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1. Wstep
1.1. Epidemiologia raka jajnika

W Polsce liczba chorych na nowotwory utrzymuje si¢ na wysokim poziomie i sg one druga,
zaraz po chorobach uktadu krazenia, gtéwng przyczyng zgonoéw [1]. Podobnie jak na calym
swiecie odsetek osob zapadajacych na nowotwory znaczaco si¢ zwigksza.

Dane wskazuja, ze kazdego roku w Polsce pojawia si¢ aktualnie 146,2 tys. nowych
zachorowan na nowotwory [2]. Krajowe Profile Dotyczace Nowotwordéw na rok 2023 podaja,
ze umieralno$¢ z powodu nowotwordow jest w Polsce o 15% wigksza niz w krajach Unii
Europejskiej. Umieralno$¢ zmniejsza si¢ tez wolniej niz stanowi $rednia europejska [3].

Rak phluc jest glowna przyczyna zgonow powodowanych przez choroby
nowotworowe, na drugim miejscu klasuje si¢ rak jelita grubego. Czynniki ryzyka
zwigkszajace zachorowanie na choroby nowotworowe jak: nadwaga, otyto$¢, spozywanie
alkoholu czy zanieczyszczenie powietrza s w naszym kraju na wyzszym poziomie niz w
krajach Unii Europejskiej. Powyzsze czynniki ryzyka przyczyniaja si¢ w Polsce do niemal
polowy wszystkich zgonow (OECD 2021). Konieczne sa zatem lepsze strategie w zakresie

profilaktyki zdrowia [4].

Ponizsza tabela przedstawia zachorowalnos¢ na nowotwory w Polsce w porownaniu do Unii

Europejskiej w 2020 r.

Tabela 1. Zachorowalno$¢ na nowotwory w Polsce w porownaniu do Unii Europejskiej w
2020 r [3].

Nowotwor Polska (%) Unia Europejska (%)
Rak piersi 25 29

Rak ptuc 12 12

Rak jelita grubego 11 9

Rak macicy 10 6
Chtoniaknieziarniczy - 4

Rak jajnika 5 -

inne 37 40




Rycina 1. Zachorowalno$¢ na nowotwory w Polsce i w Unii Europejskiej w 2020 r [3].
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Na $wiecie stwierdza si¢ okoto 240 tys. zachorowan na raka jajnika rocznie. Najczgsciej
rozpoznawany jest w Europie, Ameryce Polnocnej oraz w Australii i Nowej Zelandii [5].

W Polsce rocznie przewiduje si¢ okoto 43 000 nowych przypadkow zachorowania na
nowotwory rzadkie w tym najczgstsze nowotwory to ptaskonabtonkowe raki krtani 1 szyjki
macicy oraz gruczolakorak jajnika [6].

U kobiet w 2020 r. rak jajnika zarejestrowany byt na pigtym miejscu (4,1%) po
nowotworach piersi (23,8%), ptuca (9,9%), trzonu macicy (7,4%) i okreznicy (5,9%) [2].
Standaryzowana zachorowalno$¢ (ESP2013) na raka jajnika wynosita 15/10°. Rak jajnika
znajdowal si¢ na czwartym miejscu najwickszego odsetka zgonow nowotworowych
stanowigc 6% po nowotworach ptuca (18%), piersi (15%) i okr¢znicy (8%). Standaryzowany
wspotczynnik umieralnosci dla raka jajnika wynosit w 2020 r. 15/10°, co stanowito 4 miejsce
po raku ptuc 37/10°, piersi 33/10° i okreznicy 17/10°.

W 2022 r. najwieksza chorobowos¢ u kobiet zanotowano dla raka piersi (239,4 tys.),
raka trzonu macicy (73,5 tys.), raka jelita grubego (64 tys.), raka tarczycy (47,8 tys.), raka



szyjki macicy (29,1 tys.), raka jajnika (28,3 tys.), raka ptuca (23,9 tys.), czerniaka skory (22, 7
tys.) [2].

W grupie kobiet w wieku 15-19 lat dominowal rak tarczycy (29%) a nastepnie
chtoniak Hodkina (17%), nowotwory uktadu nerwowego (11%), rak jajnika (9%), biataczki
7%. W grupie 20-29 lat dominujacy byt rak tarczycy (26%). Rak jajnika znajdowat si¢ na
czwartym miejscu (6%) po raku in situ szyjki macicy (17%), chtoniaku Hodkina (8%) i raku
piersi (7%).

W grupie 30-39 lat dominowat rak piersi stanowigcy 25% nowotworow w tej grupie.
Rak jajnika znajdowat si¢ na pigtym miejscu (4%) po raku tarczycy (20%), raku in situ szyjki
macicy (12%), raku szyjki macicy (6%) i czerniaku skéry (5%) [2].

Rak jajnika jest najczgstszym nowotworem zenskich narzadow rodnych zaraz po raku
trzonu macicy. Wigkszo$¢ zachorowan na raka jajnika przypada po menopauzie. Na raka
jajnika choruja gtownie kobiety w wieku 55 - 70 lat. Szczyt zachorowan wystepuje pomigdzy
55 a 59 rokiem zycia [7]. Okoto 70% nowotworéw jajnika wykrywana jest w
zaawansowanym stadium (FIGO 1l i 1V)(ang. The International Federation of Gynecology

and Obstetrics, Miedzynarodowa Federacja Ginekologii i Potoznictwa) [8].

1.2. Czynniki ryzyka raka jajnika

Nosicielstwo mutacji w genach BRCAL i BRCA 2 nalezy do najbardziej znanych czynnikow
ryzyka zachorowania na raka jajnika; 10% - 15% wszystkich nowotworow jajnika ma podtoze
genetyczne zwigzane z tymi mutacjami. Ryzyko rozwoju raka jajnika dla nosicielek mutacji
BRCAL wynosi okoto 44%, a u nosicielek mutacji BRCA2 okoto 17% [2, 9]. Za okoto 10%
nowotworoOw jajnika jest odpowiedzialny Zespot Lyncha (rodzinne wystepowanie
niepolipowatego raka jelita grubego, choroba genetyczna, ktora charakteryzuje si¢
zwigkszong sktonnoscia do zachorowania na rozne nowotwory jak rak jajnika, rak
endometrium, nowotwory uktadu moczowego) [10]. Inne czynniki ryzyka raka jajnika

przedstawia ponizsza tabela 2.



Tabela 2. Czynniki ryzyka raka jajnika.

Czynniki ryzyka raka jajnika

e Wwiek powyzej 50 lat

e przebycie menopauzy

e endometrioza

e zaburzenia hormonalne lub leczenie lekami hormonalnymi

e wczesny wiek menarche (pierwszej miesigczki) i pdzna menopauza

e bezdzietno$¢, nieskuteczne stymulacje owulacji

e pierwszy pordd po 35 .z

o dlugotrwale leczenie hormonalne zwigzane z  probami  zaplodnienia
pozaustrojowego

o dhugotrwale (wigcej niz 10 lat) stosowanie estrogenowe;j terapii zastgpczej

¢ nadmierna masa ciata

e cukrzyca

Ryzyko zachorowania na raka jajnika moze zosta¢ zmniejszone w wyniku: wycigcia macicy,
karmienia piersig, zamknigcia jajowodOw czy stosowania antykoncepcji hormonalnej [2, 11,
12].

Dane wskazuja na spadek zachorowan nawet o 60% u kobiet stosujacych doustne
srodki antykoncepcyjne przez 10 lat. Przyjmowanie doustnej antykoncepcji w krotszym,
piecioletnim okresie, rowniez oddziatuje korzystnie, redukujac zachorowania, ale juz tylko o
20-30% [13].

Dowiedziono, ze cztery porody redukujg ryzyko zachorowania o okoto 40% [14].
Dwie teorie thumaczg ograniczenie zachorowan na skutek przebytych ciagz i porodow, a takze
w wyniku stosowania antykoncepcji. Pierwsza mowi, ze u podstaw korzystnego
oddziatywania przebytych cigz i porodow lezy hamowanie owulacji, ktorej konsekwencjg jest
zapobieganie uszkodzeniom nablonka na powierzchni jajnika. W wyniku tego procesu nie
nastepuje rozwoj torbieli inkluzyjnych a co za tym idzie rozpoczecie nowotworzenia. Druga
teoria thumaczy t¢ sytuacje apoptoza (naturalny proces programowanej $mierci komorki)
indukowang przez progesteron lub progestageny. W jej wyniku dochodzi do usunigcia

komorek nowotworowych z jajnika [15].



Istniejg doniesienia, ktore wskazuja na niemal dwudziestokrotny wzrost ryzyka
zachorowania u kobiet poddanych procedurze in vitro, u ktorych przyczyna nieptodnosci jest
niejasna [16].

Wazny jest aspekt diety. Dieta bogata w jarzyny oraz w owoce, a zwlaszcza w
pomidory zmniejsza prawdopodobienstwo wystgpienia raka jajnika 0 70% [17, 18].

Niektore typy histologiczne rakéow jajnika, moga rozwija¢ si¢ na podlozu
endometriozy. U chorych na endometrioz¢ ryzyko to wynosi 1,8% [19, 20]. Uwaza si¢, ze
endometrioza dotyka okoto 11% kobiet w wieku rozrodczym, w tym 50%-60% kobiet i
nastolatek cierpigcych na bol miednicy i do 50% kobiet cierpigcych na nieptodnosé¢ [21].
Chociaz bol miednicy i nieptodno$¢ sa najbardziej znanymi chorobami wspdtistniejacymi
endometriozy, uwaza si¢ réwniez, ze rak jajnika, piersi i btony $luzowej macicy rowniez
moga by¢ zwigzane z endometrioza. Przeglad systematyczny i1 metaanaliza z 2021 r.
wykazaty, ze kobiety z endometrioza majg prawie dwukrotnie wigksze ryzyko raka jajnika w
porownaniu z kobietami bez endometriozy, chociaz powigzania rdznity si¢ w zaleznosci od
histotypu raka jajnika [22]. Istnialy silne dowody potwierdzajace powigzania miedzy
endometriozg a rakiem jajnika jasnokomorkowym, endometrioidalnym i surowiczym niskiego
stopnia. Jednakze nie wykryto konsekwentnie takich powigzan w przypadku nowotwordéw
surowiczych wysokiego stopnia lub §luzowych [22].

Lepsze zrozumienie zwigzkow migdzy podtypami endometriozy a histotypami raka
jajnika moze dostarczy¢ nowych informacji na temat $ciezek etiologicznych obu choréb 1

wptyna¢ na podejmowanie decyzji klinicznych u 0séb z endometriozg.

1.3.  Profilaktyka raka jajnika

W chwili obecnej nie sa prowadzone zadne systemowe badania populacyjne w kierunku
wczesnego wykrywania raka jajnika. W przypadku chorych z obcigzeniem dziedzicznym raka
piersi i raka jajnika (bgdacych nosicielami mutacji genu BRCA1/2) zalecane sg kontrolne
badania lekarskie i obrazowe. W ramach pierwszego etapu opieki nad rodzinami wysokiego,
dziedzicznie uwarunkowanego ryzyka zachorowania na raka piersi lub raka jajnika
przeprowadza si¢ identyfikacj¢ osob, ktore posiadajg wysokie, dziedzicznie uwarunkowane
wywiad rodzinny 1 jezeli istnieja wskazania medyczne, wykonywane sg badania genetyczne.

W ramach drugiego etapu kobieta posiadajaca wysokie, dziedzicznie uwarunkowane ryzyko



zachorowania na raka jajnika zostaje objeta specjalistyczng opieka. Nadzor nad takimi
kobietami polega na systematycznym przeprowadzeniu badan diagnostycznych oraz
konsultacjach lekarskich w celu szybkiego wykrycia ewentualnych nieprawidtowosci. Kazda
kobieta powinna przeprowadza¢ regularne badania ginekologiczne. Zaleca si¢ coroczne
badanie ginekologiczne u kobiet powyzej 18. roku zycia i coroczne badanie przez odbyt u
kobiet powyzej 35. roku zycia. Tym sposobem mozna wyczu¢ jajniki i okoliczne narzady,
sprawdzajac je pod katem ksztattu i rozmiaru.

Dziataniem rekomendowanym w pracach naukowych jest usuniecie jajnikow i jajowodow
u nosicielek mutacji BRCA1/2 po zakonczeniu prokreacji [23, 24]. Najwiecej korzysci
profilaktyczna resekcja jajnikow i jajowoddw daje w kontek$cie dziedzicznego zespotu raka
piersi ijajnika. Postepowanie to moze zmniejszy¢ ryzyko raka jajnika o 70-85%.
Profilaktyczna resekcja redukuje poza tym ryzyko raka piersi 0 54% oraz umieralno$¢ ogolng
0 60-70% [25, 26].

Moment wykonywania owariektomii jest r6zny w zaleznos$ci od mutacji. Dzieje si¢ tak
dlatego, ze przecigtny wiek w momencie wykrycia nowotworu spowodowanego mutacja genu
BRCA1 wynosi okoto 10 lat mniej niz w przypadku mutacji genu BRCA2, a jeszcze pozniej
ustala si¢ rozpoznanie w przypadku mutacji genéw odpowiedzialnych za dziedzicznego raka
jajnika (RAD51C, RAD51D, BRIP1). Resekcja jajowoddéw jest rozwigzaniem u kobiet
chcacych poddaé sie sterylizacji albo u kobiet, ktore nie zgadzajg sie¢ na owariektomie. W
takim przypadku pacjentka powinna zosta¢ poinformowana, ze po pewnym czasie trzeba
skuteczno$ci samej resekcji jajowodow w tej sytuacji.

