKAR1A, PRSS1, PTCH1, PTEN, RAD51C, RAD51D, RB1, 

RET, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, SMAD4, STK11, TERT, TGFBR2, 

TMEM127, TP53, TSC1, TSC2, VHL, WT1, XRCC2 i XRCC3). 

W Module II zastosowano ten sam panel 70 genów (w tym szczegółową analizę genów 

APC, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, STK11, SMAD4, BMPR1A, EPCAM i MUTYH) do 

celów diagnostycznych z wykorzystaniem technologii sekwencjonowania następnej 

generacji oraz zestawów MLPA dedykowanych do identyfikacji delecji i duplikacji  

w genach związanych z określonymi diagnozami klinicznymi. 

8.3. Wyniki 

W przeprowadzonych 880 badaniach na obecność wariantów założycielskich  

w genach BRCA1 i BRCA2 wykryto 39 wariantów, co stanowi 4.43% osób 

zakwalifikowanych do testu przesiewowego. 22 spośród powyższych 39 wariantów 

zidentyfikowano w grupie najwyższego ryzyka (15.60% osób zakwalifikowanych), 11  

w grupie wysokiego ryzyka (2.96% osób zakwalifikowanych) oraz 6 w grupie pacjentek 

i pacjentów zakwalifikowanych do badań, ale nie spełniających kryteriów włączenia do 

grup wysokiego i najwyższego ryzyka (1.63%). W grupie 843 osób zakwalifikowanych 

do badania w kierunku wariantów markerowych CHEK2 i PALB2 wykryto odpowiednio  

9 wariantów (wyłącznie w grupie najwyższego ryzyka) i 3 warianty (tylko w grupie 

wysokiego ryzyka). Do badania panelu genów techniką NGS zakwalifikowano 55 osób  

i wykryto 10 wariantów patogennych (18.18%). Badanie techniką MLPA w kierunku 

delecji bądź duplikacji w genach BRCA1 i BRCA2 wykonano odpowiednio u 70 i 62 

pacjentek, uzyskując 3 wyniki pozytywne w zakresie wariantów BRCA1 (4.29%)  

i 2 wyniki pozytywne w zakresie wariantów BRCA2 (3.33%). W ramach diagnostyki 

zespołów predyspozycji do raków jelita grubego i/lub endometrium wykryto 25 
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wariantów patogennych bądź potencjalnie patogennych co stanowiło 17.36% badanej 

grupy. Zgodnie z częstością populacyjną najczęściej stwierdzano warianty genu APC 

oraz warianty w obrębie genów mutatorowych związanych z zespołem Lyncha. Wbrew 

oczekiwaniom wynikającym z danych literaturowych nie wykryto rozległych 

delecji/duplikacji metodą MLPA w żadnym przypadku. Zaskakującym faktem było 

stwierdzenie wariantów w obrębie genów predysponujących do raków piersi i jajnika 

(dwóch przypadków wariantów BRCA1, BRCA2, PALB2, NBN oraz trzech przypadków 

wariantów ATM) w grupie osób zakwalifikowanych do Modułu II.  
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9. Wnioski z cyklu publikacji 

1. Sekwencjonowanie całogenomowe umożliwia identyfikację charakterystycznych dla 

raka pęcherza moczowego in situ zmian genetycznych, w tym potencjalnych 

markerów terapii celowanych oraz wariantów związanych z zespołami dziedzicznej 

predyspozycji do nowotworów, w DNA izolowanym z próbki moczu. 

2. Równoległe sekwencjonowanie genomu komórek nowotworowych oraz limfocytów 

krwi obwodowej przy zastosowaniu odpowiednich narzędzi bioinformatycznych 

stanowi efektywną formę identyfikacji charakteru somatycznego lub germinalnego 

wykrytych zmian. 

3. Test Bladder EpiCheck jest efektywnym testem nieinwazyjnym mogącym poprawić 

monitorowanie pacjentów z rakiem pęcherza moczowego, w szczególności  

w sytuacjach klinicznych, które obniżają czułość i swoistość rutynowych metod 

diagnostycznych (takich jak terapia szczepionką BCG). 

4. Warianty C228T i C250T w obrębie promotora genu TERT wykrywane w próbkach 

moczu znacząco wyprzedzają objawową fazę raka pęcherza moczowego i po 

opracowaniu efektywnej ekonomicznie i jakościowo metody mogłyby stanowić 

użyteczne narzędzie dla celów diagnostyki przesiewowej. 