Do gtownych dziatan profilaktyki nowotworowej jajnika zalicza si¢ prowadzenie
prozdrowotnego trybu zycia i regularne wizyty ginekologiczne (w tym USG
przezpochwowe). Niestety do chwili obecnej nie udato si¢ opracowa¢ skutecznego programu
badan przesiewowych pozwalajacych wykry¢ nowotwor w I stopniu zaawansowania, czy to w
oparciu o metody obrazowe, czy tez o metody wykorzystujagce biomarkery (Ca 125, HE4,

Beta2-mikroglobulina, transferyna, apolipoproteina i prealboumina) [27].



1.4.  Objawy raka jajnika

Niestety objawy raka jajnika sg niecharakterystyczne i wyst¢puja dopiero w zaawansowanym
stadium choroby [28]. Dolegliwosci daja o sobie znaé, zazwyczaj dopiero gdy zmiana ma
kilka cm. Objawami nowotworu sg m.in. krwawienia z pochwy, b6l w podbrzuszu, staty bol
w obrebie brzucha lub miednicy, bol plecéw w okolicy ledzwiowej, problemy z oddawaniem
moczu (miedzy innymi przez ucisk wywierany przez guz na sgsiednie narzady), objawy ze
strony uktadu pokarmowego, na przyktad wzdecia, powickszenie obwodu brzucha, uczucie
petnosci, odbijanie, zaparcia lub biegunki, uczucie ciagtego silnego zmeczenia, niewyjasnione
chudnigcie.

W rozpoznaniu ré6znicowym w przypadku powyzszych sytuacji zawsze powinno si¢ bra¢
pod uwage mozliwos$¢ raka jajnika. Chora powinno si¢ niezwtocznie skierowac do specjalisty
ginekologa, nawet jesli wizyta miala miejsce w ciggu ostatnich 6 miesiecy. Takie

postgpowanie zmniejsza zwloke w rozpoznaniu i leczeniu raka jajnika.

1.5. Diagnostyka raka jajnika

Guzy jajnika sa diagnozowane na podstawie wywiadu oraz badan lekarskich jak:

e podstawowe badania krwi i moczu,

o badanie ginekologiczne w potaczeniu z badaniem USG jamy brzusznej oraz USG
przezpochwowym (USG-TV - transvaginal),

e badanie wziernikiem drdg rodnych,

e badanie markeréw nowotworowych CA125, HE4, test ROMA (Test ROMA (ang.
Risk of Ovarian Malignancy Algorithm) - algorytm pozwalajacy ocenic
prawdopodobienstwo ryzyka wystapienia nowotworu jajnika. Algorytm uwzglednia 3
elementy: ryzyko zachorowania na raka jajnika zwigzane z okresem przed- lub
pomenopauzalnym, poziom markeréw nowotworowych CA125 i HE4 [29, 30]. Tabela
3 przedstawia interpretacje wynikow testu ROMA.

« badanie poziomu ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej (beta HCG), alfa-fetoproteiny
(AFP), dehydrogenazy mleczanowej (LDH) oraz inhibiny — oznaczane przy
nowotworach nienabtonkowych jajnika,

e Dbadanie rentgenowskie lub tomograficzne klatki piersiowej,

o tomografia komputerowa (TK) jamy brzusznej i miednicy,



Tabela 3. Interpretacja wynikow test ROMA.

Wartos¢ testu ROMA Ryzyko wystapienia raka jajnika

kobiety przed menopauza

<11,4 % niskie
>11,4 % wysokie

kobiety po menopauzie

<299 % niskie
>29,9 % wysokie

Ostateczne potwierdzenie diagnozy opiera si¢ na wynikach badania histopatologicznego. Do
badania histopatologicznego pobiera si¢ wycinek z tkanki nowotworowej (laparoskopowo lub
z otwarciem jamy brzusznej). W rzadkich przypadkach mozna rozpoznaé¢ raka na podstawie
obecnosci komorek raka w ptynie z jamy optucnej, otrzewnej i weztéw chtonnych.W wyniku
przeprowadzonych badan mozna okresli¢ stopien zaawansowania choroby nowotworowej

jajnika.



Rycina 2. Postepowanie diagnostyczno-terapeutyczne w przypadku pacjentek z rakiem
jajnika.

SCIEZKA DIAGNOSTYCZNO-TERAPEUTYCZNA PACJENTEK Z RAKIEM JAINIKA

l
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1.6. Typy morfologiczne nowotworéw jajnika

Wyrézniamy typy morfologiczne nowotworéw jajnika jak nowotwory, ktore powstajg z
nabtonka jajnika, stanowig one 90% wszystkich nowotworéw jajnika. Pozostale 10%
stanowig nowotwory nienabtonkowe [31]. Nowotwory nienablonkowe sg rozpoznawane w
niskim stopniu zaawansownia i najczesciej dotycza kobiet w miodym wieku. Do nie
nablonkowych nowotwordw jajnika zaliczamy guzy germinalne jajnika i guzy zarodkowe.
Guzy germinalne jajnika (ang. Malignant ovaria germ cell tumors; MOGCT), sa
inaczej nazywane guzami zarodkowymi (ang. Germ cell tumor, GCT). Powstajg z komdrek

rozrodczych, biorgcych udzial w wytwarzaniu komorki jajowej. Naleza one do rzadkich



nowotworow, pod wzgledem czestosci tworzg drugg (po nowotworach nablonkowych) grupe
nowotworow rozwijajacych sie¢ w jajnikach.
Guzy zarodkowe dotycza najczesciej dziewczat i mtodych kobiet przed 30-tym rokiem

zycia. Rzadziej nowotwor ten diagnozuje si¢ u mezczyzn — woéwczas choroba rozwija si¢

W jadrach. Ponizsza tabela 4 prezentuje podziat guzow germinalnych jajnika.

Tabela 4. Nowotwory germinalne jajnika z uwagi na typ histologiczny.

Rozrodczak jajnika (tac. dysgerminoma)

najczestszy zlosliwy nowotwoér germinalny,
osigga duze rozmiary (ponad 10 cm), moze
rozwija¢ si¢ obustronnie, charakteryzuje si¢

dobrym rokowaniem

Rak zarodkowy (tac. carcinoma embryonale)

rzadko wystepuje, szybko tworzy przerzuty

Guz pecherzyka zottkowego (ang. yolksac
tumor, YST)

rzadki

ztosliwosci

nowotwor 0 wyjatkowo wysokiej

Rak kosméwki (tac. choriocarcinoma)

zwany nabtoniakiem kosmowkowym

rzadko wystepuje, jest bardzo agresywny,

daje szybkie przerzuty do innych narzadow

Potworniak (tac. teratoma; w tym dojrzaty
potworniak, torbiel dermoidalna, niedojrzaty
potworniak

i potworniak  z transformacja

ztosliwa)

rzadka zmiana, ktora moze mie¢ charakter

ztosliwy jak i tagodny

Guz germinalny mieszany

sktada si¢ przynajmniej z dwodch wyzej

opisanych nowotwordw

1.7.  Klasyfikacja histopatologiczna raka jajnika

Nowotwory jajnika w okoto 95% wywodza si¢ z nablonka pokrywajacego ten narzad. Jest to
zroznicowana pod wzgledem molekularnym grupa nowotwordéw. Pod wzgledem

molekularnym dzielimy je na dwa typy [32].

Typ I jest to rak jajnika o niskiej ztosliwosci (low-grade). Stanowi on 25% wszystkich

nowotworow. Nalezg tu raki surowicze i1 endometrioidalne, raki Sluzowe 1 raki

jasnokomorkowe. Zmiany, z ktorych rozwijaja si¢ te nowotwory noszg nazwe¢ guzow
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granicznycyh (borderline tumours). W rakach jajnika typu I stwierdza si¢ w 65% przypadkow
obecno$¢ mutacji BRAF i KRAS; poza tym mutacje innych gendw jak HER2, PIK3CA, PTEN.
Raki jajnika Typu I charakteryzujg si¢ wolnym wzrostem i dobrze rokujg. 5-letnie przezycie

obserwuje si¢ u ok 55% chorych [33].

Typ 1II jest to rak jajnika o niskim stopniu dojrzatosci i wysokim stopniu zto§liwos$ci
(high-grade). Charakteryzuje si¢ duzg dynamika wzrostu i agresywnym przebiegiem. Stanowi
75% wszystkich nowotworéw tego narzadu, ktéore wywodza si¢ najprawdopodobniej z
dystalnego lub strzepkowego odcinka jajowodu. W rakach tego typu stwierdza si¢ mutacje w
genie p53 (ok 90%) i w genie BRCA. Raki jajnika Typu Il sg zazwyczaj wykrywane p6zno, w
zaawansowanym stanie choroby, z obecnos$cig przerzutdw. Przezycie 5-letnie nie przekracza

30%. Podziat rakow jajnika przedstawia tabela 5.

Tabelab. Podziat rakéw jajnika.

Typ I (25% zachorowan) Typ 11 (75% zachorowan)
Rak surowiczy G1i G2 Rak surowiczy G3

Rak endometrioidalny G1 i G2 Rak endometrioidalny G3
Rak sluzowy Rak niezr6znicowany G3

Rak jasnokomorkowy Migsakorak

Rak Brennera

Wolny wzrost Szybki wzrost

Mata wrazliwo$¢ na Duza wrazliwos$¢ na
chemioterapi¢ chemioterapi¢

Rokowanie dobre (80% Rokowanie zte (90% chorych
5-letnich przezyc¢) umiera)

Stadia zaawansowania raka jajnika zostaty okreslone wedtug skali FIGO w stopniach I-1V,
gdzie | to najmniej zaawansowana choroba, a IV to najbardziej zaawansowana choroba [34].
Klasyfikacja nowotwordw jajnika u kobiet zostata zaktualizowana na poczatku 2014
roku i po raz pierwszy uwzgledniono w niej réwniez nowotwory jajowodu i otrzewnej [35].
Najwazniejsze zmiany w nowej klasyfikacji raka jajnika, jajowodu i otrzewnej polegaja na
podzieleniu stopnia IC na trzy podgrupy obejmujace sytuacje zwigzane z chirurgicznym

uszkodzeniem torebki guza, peknigciem torebki guza przed operacja i obecnoscia komorek
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W plynie otrzewnowym. Stopien IIC zostal pominigty. Uznano, ze chore z przerzutami

ograniczonymi do weztéw chtonnych charakteryzuja si¢ lepszym rokowaniem niz osoby

z przerzutami do otrzewnej i dlatego wyodrebniono t¢ grupe jako stopien IIIA1. Wyrdzniono

wniej dwie podgrupy na podstawie morfologii przerzutéw do weztow chtonnych.

Mikroskopowe przerzuty do otrzewnej poza obszarem miednicy mniejszej zostaly

sklasyfikowane jako stopien IIIA2. W nowej klasyfikacji w stopniu IV wyodrgbniono dwie

podgrupy — stopien IVA, definiowany jako histopatologicznie lub cytologicznie

potwierdzona obecnos¢ komorek nowotworowych w ptynie z jam optucnowych, oraz IVB —

obejmujacy przerzuty do migzszu watroby lub §ledziony oraz przerzuty poza obszar jamy

brzusznej. W tabeli 6 ponizej przedstawiono stopien zaawansowania raka wedlug FIGO 2014.

Tabela 6. Stopien zaawansowania raka jajnika wedtug FIGO [33].

Stopien

Zaawansowania

opis

Nowotwor ograniczony do jajnikéw lub jajowoddw

1A Guz ograniczony do jednego jajnika lub jajowodu (nienaruszona cigglos¢
torebki guza), brak zmian na powierzchni jajnika lub jajowodu, brak komorek
nowotworowych w ptynie lub popluczynach z otrzewne;j

IB Guz ograniczony do 2 jajnikow lub jajowoddw (nienaruszona ciggtos¢ torebki
guza), brak zmian na powierzchni jajnika lub jajowodu, brak komorek
nowotworowych w ptynie lub popluczynach z otrzewne;j

IC Guz ograniczony do 1 lub 2 jajnikéw lub jajowodow z:

IC1 Srédoperacyjnym uszkodzeniem torebki

IC2 Naruszong ciagloscig torebki przed operacja lub obecnoscia guza na
powierzchni jajnika lub jajowodu

IC3 Obecnoscig komorek nowotworowych w ptynie lub popluczynach z otrzewne;j

I Nowotwor ograniczony do jajnikéw lub jajowodow z zajeciem struktury
miednicy mniejszej (ponizej ptaszczyzny wchodu miednicy) lub pierwotny rak
otrzewnej

A Zajecie i/lub wszczepy na powierzchni macicy i/lub jajowodu i/lub jajnikow

1B Zajegcie innych struktur miednicy mniejszej
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przerzutami do otrzewnej poza miednica mniejszg i/lub przerzuty do weztow

chtonnych zaotrzewnowych

A1

Przerzuty nowotworowe obecne tylko w weztach chlonnych zaotrzewnowych

(potwierdzone histopatologicznie)

IMAL()

Przerzuty do weztéw chionnych zaotrzewnowych w najwigkszym wymiarze <

10 mm

MIAL(i)

Przerzuty do weztow chlonnych zaotrzewnowych w najwigkszym wymiarze >

10 mm

1A2

Mikroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednica mniejsza (powyzej
ptaszczyzny wchodu miednicy) z obecnos$cia lub bez przerzutow do weztow

chlonnych zaotrzewnowych

B

Makroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednicg mniejsza o Srednicy < 2
cm w najwiekszym wymiarze z obecnoscig lub bez przerzutow do weztow

chionnych zaotrzewnowych

"nc

Makroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednica mniejszg o $rednicy > 2
cm w najwiekszym wymiarze z obecnoscig lub bez przerzutow do weztow
chlonnych zaotrzewnowych (wlaczajac w to zajgcie przez nowotwor torebki

watroby i $ledziony bez naciekania migzszu narzadu)

Obecnos¢ przerzutéw odlegtych (w tym przerzuty do otrzewnej)

IVA

Wysigk w jamie optucnowej z potwierdzonym cytologicznie nowotworem

VB

Srédmigzszowe przerzuty do watroby oraz przerzuty do narzadéw poza jama
brzuszng (wlaczajac w to wezty chlonne pachwinowe i1 wezty chlonne poza

jama brzuszng)

Grading, to stopien zréznicowania histopatologicznego czyli ocena ztosliwosci histologicznej

nowotworu, czyli, czy nowotwor ma charakter przerzutowy, czy tez jest mniej podatny na

rozprzestrzenianie. Ocena jest oparta na podstawie zrdéznicowania struktury oraz cech

cytologicznych komérek nowotworowych.

Wyrézniamy trzy typy histopatologicznego zréznicowania:

* G1 — nowotwor dobrze zréznicowany (komorki niezréznicowane < 5%);

* G2 —nowotwor $rednio zréznicowany (50% komorek niezréznicowanych);

* G3 — nowotwor niezréznicowany (komoérki niezréznicowane > 50%)
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1.8.  Leczenie raka jajnika

Standardem postepowania w raku jajnika jest leczenie chirurgiczne. Niezwykle istotng
procedurg jest kwalifikacja do zabiegu. Prawidlowa kwalifikacja powinna si¢ opiera¢ na
wynikach badan obrazowych (tomografia komputerowa Kklatki piersiowej, jamy brzusznej i
miednicy mniejszej) oraz doswiadczeniu operatora. Wykonanie optymalnej operacji
cytoredukcyjnej jest podstawowym elementem poza stopniem zaawansowania klinicznego
decydujacym o wyleczeniu chorej. Pierwotny zabieg operacyjny polega na catkowitym
usunigciu macicy z przydatkami (jajniki i1 jajowody) oraz wycigciu wezidéw chlonnych
miednicznych i paraaortalnych do wysokosci lewej zyly  nerkowe;.
Rak jajnika wymaga leczenia skojarzonego z chemioterapig z zastosowaniem paklitekselu
(leku cytostatycznego) oraz pochodnych platyny (innych lekdw cytostatycznych) [36].
Decyzje o zakwalifikowaniu chorej do operacji lub leczenia cytostatykami podejmuje zespot
interdyscyplinarny. Z reguty podaje si¢ 6 kursow chemioterapii. Wyjatkiem moga by¢ chore z
zaawansowaniem nowotworu w stopniu IA lub IB wg klasyfikacji FIGO, z ograniczonym
stopniem ztosliwosci G1 i G2. Radioterapia ma obecnie ograniczone znaczenie w zwalczaniu
raka jajnika. Stosuje si¢ ja zazwyczaj jako leczenie paliatywne lub objawowe [37, 38]. W
przypadku mtodych bezdzietnych kobiet, ktore chcg zachowaé zdolno$¢ do prokreacji stosuje
si¢ leczenie oszczedzajace. Jezeli choroba jest we wczesnym stadium zaawansowania zabieg
polega na jednostronnym usunigciu chorego jajnika z jajowodem z adekwatnym zbadaniem
stopnia zaawansowania za pomocg metod chirurgicznych i mikroskopowych. Przezycia tych
pacjentek w porownaniu z radykalng chirurgia sa korzystne [39]. U pewnej grupy pacjentek z
wczesnym stopniem zaawansowania 1 nowotworem dobrze zrdznicowanym mozna nie
stosowac chemioterapii po zabiegu operacyjnym. W przypadku pacjentek, u ktorych rak jest
Znacznie zaawansowany i poczatkowo nie ma mozliwos$ci jego usunigcia, stosuje si¢ czg¢sto
wstepnie chemioterapie. Gdy stwierdzi si¢ wycofanie choroby stosuje si¢ zabieg operacyjny.
W przypadku pacjentek, u ktorych komorki raka sg wrazliwe na dzialanie hormonow
(maja receptory hormonalne) stosuje si¢ hormonoterapi¢. Jest ona cze$cia leczenia
wspomagajacego. Leki hormonalne, ktore sa stosowane w leczeniu raka jajnika obejmuja:
selektywne modulatory receptora estrogenowego — tamoksyfen, inhibitory aromatazy —

letrozol, analogi; hormony uwalniajgce gonadotropiny — goserelina [40] (Tabela 7).
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Tabela 7. Leki hormonalne stosowane w leczeniu raka jajnika.

Leki Dziatanie
Tamoksyfen Jest to jeden z rodzajow lekdw hormonalnych, czyli tzw.
(selektywny antyestrogenéw, i jest stosowany w leczeniu nowotworéw

modulator receptora

estrogenowego)

hormonozaleznych. Nalezg do nich rak piersi, rak jajnika i rak prostaty.
Wigze sie z receptorami estrogenowymi wewnatrz komorek
nowotworowych w wyniku czego dochodzi do zahamowania syntezy
czynnikébw  wzrostu i pobudza  tworzenie receptorow
progesteronowych. Efektem tego jest zmniejszenie podziatu komorek

nowotworowych (wrazliwych na dziatanie estrogendéw).

Letrozol (inhibitor

aromatazy)

Dziatanie polega na blokowaniu enzymu aromatazy, co prowadzi do
zmniejszenia produkcji estrogenu w organizmie. Estrogen jest
hormonem, ktéry moze przyspieszy¢ wzrost niektorych nowotwordw.
Obnizajac poziom estrogenoéw, letrozol moze spowolni¢ lub zatrzymac

wzrost komérek rakowych.

Goserelina (analog
gonadoliberyny
(GnRH)

Dziata poprzez hamowanie wydzielania hormonu luteinizujacego (LH)
i folikulotropowego (FSH) z przysadki moézgowej, co prowadzi do
zmniejszenia produkcji testosteronu u mezczyzn oraz estrogendow u

kobiet..

Hormonoterapia ma na celu spowolnienie rozwoju nowotworu oraz poprawe jakosci

zycia. Wrazliwe na hormony komorki rakowe majg receptory hormonalne. Leki stosowane w

terapii hormonalnej moduluja transdukcj¢ sygnalu poprzez interakcj¢ z receptorami

hormonéw plciowych i1 zmniejszaja aktywno$¢ hormonalng danej tkanki. W tabeli 8

przedstawiono mozliwosci leczenia hormonalnego.
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Tabela 8. Mozliwosci hormonalnego leczenia raka jajnika.

Leczenie hormonalne Mechanizm dziatania Opcje

Analogi receptora Kompetycyjnie wigze GnRHR i Agoni$ci GnRH 1

hormonu uwalniajacego | zmniejsza wydzielanie hormonu Tryptorelina

gonadotropiny folikulotropowego i hormonu Goserelin
luteinizujgcego Histrelina

Octan leuprolidu
Antagoni$ci GnRH II
Cetrorelix (Cetroreliks)

Octan degareliksu

Estrogen

Blokada receptora estrogenowego

Antyestrogeny:
Tamoksyfen

Toremifen

Supresja syntezy estrogenow

Inhibitory aromatazy:
Anastrozol
Eksemestan

Letrozol

Obnizenie ekspresji receptora

estrogenowego

Antagonisci ER:

Fulwestrant

Ablacja hormonalna

Chirurgia
Promieniowanie (rzadko

stosowane)

Androgen

Blokada receptora androgenowego

Antyandrogeny:
Flutamid
Bikalutamid

Enzalutamid

Progesteron

Blokada receptora progesteronu

Antagonisci PR:
Mifepriston
Medroksyprogesteron

Octan megestrolu

Zwigkszenie poziomu progesteronu

Doustne tabletki

antykoncepcyjne
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Cigza

Karmienie piersia

Z leczeniem hormonalnym wigza si¢ niestety dziatania niepozadane: bole glowy,
zmiany nastroju, zwickszenie masy ciala, zme¢czenie. Rzadko moga wystapi¢ powazne
powiktania, jak zatorowos$¢ ptucna, zakrzepica tetnic, udar niedokrwienny mozgu.

Leczenie podtrzymujace raka jajnika polega na stosowaniu inhibitorow PARP. Ich
dziatanie koncentruje si¢ na blokowaniu mechanizméw naprawczych komorki
nowotworowej, uszkodzonej podczas chemioterapii [41]. W wyniku kumulacji uszkodzen i
braku mechanizmoéw regeneracji dochodzi do $mierci komérki nowotworowe;j.

Chore zdyskwalifikowane z leczenia operacyjnego to pacjentki, ktorych stopien
sprawnosci uniemozliwia wykonanie zabiegu operacyjnego. Najczesciej charakteryzuje je
wysiek w oplucnej i potwierdzona histologicznie obecno$¢ komorek nowotworowych w
plynie. Do leczenia operacyjnego nie kwalifikuja si¢ chore, u ktorych w czasie leczenia
neoadjuwantowego zaobserwowano progresj¢ choroby. Otrzymujg one chemioterapi¢ oraz

leczenie antyangiogenne [42].

1.9. Rokowanie w raku jajnika

Rokowanie u chorych z rakiem jajnika zalezne jest od nastepujacych czynnikow
- stopnia zaawansowania klinicznego,

-czy mozliwy jest zabieg catkowitej cytoredukcji

-wrazliwos$ci na pochodne platyny w leczeniu systemowym.

Tabela 9 prezentuje przezycia 5-letnie w zalezno$ci od stopnia zaawansowania FIGO.

Tabela 9. Przezycia S-letnie w zaleznosci od stopnia zaawansowania FIGO

(www.onkonet.pl).

Stopien zaawansowania (FIGO) Przezycia 5-letnie (%)
FIGO | 89

FIGO Il 70

FIGO 11 32-46

FIGO IV 18
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Indywidualizacja sposobow leczenia oraz nowe schematy lekowe pozwalaja na poprawe

rokowania w raku jajnika.

1.10. Czynniki genetyczne

Wigkszo$¢ rakéw jajnika (75-90%), ma charakter sporadyczny i rozwija si¢ w wyniku
kumulacji mutacji somatycznych, czyli zmian niedziedzicznych, ktére nabywane sa
sukcesywnie w trakcie zycia osobniczego [43].

Mutacje te ograniczone sg do genomu komorek nowotworu czyli do tDNA — DNA
wyizolowanego z komoérek guza. Nowotwory sporadyczne rozpoznaje si¢ zazwyczaj w wieku
dojrzatym 1 nie s3 obcigzone wywiadem rodzinnym.W przypadku dziedzicznych rakow
jajnika sg one zwigzane z nosicielstwem mutacji terminalnych genow BRCA1/BRCA2.

Posiadamy jako ludzie po 2 kopie tych gendw, z ktorych jedna zostata odziedziczona
od matki, a druga od ojca. Mutacje te sg dziedziczone w sposdb autosomalny dominujacy.
Oznacza to wyzsze ryzyko zachorowania gdy zostanie odziedziczona jedna zmutowana kopia
genu od jednego z rodzicow. Zaréwno kobiety jak i me¢zczyzni moga by¢ nosicielami mutacji.
Kazde dziecko rodzica, ktdry jest nosicielem mutacji BRCAL1/2 ma 50% szans na jej
odziedziczenie.Przyktad rodzinnego dziedziczenia mutacji BRCA1 przedstawiono na rycinie
3.
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Rycina 3. Przyktad rodzinnego wzorca dziedziczenia mutacji BRCAL.

Rodzic1  Rodzic 2 Rodzic3  Rodzic 4

(1B

T

Brak
.- O
BRCA1
Mutacja
BRCA1

Geny BRCA1/2 odpowiadaja za zespot dziedzicznej predyspozycji do raka piersi i
jajnika. BRCAL i BRCA2 to geny supresorowe zlokalizowane odpowiednio na chromosomie

17921 1 13q12, ktore odpowiadaja za zwigkszone ryzyko rozwoju raka piersi i jajnika.
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Rycina 4. Schematyczne przedstawienie lokalizacji gendéw BRCAL/2.

(https://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/gene/672/https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/675).