5. Panele genów badane metodą NGS są efektywnym narzędziem diagnostyki 

dziedzicznych predyspozycji do nowotworów. Stosowanie szerokich paneli tumor-

agnostycznych wydaje się być najbardziej efektywną strategią diagnostyczną pod 

względem odsetka wykrywalności wariantów patogennych. Zastosowanie tego 

podejścia zmniejsza rolę kryteriów rodowodowo-klinicznych w kwalifikacji do badań 

genetycznych.  
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10. Podsumowanie 

Zaprezentowany cykl publikacji omawia zastosowanie zaawansowanych technik 

molekularnych w diagnostyce nowotworów złośliwych tkanki nabłonkowej, na 

przykładzie raka pęcherza moczowego oraz wykrywaniu podłoża genetycznego zespołów 

dziedzicznych predyspozycji do nowotworów.  

W pierwszej publikacji przedstawiono wykorzystanie sekwencjonowania całego 

genomu w identyfikacji wariantów molekularnych w próbkach DNA wyizolowanych  

z osadu moczu oraz krwi obwodowej. Przeprowadzona diagnostyka pozwoliła na 

wykrycie typowych zmian genetycznych dla raka pęcherza moczowego, 

zakwalifikowanie guza do odpowiedniego podtypu molekularnego, wytypowanie 

potencjalnych markerów terapii celowanych, identyfikację możliwego czynnika 

predysponującego w postaci wariantu genu TP53 oraz jednoczasowe wykluczenie 

germinalnego charakteru tej zmiany. Każdy z powyższych elementów został oceniony  

w ramach jednej analizy, co wskazuje na znaczącą przewagę sekwencjonowania 

wysokoprzepustowego nad aktualnie stosowanym podejściem etapowym. Wykorzystanie 

techniki NGS, choć droższe od metod celowanych, pozwoliło na uzyskanie 

zdecydowanie większej ilości informacji w znacznie krótszym czasie. Diagnostyka tego 

typu stwarza jednak wiele trudności interpretacyjnych, a więc wymaga wysokich 

kompetencji i doświadczenia, często wielodyscyplinarnego. Może to stanowić istotny 

problem w implementacji technik wysokoprzepustowych do praktyki klinicznej, 

zwłaszcza w krajach o niewielkiej liczbie specjalistów z zakresu genetyki, takich jak 

Polska. Analizując wyniki pierwszej publikacji warto zwrócić uwagę na historię choroby 

pacjenta, od którego uzyskano materiał do badań. Pierwsze objawy wystąpiły w wieku 

56 lat i sugerowały łagodny rozrost gruczołu krokowego, które to rozpoznanie zostało 

potwierdzone w cystoskopii. Rozrost gruczołu krokowego występuje nawet u 50% 

mężczyzn w wieku 51-60 lat[106], a w związku z tym jest znacznie częstszą przyczyną 

objawów z dolnego odcinka dróg moczowych niż rak pęcherza moczowego, który w tym 

przedziale wiekowym, dotyka około 0,00015% mężczyzn[107]. Tak istotna różnica  

w epidemiologii, podobieństwo objawów oraz ryzyko wyników fałszywie negatywnych 

badań będących złotym standardem postępowania (czułość cystoskopii w diagnostyce 

raków pęcherza moczowego in situ wynosi 55%[108]) stwarzają możliwość przeoczenia 

współwystępowania tych dwóch jednostek chorobowych. W opisywanym przypadku 

pogłębienie diagnostyki nastąpiło dopiero po 5 latach nieskutecznego leczenia  
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i zaobserwowaniu zmian w obrębie ściany pęcherza w ultrasonografii transrektalnej, 

która, co warto zauważyć, nie jestem standardem postępowania w diagnostyce 

nowotworów pęcherza moczowego. Wydaje się, że włączenie testu o wysokiej czułości, 

a w szczególności swoistości w wykrywaniu raków pęcherza moczowego do algorytmu 

postępowania u pacjentów i pacjentek z dolegliwościami z dolnego odcinka dróg 

moczowych mogłoby obniżyć ryzyko przeoczenia rozpoznania nowotworu złośliwego 

tego narządu.  

Testem takim mogłoby być badanie celowane na obecność wariantów C228T i C250T 

w obrębie promotora genu TERT, które, jak przedstawiono w drugiej pracy cyklu, cechują 

się 100% swoistością oraz znacznym, nawet 10 letnim, wyprzedzeniem objawowej fazy 

choroby. Retrospektywna analiza sekwencjonowania całogenomowego wykonanego  

w ramach pierwszej pracy wykazała obecność wariantu C250T u opisywanego pacjenta. 