Chromosom 17 Chromosom 13

O—l3pl3
e—— 13p11.2

17p12
13137 1301212
BRCA2

13q13.1
13q13.3

> 13q14.12

17q21.2 BRCA1 13q14.2
13q21.1

7q22 13q21.31
13q21.33

17q24.1 13qg22.2
13q31.1
136313 4443222

17q25.2 13g33.1
13q33.3

O

Biatka kodowane przez geny BRCAL/2 s3a odpowiedzialne za regulacje procesOw
komorkowych oraz biorg udziat w naprawie DNA. Jednym z rodzajéw naprawy nici DNA
jest zjawisko rekombinacji homologicznej (ang. Homologous recombination repair, HRR).
Naprawa przez rekombinacje homologiczng polega na wymianie podobnych lub identycznych
czeSci chromosoméw. Bledy i uszkodzenia kumulujg si¢ w przypadku braku naprawy
materiatu genetycznego. Wynikiem gromadzenia btedow jest transformacja komorki zdrowej
w komorke nowotworows. Zaburzenia rekombinacji homologicznej (ang. Homologous
recombination deficiency, HRD) dotyczg w wigkszosci genow BRCAL i/lub BRCA2, a w 6-
27% dotycza genéw RAD51D, ATM, NBN iPALB2. Oprocz mutacji BRCAL/2 z ryzykiem raka
jajnika powigzane sg tez mutacje w innych genach jak: MLH1, MSH2, MSH6, EPCAM,
PMS2. Odpowiedzialne sa one za zespdt dziedzicznego niepolipowatego raka jelita
grubego.Innymi mutacjami odpowiedzialnymi za rozwdj tego nowotworu sg mutacje
germinalne w genach BRIP1, RAD51C lub RAD51D [44, 45].
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W przypadku pacjentek chorych na raka jajnika rekomenduje si¢ rozpoczecie
diagnostyki molekularnej od sekwencjonowania genéw BRCA1/2. Jest to zwigzane z
rosngcym znaczeniem inhibitorow PARP w terapii nowotworow a obecnos¢ mutacji BRCAL
lub BRCA2 jest dobrym markerem predykcyjnym, ktory wskazuje na prawdopodobng wysoka
efektywnos¢ inhibitorow PARP w terapii. Nowoczesne leczenie inhibitorem PARP dla grupy
pacjentek obcigzonych dziedzicznie BRCA1/2 jest w Polsce refundowane od kilku lat. Jednak
pozostate 75-80 proc. pacjentek (bez obecnos$ci mutacji w genach BRCA1/2) nie moglo
dotychczas liczy¢ na podobny standard leczenia. Od stycznia 2022 r. na liscie lekéw
refundowanych znalazl si¢ niraparib we wskazaniu: raka jajnika bez mutacji w genach
BRCA1/2. W grupie pacjentek stosujacych niraparyb wykazano znamiennie dtuzszy czas
do progresji oraz dluzszy czas do kolejnego leczenia niz w grupie otrzymujacej placebo.
Terapia podtrzymujagca z uzyciem niraparybu wydaje si¢ obecnie bardzo dobrag opcja
terapeutyczng [46].

Zaawansowany rak jajnika przed stosowaniem inhibitoréw PARP wracal u 80%
pacjentek. Nie ma jeszcze danych, jak ta grupa lekow zmieni krajobraz w przypadku raka
jajnika bez mutacji BRCA1/2, ale na podstawie wynikow badan klinicznych przypuszcza sie,
ze chore beda zyly znacznie dluzej. Badania pokazuja, ze stosowanie inhibitorow PARP
wydtuza czas wolny od progresji choroby. Ponadto w wyniku identyfikacji mutacji BRCA1
lub BRCA2 wymagana jest weryfikacja charakteru wykrytej zmiany (mutacja germinalna —
dziedziczna czy somatyczna — niedziedziczna). Weryfikacji tej dokonuje si¢ poprzez analize
jej obecnosci w DNA wyizolowanym z komorek spoza nowotworu. Poradnictwem
genetycznym oprécz chorych na nowotwor jajnika powinno obejmowac sie kobiety chore, U
ktorych nie zidentyfikowano mutacji w tDNA oraz kobiety, u ktorych nie wykonano badan
molekularnych na tDNA. Kazda chora z rakiem jajnika kierowana do poradni genetycznych
poddawana jest analizie rodowodowo-klinicznej oraz diagnostyce roznicowej Zz
uwzglednieniem dziedzicznego raka piersi raka jajnika (hereditary breast-ovarian cancer —
HBOC) oraz dziedzicznego niepolipowatego raka jelita grubego. W przypadku chorych,
ktorych nie poddawano sekwencjonowaniu na BRCAL i BRCA2 na tDNA, zalecany jest test
genetyczny na DNA genomu konstytucyjnego w kierunku 5 mutacji fundatorowych genu
BRCAL1. Jezeli pacjentki sa obcigzone rodzinnie test jest poszerzany nastgpnie o
sekwencjonowanie gendéw BRCA1/2. W wyniku powyzszych dziatan  udzielane sa
indywidualne zalecenia profilaktyczno-terapeutyczne. Jezeli pacjentki z rakiem jajnika sg
obcigzone dziedzicznie nowotworami a nie maja mutacji BRCA1/2 moga zosta¢ poddane

szerokopanelowym, komercyjnie dostgpnym testom genetycznym sekwencjonowania
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najnowszej generacji (NGS). Testy te pozwalaja w ramach jednego badania na
sekwencjonowanie wielu gendw zwigzanych z r6éznymi zespotami dziedzicznych
predyspozycji do nowotwordw. Wszystkie testy genetyczne maja jednak ograniczenia. W
zwigzku z tym jezeli nie stwierdzi si¢ mutacji nie jest to podstawg do wykluczenia
podejrzewanego zespotu dziedzicznej predyspozycji do nowotworéw. Dlatego tez finalne
zalecenia powinny by¢ formowane w wyniku pelnej catosciowej analizy, ktora uwzglednia
szereg wynikow badan molekularnych i oceny rodowodowo-klinicznej. Jezeli u pacjentki
stwierdzi si¢ mutacj¢ terminalng (dziedziczng) powinna zosta¢ uswiadomiona o ryzyku jej
wystapienia w rodzinie. Poradnictwem genetycznym powinna by¢ objeta nie tylko pacjentka

ale takze wytypowani krewni [47].

1.11. Rola receptorow estrogenowych w onkogenezie raka jajnika

Cho¢ rak jajnika nie nalezy do najczestszych nowotwordéw atakujacych kobiety, to jest
jednym z najbardziej zabojczych, co jest spowodowane zbyt pozna diagnozg. Dlatego
prowadzi si¢ badania, majace na celu poznanie nowych markerow predykcyjnych dla tej
choroby. W badaniach zwraca si¢ uwagg na receptory estrogenowe.

Jajniki sg centralnymi narzadami rozrodczymi kobiet. Produkuja hormony, takie jak
testosteron, progesteron i estrogen. Do estrogenow nalezg estron (E1), 17p-estradiol (E2) i
estriol (E3), z ktérych E2 jest najbardziej dominujgcym estrogenem. Sygnalizacja komdrkowa
estrogenu odbywa si¢ za posrednictwem receptorow estrogenowych (ER). ER to rodzina
czynnikow transkrypcyjnych, ktére kontroluja biologiczng funkcj¢ estrogendéw poprzez
regulacje transkrypcji gendw za pomoca elementéw odpowiedzi estrogenowej (ERE). Wsrod
receptorow estrogenowych mozna wyrozni¢ zardwno receptory klasyczne (ERa 1 ERP), jak 1
nieklasyczne (receptor estrogenowy sprzezony z biatkiem G 1 (GPER1)). Estrogeny moga
modulowa¢ biologi¢ komoérek nowotworowych, wptywajac na procesy takie jak proliferacja
komorek, inwazja, apoptoza, cykl komérkowy i stan zapalny [48, 49]. Gtéwne mechanizmy

zmian w biologii komorek raka jajnika wywolanego estrogenami przedstawiono na rycinie 5.
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Rycinab. Schematyczne przedstawienie gtownych mechanizméw zmian w biologii komérek
raka jajnika indukowanych estrogenami. E2 - estradiol, ERs — receptory estrogenowe, GPER1
- receptor estrogenowy sprzgzony z biatkiem G1, ERE - element odpowiedzi estrogenowej,

CREB - biatko wigzace element odpowiedzi cAMP.
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Wyrdznia si¢ 2 podtypy receptoréw estrogenowych: alfa i beta. Receptor alfa jest
kodowany przez gen ESR1 zlokalizowany na chromosomie 6qg25.1, receptor beta jest
kodowany przez gen ESR2 na chromosomie 14g23. Naleza do rodziny receptorow jadrowych
[50, 51].

Oba receptory mogg aktywowac lub hamowac proces transkrypcji wielu genéw. Moga
tez dziata¢ antagonistycznie w stosunku do siebie po zwigzaniu takiego samego liganda [52].
Zapoczatkowanie procesu transformacji jest wynikiem potaczenia estrogenéw z biatkiem
receptorovym w wyniku czego dochodzi do zmiany konformacji i odstoniecia tej czgsci
receptora, ktora taczy si¢ z DNA. Oba receptory estrogenowe alfa i beta nalezg do czynnikow
transkrypcyjnych aktywowanych ligandem. Poniewaz oba receptory wykazujg rézng i
odmienng funkcje, rozmieszczenie tkankowe i wigza rézne kofaktory, odpowiedz komorki na

estrogeny jest zroznicowana [53].
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Receptor estrogenowy ERa to biatkowy czynnik transkrypcyjny ulegajacy aktywacji
pod wplywem ligandow 17-estradiolu, estronu i estriolu [54]. W organizmie 173-estradiol i
estron sg produkowane przez komorki ziarniste pgcherzyka jajnikowego w warunkach
fizjologicznych. U kobiet w wieku pomenopauzalnym z diagnozg nabtonkowego raka jajnika,
wykrywa si¢ podwyzszone stezenie tych wilasnie hormondéw w krazeniu obwodowym.
Wykazano, ze zwigkszony poziom estrogenow we krwi jest wynikiem ich wytwarzania przez
komorki raka jajnika [55-57].

W komorkach nabtonka jajnikowego oraz guzach jajnika dochodzi do ekspresji genu
aromatazy. Aromataza jest enzymem, ktory pelni istotng role w syntezie estrogenéw u kobiet,
zwlaszcza w okresie po menopauzie. W tym czasie kor nadnerczy staje si¢ glownym zrédlem
estrogendw. Enzym ten katalizuje przeksztatcanie androgenow w estrogeny. Aromataza staje
si¢ glownym zrodiem estrogendw w okresie menopauzy.

Podsumowujac estrogeny tworza $rodowisko hormonalne optymalne dla rozwoju
nowotworu. Aktywnie uczestniczg w procesie regulowania namnazania komorek
nowotworowych [56].

W prawidlowych komoérkach zaréwno nabtonka jajnikowego jak 1 w komorkach
nablonkowego raka jajnika stwierdzono obecno$¢ receptorow dla estrogenow. W 60%
przypadkOw raka jajnika stwierdza si¢ znacznie podwyzszony poziom receptorow ERa [55,
56, 58]. ERa jest obecny w najwigkszej ilosci w jadrze komorkowym, mniej w cytoplazmie.
ERa wystepuje takze w btonie komorkowej niektorych komorek [59].

Estrogeny dzialaja poprzez dwa mechanizmy. Po pierwsze bezposrednie wigzanie si¢ z
DNA poprzez element reagujacy na estrogen ERE (ang. estrogen responsive element) oraz
mechanizm pos$redni za pomoca czynnika transkrypcyjnego AP1. Miejscem specyficznym w
DNA, ktore oddziatuje z receptorem estrogenowym jest ERE. Drugi mechanizm polega
oddzialywaniu aktywowanego receptora estrogenowego poprzez element wzmacniajacy
ekspresje (ang. enhancer) typu AP1 [60, 61].

Ekspresja receptorow estrogenowych alfa i beta w komorkach raka jajnika jest zalezna
od typu histopatologicznego. Wystepowanie receptoréw estrogenowych analizowano w
r6znych typach histopatologicznych raka jajnika [62].

Receptor ER-alfa znaleziono w 97% przypadkdéw nowotwordw o utkaniu surowiczym
gruczolakoraka, w typie endometrioidalnym w 100 %, natomiast w typie sluzowym w 70 %
[55]. Nie stwierdzono ekspresji receptora ER-alfa w typie gruczolakoraka

jasnokomorkowego.  Receptor  ER-beta  wystgpowat  we  wszystkich  typach
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histopatologicznych raka jajnika: nowotwor o utkaniu surowiczym 41%, typ $luzowy 30%,
typ endometrioidalny 75%, rak jasnokomdrkowy 39% [55].

Ro6zng ekspresje receptoréw ERa i -f wykazano pomigdzy prawidlowym nabtonkiem
jajnika, guzami pierwotnymi i przerzutowymi raka jajnika [63, 64]. W prawidlowym
nabtonku wyst¢powala ekspresja receptorow ERa i -, w guzach pierwotnych obserwowano
obnizong ekspresj¢ receptoréw ERo, natomiast w guzach przerzutowych raka jajnika
stwierdzono brak ekspresji receptora ER [57, 58].

W badaniach na liniach komorkowych raka jajnika niezawierajgcych receptora ERa
(PEO14) oraz zawierajacych receptor ERa (BG1) wykazano, ze ERa moze wplywaé na
receptor progesteronowy w przeciwienstwie do ERB [65-67].

Stwierdzono przeciwstawny wptyw ERa i - na aktywnos¢ cykliny D1, biatka cyklu
komodrkowego [68]. ERB zmniejsza ekspresje genu cykliny D1, podczas gdy ERa zwigksza
jej poziom [69]. Cyklina D1 to onkogen, ktorego nadmierna ekspresja moze przyczyniac si¢
do rozwoju nowotworow.

W badaniach bedacych metaanaliza dotyczacych czgstosci ekspresji receptorow dla
hormonow piciowych w raku surowiczym jajnika uzyskano nastepujace wyniki [70]. Rak
surowiczy jajnika o niskim stopniu ztosliwosci w 81% wykazywat ekspresje receptorow dla
estrogendw a w 54% przypadkdw receptoréw dla progestagendw. W przypadku raka
surowiczego o wysokim stopniu ztosliwosci odsetki te wynosity odpowiednio 62% 1 31%.

Rak surowiczy o niskim stopniu ztosliwosci w duzym procencie wykazuje ekspresje
receptoréw dla hormonow plciowych. Guz tego typu ma bardziej indolentny charakter oraz
jest mniej wrazliwy na chemioterapi¢. Dlatego zastosowanie hormonoterapii mogtoby by¢
opcja terapeutyczng w przypadku tego guza. W przypadku raka surowiczego gdy
obserwowany jest wysoki stopien zlosliwosci, nastepuje dynamiczny wzrost oraz wigksza
wrazliwo$¢ na chemioterapi¢. Sugeruje sie, ze u duzej czeSci pacjentek mozna by bylo w
takim przypadku dodatkowo zastosowa¢ hormonoterapig.

W procesie nowotworzenia istotna jest kumulacja mutacji w protoonkogenach i
genach supresorowych. Jednak istotne znaczenie moga mie¢ roéwniez polimorfizmy
genetyczne. Sa to zmiany na poziomie genu mogace warunkowac zmiang w sekwencji
aminokwasowej Dbiatek. Polimorfizmy wplywaja na miejsce wigzania czynnikow
transkrypcyjnych. Polimorfizmy moga wptywa¢ zar6wno na zmiang ryzyka zachorowania na
nowotwor jak 1 na efektywnos$¢ terapii odgrywajac istotng role w farmakogenetyce lekow
przeciwnowotworowych w tym w transporcie, metabolizmie oraz dystrybucji tkankowej i

eliminacji leku.
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Zmiany zachodzace w sekwencji ludzkiego DNA mogg zmienia¢ odpowiedz
organizmu na pewne patogeny, substancje chemiczne, leki czy wywotywaé choroby. Jednak
najwigksze znaczenie maja badania porownawcze DNA os6b chorujacych na dane schorzenie
i bez tej choroby (marker genetyczny). Podstawowe znaczenie Kliniczne polimorfizméw
receptora estrogenowego o pozostaje w zwigzku z wykorzystaniem ich jako czynnika
predykcyjnego, umozliwiajacego podjecie decyzji terapeutycznych. Prace badawcze
prowadzone obecnie skupiajg si¢ na oznaczeniach kilku zasadniczych polimorfizméw: Pvull,
Xbal i innych znacznie rzadziej oznaczanych (rs746432, rs2077647 i rs532010). Obejmuja
one ocen¢ znaczenia tych polimorfizmow w przypadku raka endometrium [71], osteoporozy
[72, 73], raka prostaty [74], raka sutka [75-77] a takze raka jajnika [78].

1.12. Polimorfizmy pojedynczych nukleotyddéw (SNP)

Z polimorfizmem mamy do czynienia gdy zmiana genetyczna (dany allel konkretnego
genu) wystepuje w populacji z czestoscig wigkszg niz 1%. Wyrdzniamy polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu i polimorfizm sekwencji mini i -mikrosatelitarnych [79-81].

SNP to zjawisko zmiennosci sekwencji DNA. Jest to zamiana jednego nukleotydu (G, C, T
lub A) pomigdzy osobnikami danego gatunku lub drugim odpowiadajagcym chromosomem

danego osobnika [82, 83]. Schemat SNP zostat przedstawiony na rycinie 6.
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Rycina 6. Polimorfizm pojedynczych nukleotydow — schematyczne przedstawienie.

SNP determinuje wystgpowanie zjawiska zmienno$ci DNA, ktdre szacuje si¢ na ok. 90%
calej zmiennos$ci w ludzkim genomie. Wystgpowanie SNP moze dotyczy¢ zarowno sekwencji
kodujacej, niekodujacej lub regionéw migdzygenowych. Bardzo czg¢sto SNP determinuja
wystepowanie wielu choréb a zwlaszcza nowotworéw ztosliwych poprzez zmiany w
sekwencji DNA [84].

Polimorfizm i mutacja to nie to samo. Najczestszg przyczyng wystgpienia mutacji jest
dziatanie czynnika mutagennego (cze¢$¢ mutacji moze powstawaé réwniez spontanicznie),
natomiast wystgpienie polimorfizmu moze wynika¢ z przystosowywania si¢ organizmu do
zmiennych czynnikow §rodowiskowych. Polimorfizm wystepuje w populacji z czgstoscia
wigksza niz 1% podczas gdy mutacja jest rzadsza dotyczy mniej niz 1% populacji.

W procesie transformacji nowotworowej oprécz mutacji w protoonkogenach i genach
supresorowych istotne znaczenie mogg mie¢ réwniez polimorfizmy genetyczne warunkujace
zmian¢ w sekwencji aminokwasowej bialek lub wplywajace na miejsce wigzania czynnikow
transkrypcyjnych [85].

Polimorfizmy te, w tym polimorfizmy pojedynczych nukleotydow moga wptywac
zarOwno na zmian¢ ryzyka zachorowania na nowotwodr jak 1 na efektywnos$¢ terapii
odgrywajac istotng role w transporcie, metabolizmie oraz dystrybucji tkankowej i eliminacji

leku [86, 87].
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Od wersji polimorficznej genu moze zaleze¢ regulacja ekspresji przez onkogeny, co
moze mie¢ znaczenie dla rokowania w raku. Jezeli bowiem, wsrod alleli genu znajdzie si¢
taki, ktorego ekspresja wskutek oddziatywania z aktywnymi onkogenami lub ich produktami
bedzie podwyzszona w stosunku do innych alleli, to jego wykrycie we krwi pozwoli na dobor
odpowiedniej terapii na przyktad radykalnego zabiegu chirurgicznego z nastepujgcymi po nim
chemio- i radioterapig. Dodatkowa terapia nie musiataby towarzyszy¢ operacji w przypadku
wystapienia wersji allelicznej, ktorej ekspresja jest utrzymywana na niezmienionym poziomie
bez wzgledu na proces transformacji nowotworowej w komorce. Stwarza to potencjalne
mozliwo$ci wykorzystania polimorfizméw jako tatwo dost¢pnych markerow prognostycznych
w chorobach nowotworowych.

Mozna rozwazaé takze sytuacje, w ktorej allel o prawidlowym poziomie ekspresji
ulega mutacji na skutek proceséw transformacji nowotworowej. Wersja zmutowana genu
moze by¢ podatna na oddzialtywanie z onkogenami lub ich produktami, powodujac
podwyzszony poziom jego ekspresji. W takiej sytuacji zmieniona wersja genu, nie bedaca
wersja konstytutywng, nie mogtaby by¢ wykrywana we krwi, lecz jedynie w tkance objetej
procesem nowotworzenia, jednakze takze wowczas mozliwe jest zastosowanie
polimorfizméw jako markerow prognostycznych w raku. Na podstawie badan genetycznych
wariantow danego polimorfizmu mozna segregowac pacjentki do grupy zwigkszonego ryzyka
rozwoju raka.

Polimorfizm w genach kodujacych receptory hormonalne korelowano ze zmianami
czynnikow reprodukcyjnych i zwigkszonym ryzykiem raka jajnika w réznych populacjach.
Sposrdd receptorow hormonalnych receptor estrogenowy byl szeroko badany odno$nie
roznych grup etnicznych. Estrogeny to grupa zwigzkow majacych szczegdlne znaczenie dla
procesOw rozrodczych. Dziatanie estrogenu jest stymulowane poprzez receptor estrogenowy,
dimeryczne biatko jadrowe, ktore wiaze si¢ z DNA i kontroluje ekspresj¢ genow. Ekspresja
ER zachodzi w okreslonych tkankach, jajnika, macicy i piersi [88, 89].

Zwigkszone powinowactwo estrogenu do wigzania si¢ z jego receptorem jest
kluczowym mechanizmem w kontrolowaniu efektéw biologicznych [90,91].

ER i regulowany przez niego receptor progesteronu sg szczegoOlnie interesujace,
poniewaz ich poziomy bialka s3 zawsze podwyzszone w komodrkach stopnia
przednowotworowego i ztosliwego [92]. Podwyzszona ekspresja ER zachodzi w raku piersi i
zwigzana jest z korzystniejszym rokowaniem [93]. Istniejg dwa typy ER, ERa i ERB. Gen
ERo (ESR1) zostat zmapowany na 6q25.1, a jego dwa najczesciej opisywane polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu to ERa-397 PVUII (rs2234693) i ERa-351 Xbal (rs9340799).
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Polimorfizmy te znajdujg si¢ w pierwszym intronie genu ESR1 (Rycina 7) i zostaly juz
powigzane z Kkilkoma jednostkami chorobowymi kobiet, takimi jak wystgpowanie

osteoporozy [72, 73], raka piersi i jajnika [75-78].

Rycina 7. Struktura genu receptora estrogenowego a z uwzglednieniem potozenia wariantow

polimorficznych Xbal i Pvull.
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zwiekszonym ryzykiem raka jajnika [94, 95].

Weiderpass i wsp. doniesli, ze polimorfizm genu receptora a w raku jajnika moze
wptywac na proliferacje komoérek i antyapoptoze (mechanizmy lub substancje, ktdre hamuja
lub zapobiegaja apoptozie, czyli zaprogramowanej §mierci komoérki) w zwiazku z czym moze
wpltywac na podatno$¢ danej osoby na wystepowanie raka jajnika [96].

Bardin i wsp. wykazali, ze nie bylo znaczacych réznic w poziomach mRNA ESR1 w
prawidtowych tkankach jajnikach, tagodnych guzach i rakach jajnika [97].

Badanie przeprowadzone przez Doherty'egoi wsp. wykazalo, ze allel T rs2295190
byt zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem inwazyjnego raka jajnika [98].
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Przeprowadzone w przedstawionej pracy badania dotyczyly znaczenia
polimorfizmoéw pojedynczych nukleotyddw genu ESR1 jako czynnika ryzyka wystapienia
nowotworow jajnika. Badania te s niezwykle istotne ze wzgledu na fakt, ze w chwili obecnej
nie ma metody, ktora spetniataby warunki screeningu w przypadku raka jajnika. Niezwykle
istotne jest wigc wyodrgbnienie pacjentek z grup ,,wysokiego ryzyka” oraz ich $cista kontrola.
Przeprowadzone badania mogg przyczyni¢ si¢ do poznania podtoza molekularnego rozwoju
badanego nowotworu. Moga mie¢ takze implikacje kliniczne umozliwiajagc poprawe
wczesniejszego rozpoznawania choréb nowotworowych a w efekcie wydtuzenie czasu
przezycia chorych na raka jajnika.

Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu ze wzgledu na ich duza czgstotliwos¢ i
stosunkowo réwnomierne rozmieszczenie w genomie cztowieka znalazty zastosowanie jako
markery genetyczne. Polimorfizmy wykorzystuje si¢ do dokladnego mapowania loci
chorobowych i do badan asocjacji genéw kandydujacych. Analiza asocjacji i powigzan z
zastosowaniem SNP sa interesujace w aspekcie ich diagnostycznego wykorzystania. To
wykorzystanie jest mozliwe dzigki ich stabilnemu dziedziczeniu przez pokolenia. W
publicznych bazach danych dostepna jest duza liczba SNPs. Dlatego badania asocjacji i
doktadne mapowanie loci chorobowych sg bardzo praktyczne i szeroko wykorzystywane.

Podsumowujgc przytoczone wczesniej informacje wedtug danych statystycznych z
ostatnich lat zachorowalno$¢ na raka jajnika na $§wiecie stale rosnie. Bardzo zréznicowang
czestos¢ wystepowania obserwuje sie na réznych kontynentach, regionach geograficznych,
rasach i grupach etnicznych. Nowotwory te najczesciej dotykaja kobiet po menopauzie i sa
zwykle diagnozowane (70%) w poéznych stadiach. Pomimo ulepszen w technikach
chirurgicznych i wprowadzenia nowych metod chemioterapii, pigcioletni wskaznik przezycia
pacjentek z rakiem jajnika pozostat zasadniczo niezmieniony i wynosi obecnie okoto 30-40%.
W analizie epidemiologicznej wyrdznia si¢ szereg czynnikOw zwigzanych z wystepowaniem
raka jajnika. Stopien zaawansowania jest najwazniejszym czynnikiem prognostycznym. W
celu oceny stopnia zaawansowania klinicznego ztosliwych nowotworow jajnika
Mig¢dzynarodowa Federacja Ginekologii i Potoznictwa (FIGO) opracowata odpowiednig
klasyfikacj¢ tych nowotworow. Guzy jajnika charakteryzuja si¢ duzg réznorodno$cig cech
morfologicznych i biologicznych. Na podstawie ustalonego stadium klinicznego i dojrzatosci
dobiera si¢ optymalng metode¢ leczenia chirurgicznego i chemioterapii w celu osiggniecia jak
najwigkszej cytoredukcji guza. Okoto 5-10% przypadkdw raka jajnika jest dziedzicznych.
Zlokalizowano dwa geny podatnosci na raka jajnika: BRCAL i BRCA2, ktérych mutacje

dziedziczone sa w sposob autosomalny dominujacy. Nalezy dodaé, ze badania wyzej
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wymienionych gendéw nie wyjasniajg wszystkich rodzinnych skupisk przypadkéw raka
jajnika. Alternatywnym modelem jest zatozenie kombinacji licznych, czgstych wariantow
genetycznych niskiego ryzyka, na przyktad réznych alleli polimorficznych. W 60%
przypadkow raka jajnika stwierdza si¢ znacznie podwyzszony poziom receptorow ERa.
Receptor ERa. jest kodowany przez gen ESR1, wigc jego polimorfizmy mogg by¢ badane
jako potencjalne markery molekularne raka jajnika. Badane polimorfizmy pojedynczych
nukleotydow mogg stanowi¢ grupe nowych czynnikéw ryzyka rozwoju nowotwordw, a ich
analiza moze by¢ wykorzystana do kwalifikacji pacjentow do grupy pacjentow o wysokim
ryzyku rozwoju choroby. Ponadto mogg by¢ niezwykle przydatne w ocenie indywidualnego
ryzyka rozwoju choroby u 0s6b bez objawow raka. Wyniki badan w przysztosci moga zostaé
wykorzystane do poprawy wczesnej diagnostyki nowotwordw i w efekcie wydtuzenia czasu

przezycia pacjentow z tymi nowotworami.
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2. Cel pracy

Celem pracy jest:

1. Okreslenie polimorfizmu pojedynczych nukleotydow rs2234693 genu ESR1 w
preparatach raka jajnika kobiet w porownaniu do materiatu kontrolnego,

2. Okreslenie polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw rs9340799 genu ESR1 w
preparatach raka jajnika kobiet w porownaniu do materiatu kontrolnego,

3. Badanie korelacji polimorfizmow pojedynczych nukleotydow rs2234693 i rs9340799
genu ESR1 z uznanymi klasycznymi czynnikami kliniczno-patologicznymi,

4. Badanie korelacji miedzy polimorfizmami pojedynczych nukleotyddw rs2234693 i
rs9340799 genu ESR1 a ryzykiem rozwoju raka jajnika.