Problemem, który stoi na przeszkodzie w implementacji takiego testu, jest brak 

opracowanej metody diagnostycznej o wystarczająco wysokich parametrach 

wykrywalności przy zachowaniu efektywności ekonomicznej. Omawiana publikacja 

stanowiła punkt wyjścia dla opracowania w Zakładzie Genetyki Instytutu Centrum 

Zdrowia Matki Polki metody, która spełnia wszystkie wymagania stawiane testom 

przesiewowym oraz aktualnie poddawana jest procedurze zgłoszenia patentowego. 

W trzeciej z zaprezentowanych prac podsumowano doświadczenia z zakresu 

diagnostyki genetycznej rodzinnych predyspozycji do nowotworów, w tym raka piersi, 

jajnika, jelita grubego i endometrium. Wyniki uzyskane w badaniu wpisują się w aktualne 

trendy opisywane we wstępie do prezentowanej rozprawy. Zastosowanie szerokich paneli 

NGS znacząco zwiększa odsetek wykrywalności rodzin z dziedzicznymi 

predyspozycjami do nowotworów. Szczególnie interesujące wydają się być wyniki 

uzyskane w ramach Modułu II, dotyczącego raka jelita grubego oraz endometrium. Aż 

8/25 wykrytych wariantów patogennych (32%) stanowiły zmiany tradycyjnie kojarzone 

z nowotworami piersi, jajnika oraz prostaty. Żadna z 8 osób, u których wykryto powyższe 

warianty nie spełniała kryteriów kwalifikacji do panelu NGS przewidzianych w Module 

I oraz nie zostałaby zdiagnozowana gdyby wykorzystany w Module II panel zawierał 

wyłącznie geny przewidziane regulaminem Programu. Wydaje się, że diagnostyka 

predyspozycji rodzinnych powinna być oferowana szerszemu gronu pacjentów niż 

wynikałoby to z kryteriów rodowodowo-klinicznych. Podobnie jak w przypadku badań 

somatycznych zastosowanie diagnostyki z wykorzystaniem metody NGS w badaniach 
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germinalnych stwarza problemy z interpretacją uzyskanych wyników. Możliwość 

wykrywania zmian o niepewnym znaczeniu klinicznym, nowych wariantów 

indywidualnych czy też wariantów powodujących niewielki wzrost ryzyka zachorowania 

na nowotwory znacząco komplikuje proces poradnictwa genetycznego oraz 

przygotowywania zaleceń profilaktycznych. Jednakże, zwiększenie popularności technik 

wysokoprzepustowych niewątpliwe spowoduje wzrost poziomu wiedzy, który stopniowo 

będzie minimalizował wymienione powyżej trudności. Bardzo ważnym aspektem przy 

implementacji badań wysokoprzepustowych do praktyki klinicznej jest kwestia 

obciążenia finansowego dla systemów opieki zdrowotnej. Wyznaczenie granicy między 

wykrywalnością, a opłacalnością stanowi istotne wyzywanie i wpływa na tempo 

wdrażania nowych technik diagnostycznych do praktyki. W chwili obecnej wydaje się, 

że optymalnym podejściem do diagnostyki molekularnej dziedzicznych predyspozycji do 

nowotworów będzie stosowanie szerokich paneli tumor-agnostycznych u pacjentów  

z postawionym rozpoznaniem onkologicznym, prawdopodobnie równolegle  

z diagnostyką somatyczną. W przypadku rodzin, w których nie ma możliwości 

rozpoczęcia diagnostyki od osoby dotkniętej chorobą rozsądnym wydaje się korzystanie 

z tanich testów przesiewowych wykrywających częste w populacji warianty 

założycielskie, które pozwalają na zidentyfikowanie większości nosicieli i nosicielek.  
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11. Kopia publikacji pierwszej 
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12. Kopia publikacji drugiej 
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13. Kopia publikacji trzeciej 
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14. Zgoda komisji bioetycznej 

Prace składające się na cykl publikacji zostały przeprowadzone zgodnie z założeniami 

Deklaracji Helsińskiej oraz dobrymi praktykami prowadzenia badań naukowych.  

W adekwatnym zakresie wyrażona została pozytywna opinia Komisji Bioetyki Instytutu 

Centrum Zdrowia Matki Polki w Łodzi (opinia numer 80/2017). 
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