32



3. Materialy i metody

3.1. Charakterystyka pacjentek

W badaniu wzigto udziat 100 pacjentek z histologicznie potwierdzonym rozpoznaniem raka
jajnika. Do badan wykorzystano material archiwalny zgromadzony w archiwum Zakladu
Patomorfologii Klinicznej (w latach 2019-2023) w postaci bloczkéw parafinowych
zawierajacych wycinki z guzoéw nowotworowych jajnika. Wszystkie zdiagnozowane guzy
klasyfikowano wedlug kryteriow Migdzynarodowe] Federacji Ginekologii i Poloznictwa
(FIGO). Typowanie histologiczne i klasyfikacje wykonywano zgodnie z klasyfikacja WHO.
Prawidlowa tkanke jajnika pobrano od kobiet poddanych laparoskopii z powodu choréb
nieztosliwych (zmiany tagodne jajnika). 100 bloczkéw parafinowych, zawierajacych wycinki
z wyzej opisanych tagodnych zmian jajnika, zgromadzonych w archiwum Zaktadu
Patomorfologii Klinicznej ICZMP w Lodzi stanowito grupe kontrolng. Aby upewni¢ sig, ze
wybrany material histologiczny jest reprezentatywny dla tkanki nowotworowej i
nienowotworowej, kazda probka tkanki, zakwalifikowana do ekstrakcji DNA, zostala
poczatkowo sprawdzona przez patologa. DNA z prawidtowej tkanki jajnika (n = 100) stuzyto
jako kontrola. Grupe kontrolng stanowity osoby niespokrewnione, bez chorob przewlektych i
bez historii nowotworow jajnikéw lub innych.

Z bloczkow parafinowych zostaty pobrane po 2 skrawki grubosci 5 mikrometréw do 2
ml probowek typu Eppendorf. Badania histopatologiczne 1 genetyczne zostaty
przeprowadzone w Zaktadzie Patomorfologii Klinicznej ICZMP i Pracowni GenetyKi
Nowotworéw Zaktadu Patomorfologii Klinicznej ICZMP. Na badania uzyskano zgode¢
Komisji Bioetycznej nr 34/2025 przy Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi.
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Tabela 10. Liczba i wiek pacjentek z grupy badanej i grupy kontrolnej.

grupa badana (%) grupa kontrolna (%)
Liczebnos¢ grupy n=100 n=100
Wiek (zakres) 35-72 37-69
Wiek, érednia 52,11 + 10,65 59,10+10,11
<50 lat 16 (16,0) 26 (26,0)
>50 lat 84 (84,0) 74 (74,0)

Tabela 11. Charakterystyka typow histologicznych nowotworow jajnika uzytych do badan.

zmienna grupa badana (%)
typ histologiczny surowiczy 40 (40,0)
Sluzowy 4 (4,0)
endometrioidalny 31 (31,0)
jasnokomorkowy 2 (2,0)
niezré6znicowany 23 (23,0)
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Tabela 12. Charakterystyka kliniczno-patologiczna grupy badanej.

zmienna Grupa badana (%)
Stopien zroznicowania | G1 40 (40,0)
histopatologicznego G
(grading) G2 18 (53,0)
G3 42 (7,0)
stopien zaawansowania | | 39 (39,0)
klinicznego wg Kklasyfikacji
FIGO (staging) I 13 (13,0)
i 48 (48,0)
rozmiar guza (mm) >5cm 41 (41,0)
<5cm 59 (59,0)
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3.2. lzolacja DNA

Ekstrakcje DNA z materialu przeprowadzono przy uzyciu dostgpnego w sprzedazy zestawu
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy), zgodnie z instrukcja

producenta.

Proces deparafinizacji probki

Procedura deparafinizacji probki (skrawek parafinowy grubosci 5 mikrometrow umieszczony

w probdéwce typu Eppendorf)

1.

© N o o

Do probki umieszczonej w probéwce Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml dodawano 1200
ul ksylenu i mieszano przez worteksowanie pulsacyjne okoto 15s.

Wirowano probke 5 min w temperaturze pokojowej przy predkosci 12 000 RPM.
Usuwano delikatnie supernatant aby nie uszkodzi¢ osadu.

Dodawano 1200 pl etanolu (96%) do osadu i mieszano przez worteksowanie
pulsacyjne okoto 15 s.

Wirowano probke 5 min w temperaturze pokojowej przy predkosci 12 000 RPM.
Usuwano delikatnie supernatant aby nie uszkodzi¢ osadu.

Powtarzano etapy 1-6 siedem razy.

Uzyskany osad pozostawiano do drugiego dnia w temperaturze pokojowej w celu
odparowania etanolu i wysuszenia osadu.

Rozpuszczano wysuszony osad w 180 ul buforu ATL dostepnego w zestawie do
izolacji QlAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Niemcy) i przystgpowano do etapu
izolacji DNA.

. lzolacja DNA

Do uzyskanej w punkcie 9 mieszaniny dodawano 20 ul proteinazy K; mieszano przez

worteksowanie pulsacyjne i inkubowano probke w 56°C w tazni wodnej do calkowitej lizy —

okolo2 h

Po inkubacji mieszano probke przez worteksowanie pulsacyjne i dodawano 200 ul buforu

AL dostgpnego w zestawie QIAamp DNA FFPE Tissue Kit. Ponownie worteksowano.

Whprowadzano 200 pul 96% etanolu i mieszano przez worteksowanie 15 s.

Przenoszono zawarto$¢ probowki do kolumienek dostarczonych w zestawie do izolacji i

wirowano przy 8 000 RPM przez 1 min.
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. Usuwano probowke zbierajagca z ptynem i1 umieszczano kolumne w nowej probowce
zbierajacej; dodawano 500 pl roztworu phluczacego AWI1 dostepnego w zestawie do
kolumny i wirowano przy obrotach 8 000 RPM przez 1 min.

. Przemywano kolumienki ponownie 500 ul roztworem ptuczacym AW2 wirujac przy 14 000
RPM przez 3 min.

. Usuwano probowke z ptynem i prowadzono elucj¢ z uzyciem 100 pl roztworu elucyjnego
dostepnego w zestawie wirujac przy 8 000 RPM 1 min.

. Usuwano kolumng, probowke z przesaczem zawierajacym oczyszczone DNA szczelnie

zamykano i przechowywano w temp. -20°C.
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3.3. Spektrofotometryczna analiza czystosci i stezenia DNA

Czystos¢ otrzymanych preparatow DNA okreslano metoda spektrofotometryczna
poprzez dwukrotny pomiar absorbancji kazdej z probek przy dlugosci fali 260 nm i 280 nm.
Przyjetym kryterium czystosci DNA byta wartos¢ A260/A280 mieszczaca si¢ w granicach
1,8-2,0. Stezenie DNA okreslano metoda spektrofotometryczng na podstawie wartosci
absorbancji mierzonej przy dlugosci fali 260 nm. Wartos¢ ta odpowiadala nastgpujacym
zalezno$ciom:

10D =50 pug DNA/mI
Charakterystyke stopnia czystosci oraz stezenia DNA w preparatach badanych oraz materiale

kontrolnym zawarto w tabelach 13 oraz 14.

Tabela 13. Charakterystyka DNA wyizolowanego z preparatéw grupy badanej.

L.p. C [ug/ml] A260/280 A260 A280
1. 112,8 1,64 0,056 0,034
2. 1776,4 1,91 0,888 0,464
3. 256 1,74 0,128 0,074
4. 1642,7 1,86 0,821 0,442
5. 3117 1,88 1,559 0,829
6. 24529 1,93 1,226 0,636
7. 1137,8 1,81 0,569 0,314
8. 1816,7 1,77 0,908 0,513
9. 2017,56 1,86 0,742 0,483
10. 5581,6 1,87 2,791 1,492
11. 1557,7 1,81 0,779 0,43
12. 38825 1,88 1,941 1,032
13. 609,2 1,55 0,305 0,197
14. 141,2 1,49 0,071 0,047
15. 1353,1 1,82 0,677 0,371
16. 42172 1,89 2,109 1,113
17. 2161,9 1,84 1,081 0,589
18. 2051 1,86 1,025 0,55
19. 14924 1,86 0,746 0,4
20. 3569,9 1,86 1,785 1,961
21. 782,5 1,85 0,391 0,211
22. 2051,2 1,85 1,026 0,555
23. 5829,3 1,77 2,915 1,651
24. 760,8 1,67 0,38 0,228
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25. 951,7 1,45 0,476 0,329
26. 5066,2 1,85 2,533 1,37
27. 2559,6 1,87 1,28 0,686
28. 257,1 1,39 0,129 0,093
29. 2255,9 1,9 1,128 0,595
30. 294.,6 1,54 0,147 0,094
31. 98,9 1,49 0,049 0,033
32. 333,9 1,58 0,165 0,105
33. 110,2 1,78 2,755 1,588
34. 976,4 1,67 0,488 0,292
35. 647,7 1,66 0,324 0,195
36. 655,2 1,58 0,328 0,208
37. 534,9 1,64 0,267 0,163
38. 2017,9 1,84 1,009 0,549
39. 635,8 1,49 0,318 0,213
40. 543,6 1,14 0,272 0,239
41. 899,1 1,48 0,45 0,303
42, 741 1,54 0,371 0,241
43, 1603,8 1,6 0,802 0,501
44, 871,8 1,51 0,436 0,288
45. 12722 1,64 0,636 0,388
46. 745,7 1,53 0,373 0,243
47. 977,4 1,54 0,489 0,317
48. 878,8 1,56 0,439 0,282
49. 14945 1,66 0,747 0,45
50. 1019,4 1,6 0,51 0,319
51. 1769,7 1,23 0,885 0,72
52. 94,75 1,69 0,05 0,04
53. 1492,18 1,97 0,87 0,49
54. 215,04 1,79 0,13 0,08
55. 1379,87 1,92 0,80 0,46
56. 2618,28 1,94 1,53 0,87
57. 2060,44 1,99 1,20 0,67
58. 955,75 1,86 0,56 0,33
59. 1526,03 1,82 0,89 0,54
60. 1694,75 1,92 0,73 0,51
61. 4688,54 1,93 2,74 1,57
62. 1308,47 1,86 0,76 0,45
63. 3261,30 1,94 1,90 1,08
64. 511,73 1,60 0,30 0,21
65. 118,61 1,53 0,07 0,05
66. 1136,60 1,87 0,66 0,39
67. 3542,45 1,95 2,07 1,17
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68. 1816,00 1,90 1,06 0,62
69. 1722,84 1,92 1,00 0,58
70. 1253,62 1,92 0,73 0,42
71. 2998,72 1,92 1,75 2,06
72. 657,30 1,91 0,38 0,22
73. 1723,01 1,91 1,01 0,58
74. 4896,61 1,82 2,86 1,73
75. 639,07 1,72 0,37 0,24
76. 799,43 1,49 0,47 0,35
77. 4255,61 1,91 2,48 1,44
78. 2150,06 1,93 1,25 0,72
79. 215,96 1,43 0,13 0,10
80. 1894,96 1,96 1,11 0,62
81. 247,46 1,59 0,14 0,10
82. 83,08 1,53 0,05 0,03
83. 280,48 1,63 0,16 0,11
84. 92,57 1,83 2,70 1,67
85. 820,18 1,72 0,48 0,31
86. 544,07 1,71 0,32 0,20
87. 550,37 1,63 0,32 0,22
88. 449,32 1,69 0,26 0,17
89. 1695,04 1,90 0,99 0,58
90. 534,07 1,53 0,31 0,22
91. 456,62 1,17 0,27 0,25
92. 755,24 1,52 0,44 0,32
93. 622,44 1,59 0,36 0,25
94, 1347,19 1,65 0,79 0,53
95. 732,31 1,56 0,43 0,30
96. 1068,65 1,69 0,62 0,41
97. 626,39 1,58 0,37 0,26
98. 821,02 1,59 0,48 0,33
99. 738,19 1,61 0,43 0,30
100. 1255,38 1,71 0,73 0,47
Tabela 14. Charakterystyka DNA wyizolowanego z preparatow grupy kontrolnej.

L.p. C [ug/ml] A260/280 A260 A280
1. 122,95 1,8204 0,05992 0,03774
2. 1936,28 2,1201 0,95016 0,51504
3. 279,04 1,9314 0,13696 0,08214
4. 1790,54 2,0646 0,87847 0,49062

40




5. 3397,53 2,0868 1,66813 0,92019
6. 2673,66 2,1423 1,31182 0,70596
7. 1240,20 2,0091 0,60883 0,34854
8. 1980,20 1,9647 0,97156 0,56943
9. 2199,14 2,0646 0,79394 0,53613
10. 6083,94 2,0757 2,98637 1,65612
11. 1697,89 2,0091 0,83353 0,4773
12. 4231,93 2,0868 2,07687 1,14552
13. 664,03 1,7205 0,32635 0,21867
14. 153,91 1,6539 0,07597 0,05217
15. 1474,88 2,0202 0,72439 0,41181
16. 4596,75 2,0979 2,25663 1,23543
17. 2356,47 2,0424 1,15667 0,65379
18. 2235,59 2,0646 1,09675 0,6105
19. 1626,72 2,0646 0,79822 0,444

20. 3891,19 2,0646 1,90995 2,17671
21. 852,93 2,0535 0,41837 0,23421
22. 2235,81 2,0535 1,09782 0,61605
23. 6353,94 1,9647 3,11905 1,83261
24. 829,27 1,8537 0,4066 0,25308
25. 1037,35 1,6095 0,50932 0,36519
26. 5522,16 2,0535 2,71031 1,5207
27. 2789,96 2,0757 1,3696 0,76146
28. 280,24 1,5429 0,13803 0,10323
29. 2458,93 2,109 1,20696 0,66045
30. 321,11 1,7094 0,15729 0,10434
31. 107,80 1,6539 0,05243 0,03663
32. 363,95 1,7538 0,17655 0,11655
33. 120,12 1,9758 2,94785 1,76268
34. 1064,28 1,8537 0,52216 0,32412
35. 705,99 1,8426 0,34668 0,21645
36. 714,17 1,7538 0,35096 0,23088
37. 583,04 1,8204 0,28569 0,18093
38. 2199,51 2,0424 1,07963 0,60939
39. 693,02 1,6539 0,34026 0,23643
40. 592,52 1,2654 0,29104 0,26529
41. 980,02 1,6428 0,4815 0,33633
42. 807,69 1,7094 0,39697 0,26751
43. 1748,14 1,776 0,85814 0,55611
44, 950,26 1,6761 0,46652 0,31968
45. 1386,70 1,8204 0,68052 0,43068
46. 812,81 1,6983 0,39911 0,26973
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47. 1065,37 1,7094 0,52323 0,35187
48. 957,89 1,7316 0,46973 0,31302
49, 1629,01 1,8426 0,79929 0,4995
50. 1111,15 1,776 0,5457 0,35409
51. 1928,97 1,3653 0,94695 0,7992
52. 117,312 1,8532 0,05712 0,03672
53. 1847,456 2,1583 0,90576 0,50112
54. 266,24 1,9662 0,13056 0,07992
55. 1708,408 2,1018 0,83742 0,47736
56. 3241,68 2,1244 1,59018 0,89532
57. 2551,016 2,1809 1,25052 0,68688
58. 1183,312 2,0453 0,58038 0,33912
59. 1889,368 2,0001 0,92616 0,55404
60. 2098,262 2,1018 0,75684 0,52164
61. 5804,864 2,1131 2,84682 1,61136
62. 1620,008 2,0453 0,79458 0,4644
63. 4037,8 2,1244 1,97982 1,11456
64. 633,568 1,7515 0,3111 0,21276
65. 146,848 1,6837 0,07242 0,05076
66. 1407,224 2,0566 0,69054 0,40068
67. 4385,888 2,1357 2,15118 1,20204
68. 2248,376 2,0792 1,10262 0,63612
69. 2133,04 2,1018 1,0455 0,594

70. 1552,096 2,1018 0,76092 0,432

71. 3712,696 2,1018 1,8207 2,11788
72. 813,8 2,0905 0,39882 0,22788
73. 2133,248 2,0905 1,04652 0,5994
74. 6062,472 2,0001 2,9733 1,78308
75. 791,232 1,8871 0,3876 0,24624
76. 989,768 1,6385 0,48552 0,35532
77. 5268,848 2,0905 2,58366 1,4796
78. 2661,984 2,1131 1,3056 0,74088
79. 267,384 1,5707 0,13158 0,10044
80. 2346,136 2,147 1,15056 0,6426
81. 306,384 1,7402 0,14994 0,10152
82. 102,856 1,6837 0,04998 0,03564
83. 347,256 1,7854 0,1683 0,1134
84. 114,608 2,0114 2,8101 1,71504
85. 1015,456 1,8871 0,49776 0,31536
86. 673,608 1,8758 0,33048 0,2106
87. 681,408 1,7854 0,33456 0,22464
88. 556,296 1,8532 0,27234 0,17604
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89. 2098,616 2,0792 1,02918 0,59292
90. 661,232 1,6837 0,32436 0,23004
91. 565,344 1,2882 0,27744 0,25812
92. 935,064 1,6724 0,459 0,32724
93. 770,64 1,7402 0,37842 0,26028
94. 1667,952 1,808 0,81804 0,54108
95. 906,672 1,7063 0,44472 0,31104
96. 1323,088 1,8532 0,64872 0,41904
97. 775,528 1,7289 0,38046 0,26244
98. 1016,496 1,7402 0,49878 0,34236
99. 913,952 1,7628 0,44778 0,30456
100. 1554,28 1,8758 0,76194 0,486

3.4. Analiza wybranych polimorfizmoéw genu ESR1

Na podstawie danych dostgpnych w bazie SNP NCBI (ang. National Center for
Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) wybrano dwa polimorfizmy
pojedynczych nukleotydéw zlokalizowane w genie ESR1. Wpybrane SNP to
NC_000006.11:9.152163335T>C  (rs2234693) oraz NC_000006.11:9.152163381A>G
(rs9340799). Analizg czestos$ci wystepowania wyzej wymienionych polimorfizméw w grupie
pacjentek z nowotworami jajnika jak i w grupie kontrolnej przeprowadzono
z wykorzystaniem reakcji PCR potaczonej z analizg restrykcyjng, PCR-RFLP (ang.
Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragments Length Polymorphism). Wybrane
fragmenty genu ESR1 poddano amplifikacji, a nastgpnie trawieniu przy uzyciu enzymow
restrykcyjnych - rs2234693 (Pvull); rs9340799 (Xbal). Sekwencje nukleotydowe uzytych

starterOw byty nastgpujace:
starter przedni . 5-CTG CCACCC TAT CTG TATCTT TTCCTATTC TCC-3'
starter wsteczny 5-TCT TTC TCT GCC ACC CTG GCG TCG ATT ATC TGA-3'

Ponizej przedstawiono sekwencj¢ nukleotydowa amplifikowanego obszaru o dlugosci 1387

par zasad z zaznaczeniem miejsc cigcia przez zastosowane enzymy restrykcyjne.
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ctgccaccctatctgtatcttttcctattctcctccaagttctcaaaggaatgecttcccteattttcatctccttacattccatctg
ctgaattttggcttgtgcctgtacctgtctaaggaaactccttgctaagagtctgetttgtcaggtctgaattcacttaaccag
tctttgctttgttggacttctctgccccatttgecattcttgatcatcctctccataaacctttctacttaaageattttacttccttatt
ttcttggttttcctagaatctccttactgttcattttcagcttcctitctgtgticctcttctcttcctacatttttttttagctttctactttctt

aaagcattttacttccttattttcttggttttcctagaattttcttactgttcattttcagtttecttictgtgttc ctetgattgtetetetttc
tacattttttttttctgtgttcctctgattttcacgcagtctggagttgtcatgatcaatcatagcctactgcagectcgacatcct

aggctcaagtgattctcccacctcagccttacaagtagctaggactacagtcacacatcaccattctcagctaattttttta
agaagcatttttatagagatggagtcttgctatattgtgcaggctgggctcaaactacagggcttaaacaattctcctgctt
tggcctcccaaagtgetgggattccaggceatgaaccaccatgetcagtetctacatgttcctaaagaggagttttgaata
ttgaagaacagtattttcaaattacattattcaagttataaaaactgatatccagggttatgtggcaatgacgtaaaaattt

gaattgttattttittgacacatgttctgtgttgtccatcagttcatctgagttccaaatgtcccag(Pvull)ctdittttatgetttgt
ctctgtttcccagagaccctgagtgtggt(Xbal)ctagagttgggatgageattggtetctaatggtictgaaataattgta
tattcctgcaaaaacattaagtctattagaaaccagctaatttcattttgtcatttttataggtaacatattctggtgcaggtag
tatgtttttaaaacaagtttgcaataaacaatttcccctcaaggttaatataataggcaacaccttttgctgcaacagacgg
caagaggtaatgaaagattagcttacattatgattcattatttcaaaatgtcaggataaagtggatctgctgcatctccca

gagagtgcatgttttgcttttctaatgttaatggatttactgtttttttccccccaggccaaattcagataatcgacgccagggt

ggcagagaaaga
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Reakcje PCR prowadzono w koncowej objetosci 10 pl. Mieszanina reakcyjna
zawierata okolo 50 ng genomowego DNA, 1 ul 5uM roztworu kazdego ze starterow, 1 pl
GeneAmp 10x PCR Buffer z MgCl. (Applied Biosystems, USA), 0,2 pl polimerazy
AmpliTag Gold® (5U/ul) (Applied Biosystems, USA), 1 ul dNTP o stezeniu 10 uM dla
kazdego z deoksyrybonukleotydow oraz wodg. Denaturacja wstgpna prowadzona byta przez 5
minut w temperaturze 95°C, nast¢pnie wybrany fragment badanego genu amplifikowano
podczas trwania 40 cykli o nastgpujacych parametrach: 30 s w temperaturze 95°C, 1 minuta w
temperaturze 62 °C oraz 1 minuta w 72°C. Koncowa elongacj¢ prowadzono w temperaturze
72°C przez 10 minut.

Uzyskane w wyniku amplifikacji DNA produkty poddawano trawieniu trwajagcemu 16
godzin w 37°C, przy uzyciu enzymow restrykcyjnych dostgpnych komercyjnie - Pvull i Xbal
(New England Biolabs, USA). Naste¢pnie produkty reakcji poddawano elektroforezie w 2%
zelu agarozowym, barwiono bromkiem etydyny i wizualizowano w $wietle ultrafioletowym.

Wielkos$¢ produktéw uzyskanych w analizie polimorfizmu Pvull (rs2234693, T/C) oraz
w analizie polimorfizmu Xbal (rs9340799, A/G) zestawiono w tabeli 15.

Tabela 15. Wielko$¢ produktéw uzyskanych w analizie polimorfizmu Pvull (rs2234693, T/C)
oraz w analizie polimorfizmu Xbal (rs9340799, A/G).

polimorfizm Pvull (rs2234693); pary zasad TT - 1374

TC - 1374, 934, 440
CC - 934, 440

polimorfizm Xbal (rs9340799); pary zasad AA _ 1374

AG — 1374, 981, 393
GG - 981, 393
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3.5. Analiza statystyczna

Opracowanie statystyczne uzyskanych wynikow wykonane zostalo przy pomocy
programu STATISTICA 11 (StatSoft, Polska), Chaplin 1.2 (genetics.emory.edu) oraz
THESIAS (www.genecanvas.org). Wplyw polimorfizméw genu ESR1 na ryzyko
zachorowania na raka jajnika oceniano na podstawie ilorazu szans (OR, ang. odds ratio) wraz
z 95% przedziatem ufnosci (PU), ktory wyznaczano przy uzyciu modelu regres;ji logistyczne;j.
W tym przypadku OR pozwala oceni¢ ile razy wzrasta/zmniejsza si¢ ryzyko wystapienia
choroby przy wzroscie/spadku o jednostke zmiennej traktowanej jako czynnik ryzyka.

W celu sprawdzenia czy w badanych populacjach zachowane jest prawo réwnowagi
Hardy-Weinberga, skorzystano z programu do obliczen na stronie www.ihg.gfs.de (Institute
of Human Genetics, Technical University Munich and Helmholtz Center Munich). Dla
zbadania wptywu haplotypow genu ERS1 na ryzyko wystapienia choroby nowotworowe;j
zastosowano programy Chaplin 1.2 oraz THESIAS.

Wszystkie testy statystyczne przeprowadzane byly przy poziomie istotnosci o = 0,05.
Oceny zgodnosci rozktadu wartosci badanych zmiennych z rozkltadem normalnym
dokonywano przy pomocy testu Shapiro-Wilka. W celu weryfikacji hipotezy o istotnosci
wieku w grupie badanej i kontrolnej zastosowano analize¢ 2. Wynik uznawano za istotny

statystycznie przy poziomie istotnosci p mniejszym niz 0,05.
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3.6. Analiza polimorfizmu Pvull (rs2234693, T/C) w genie ESR1

Analiza wystgpowania polimorfizmu Pvull (rs2234693, T/C) w genie ESR1 zostala
przeprowadzona przy uzyciu techniki RFLP-PCR w grupie 100 kobiet ze zdiagnozowanym
nowotworem jajnika oraz w grupie 100 kobiet, u ktérych nie stwierdzono choroby
NOWotworowej.

Schemat przewidywanych wielkosci fragmentow DN A uzyskanych w wyniku trawienia
enzymem restrykcyjnym Pvull przedstawiono na rycinie 8. Przyktadowy obraz rozdziatu
elektroforetycznego produktéw reakcji RFLP-PCR dla polimorfizmu Pvull (rs2234693, T/C)

przedstawiono na rycinie 9.

TT CT CC
Pvull
1374 pz _—
934 pz |
CAG/CTG
4
GTC/GAC 440 pz .

Rycina 8. Schemat przewidywanych wielkosci fragmentoéw DNA uzyskanych w wyniku
trawienia enzymem restrykcyjnym Pvull w genie ESR1, (T) allel prawidtowy, (C) allel

zmutowany.
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Rycina 9. Przyktadowy obraz rozdziatu elektroforetycznego produktu reakcji RFLP-PCR dla
polimorfizmu Pvull (rs2234693, T/C) w genie ESR1, M — wzorzec wielkosci fragmentow

DNA, (T) allel prawidtowy, (C) allel zmutowany.
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3.7. Analiza polimorfizmu Xbal (rs9340799, A/G) w genie ESR1

Analiza wystgpowania polimorfizmu Xbal (rs9340799, A/G) w genie ESR1 zostata
przeprowadzona przy uzyciu techniki RFLP-PCR w grupie 100 kobiet ze zdiagnozowanym
nowotworem jajnika oraz w grupie 100 kobiet, u ktorych nie stwierdzono choroby

nowotworowej.

Schemat przewidywanych wielko$ci fragmentdow DNA uzyskanych w wyniku trawienia
enzymem restrykcyjnym Xbal przedstawiono na rycinie 10. Przyktadowy obraz rozdziatu
elektroforetycznego produktow reakcji RFLP-PCR dla polimorfizmu Xbal (rs9340799, A/G)

przedstawiono na rycinie 11.

AA AG GG
Xbal
1374 pz _—
981 pz [ ]
T/ICTAGA .
AGATC/T Pz —

Rycina 10. Schemat przewidywanych wielkosci fragmentéw DNA uzyskanych w wyniku
trawienia enzymem restrykcyjnym Xbal w genie ESR1, (A) allel prawidtowy, (G) allel

zZmutowany.
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AGGG M AG GG GG GG AG AG AG AG GG GG

E ——

M GG AG AG GG AG AG GG GG AA AG GG AG

Rycina 11. Przyktadowy obraz rozdzialu elektroforetycznego produktu reakcji RFLP-PCR
dla polimorfizmu Xbal (rs9340799, A/G) w genie ESR1, M — wzorzec wielko$ci fragmentow

DNA, (A) allel prawidtowy, (G) allel zmutowany
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4. Wyniki
Wystepowanie poszczegolnych genotypow i czestos¢ alleli polimorfizmu rs2234693 genu

ESR1 w grupie z rakiem jajnika i w grupie kontrolnej

Wsrdd badanych kobiet (100) z rakiem jajnika u 24 (24%) os6b stwierdzono genotyp TT, u
51 0s6b (51 %) genotyp TC, a u 25 (25 %) 0s6b genotyp CC (tabela 16).

W tej grupie czestos¢ alleli wynosita odpowiednio: allel T — 99 (49,5%), allel C — 101
(50,5%).

W grupie kontrolnej stwierdzono genotyp TT w 36 przypadkach (36%), TC w 47
przypadkach (47%) i CC w 17 przypadkach (17%)

Rozktad alleli przedstawiat si¢ nastepujaco — allel T 49,5%, allel C- 50,5%

Genotyp CC wystepowal ze statystycznie istotnie wigksza czestoscia w grupie badanej w

porownaniu z kontrolg (p<0.05).

Tabela 16. Rozktady genotypoéw oraz czestosci alleli polimorfizmu rs2234693 genu ESR1 w

grupie 0sob z rakiem jajnika i w grupie kontrolnej.

Pacjentki (n= 100) Kontrola (n=100) OR (95% PU)? p°
liczebnos¢ | (%) liczebnos¢ | (%)
TT 24 24,0 36 36,0 1.00 Ref.
TC 51 51,0 47 47,0 1,62 (0,84-3,12) | 0.095
cC 25 25,0 17 17,0 2.21(0,98-4,92) | 0.041
T 99 49,5 119 59,5 1.00 Ref.
C 101 50,5 81 40,5 1,49 (1,01-2,22) | 0.028

4 Analiza ilorazu szans (OR - iloraz szans, PU - przedziat ufnosci 95%)

b dla testu %2 zgodnosci z rozktadem przewidywanym przez prawo Hardy ego-Weinberga
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Rycina 12. Rozktad genotypow TT, TC i CC polimorfizmu rs2234693 genu ESR1 w grupie
badanej (kolor bialy) i w grupie kontrolnej (kolor szary).

60 -

30 + Ogrupa badana
- L grupa kontrolna
10 +
g T T T T T

TT TC CC T C
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Wystepowanie poszczegélnych genotypow i czestos¢ alleli polimorfizmu rs9340799 genu

ESR1 w grupie z rakiem jajnika i w grupie kontrolnej

Wsrod badanych kobiet (100) z rakiem jajnika u 42 (42%) osob stwierdzono genotyp AA, u
40 0s6b (40 %) genotyp AG, a u 18 (18 %) 0s6b genotyp GG (tabela 17).

W tej grupie czgstosc¢ alleli wynosita odpowiednio: allel A — 62 (62%), allel G — 38 (38%).

W grupie kontrolnej stwierdzono genotyp AA w 49 przypadkach (49%), AG w 43
przypadkach (43%) i GG w 8 przypadkach (8%)

Rozktad alleli przedstawiat si¢ nastgpujaco — allel A 70,25%, allel G- 29,75%

Genotyp GG wystepowal ze statystycznie istotnie wicksza czgstoscia w grupie badanej w

porownaniu z kontrolg (p<0.05).

Tabela 17. Rozktady genotypow oraz czestosci alleli polimorfizmu rs9340799 genu ESR1 w

grupie 0s6b z rakiem jajnika i w grupie kontrolnej.

Pacjentki (n= 100) Kontrola (n=100) OR (95% PU)? p°
liczebnos¢ | (%) liczebnos¢ | (%)
AA 42 42,0 49 49,0 1.00 Ref.
AG 40 40,0 43 43,0 1,08 (0,60-1,96) | 0.453
GG 18 18,0 8 8,0 2,62 (1,04-6,64) | 0.031
A 62 62,0 141 70,5 1.00 Ref.
G 38 38,0 59 29,5 1,69 (1,01-2,83) | 0.030

4 Analiza ilorazu szans (OR - iloraz szans, PU - przedziat ufnosci 95%)

bdla testu x2 zgodnosci z rozktadem przewidywanym przez prawo Hardy’ego-Weinberga
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Rycina 13. Rozktad genotypow AA, AG i GG polimorfizmu rs9340799 genu ESR1 w grupie

badanej (kolor bialy) i w grupie kontrolnej (kolor szary).

80

/0

60

50

40

30

20

10

\\\}\\\\

AA

AG

GG

Ogrupa badana

grupa kontrolna

54



Czestos¢ wystepowania polimorfizmow rs2234693 i rs9340799 genu ESR1 w grupie

badanej i kontrolnej oraz wyliczona analiz¢ ryzyka wystgpienia choroby nowotworowej

jajnika przedstawiono w tabelach 18, 19, 20, 21 oraz na rycinach 14, 15, 16 oraz 17.

Tabela 18. Rozktad genotypow polimorfizmu rs2234693 genu ESR1 w grupie badanej i
kontrolnej oraz analiza ryzyka wystgpienia choroby nowotworowej jajnika.

SNP/genotyp | grupa badana (%)/grupa | OR (95% PU)? p OR (95% PU)P p
rs2234693 kontrolna (%)

(Pvull)

TT 24 (24,0)/36 (36,0) 1.00 Ref. 1.00 Ref.

TC 51 (51,0)/47 (47,0) 1,62 (0,84-3,12) | 0,095 |1,61(0,81-3,02) | 0,096
CcC 25 (25,0)/17 (17,0) 2,21 (0,99-4,92) |0,013 | 2,20(0,98-4,82) | 0,010
p-trend® 0,04

asurowy

b skorygowany na wiek
¢ addytywny model genetyczny (test Cochrana-Armitage)
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Rycina 14. Schemat rozktadu genotypow polimorfizmu rs2234693 genu ESR1 w grupie

badanej i kontrolnej.
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Tabela 19. Rozktad genotypow polimorfizmu rs2234693 genu ESR1 w grupie badanej i
kontrolnej — model dominujgcy i recesywny.

SNP/genotyp grupa badana | OR (95% PU)? p OR (95% PU)" p
rs2234693 (Pvull) | (%)/grupa  kontrolna

(%)
TClubCCvsTT® | 76 (76,0)/64 (64,0) 0,57 (0,31-1,03) 0,044 | 0,55 (0,30-1,01) 0,044
TClub TTvsCC® | 75(75,0)/83 (83,0) 1,62 (0,82-3,24) | 0,212 | 1,61(0,81-3,14) 0,102
dsurowy

® skorygowany na wiek
¢ dominujacy model genetyczny
¢ recesywny model genetyczny
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Rycina 15. Schemat rozktadu genotypéw polimorfizmu rs2234693 genu ESR1 w grupie
badanej i kontrolnej — model dominujacy i recesywny
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Tabela 20. Rozktad genotypow polimorfizmu rs9340799 genu ESR1 w grupie badanej i

kontrolnej oraz analiza ryzyka wystgpienia choroby nowotworowej jajnika.

SNP/genotyp | grupa badana | OR (95% PU)? p OR (95% PU)* | p
rs9340799 (%)/kontrolna (%)

(Xbal)

AA 42 (42,0)/ 49 (49,0) | 1.00 Ref. 1.00 Ref.

AG 40 (40,0)/43 (43,0) |1,08(0,59-1,97) |0,453 | 1,07 (0,57-1,95) | 0,450
GG 18 (18,0)/ 8 (8,0) 2,62 (1,03-6,64) |0,031 |2,60(1,01-6,04) | 0,030
p-trend® 0,002

 surowy

® skorygowany na wiek
¢addytywny model genetyczny (test Cochrana-Armitage)
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Rycina 16. Schemat rozktadu genotypow polimorfizmu rs9340799 genu ESR1 w grupie

badanej i kontrolnej.
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Tabela 21. Rozklad genotypow polimorfizmu rs9340799 genu ESR1 w grupie badanej i

kontrolnej — model dominujgcy i recesywny.

SNP/genotyp badana (%)/kontrolna | OR (95% PU)? p OR (95% PU)° p
rs9340799 (Xbal) (%)

AG lub GG vs AAc | 58 (58,0)/51 (51,0) 0,75 (0,43-1,31) |0,297 |0,75(0,42-1,31) | 0,195
AG lub AAvs GGd | 82 (82,0)/92 (92,0) 2,52 (1,04-6,11) 0,028 | 2,52 (1,04-6,10) | 0,028

a surowy

b skorygowany na wiek
¢ dominujacy model genetyczny
d recesywny model genetyczny
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Rycina 17. Schemat rozktadu genotypow polimorfizmu rs9340799 genu ESR1 w grupie
badanej i kontrolnej — model dominujacy i recesywny.

AG lub GG vs AA model dominujacy
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0 20 40 60 80 100

Ogrupa badana grupa kontrolna

Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze obecno$¢ genotypu CC (rs2234693) ponad
dwukrotnie zwigksza ryzyko wystgpienia choroby nowotworowej jajnika OR (95% PU) - 2,21
(0,99-4,92), p=0,013, natomiast obecnos¢ genotypu TT (rs2234693) znaczaco obniza ryzyko
zachorowania na ten typ nowotworu OR (95% PU) - 0,57 (0,31-1,03), p=0,044. Wiek kobiet
nie mial wplywu na czestos¢ wystepowania poszczegdlnych genotypow, ani na zwigzane z
nim ryzyko wystgpienia choroby. Wyniki analizy przedstawiono takze w postaci
skorygowanych ilorazéw szans.

W przypadku drugiego z badanych polimorfizméw - rs9340799, stwierdzono analogicznie do
poprzednich badan, ze obecnos¢ genotypu GG ponad dwukrotnie zwieksza ryzyko
wystgpienia choroby nowotworowej jajnika OR (95% PU) - 2,62 (1,03-6,64), p=0,031, co
potwierdzita analiza modelu recesywnego OR (95% PU) - 2,52 (1,04-6,11), p=0,028.
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Analiza haplotypdéw

Przeprowadzono analiz¢ haplotypow (zestawu polimorfizméw pojedynczych nukleotyddw
(SNP), potozonych na jednej chromatydzie, ktory dziedziczy si¢ jako zestaw sprzgzonych ze
sobg alleli) ESR1 — rs2234693- rs9340799.

Analiza haplotypéw genu ESR1 w odniesieniu do polimorfizmow rs2234693 i rs9340799
wykazata, ze sposrod badanych, w stopniu znamiennym statystycznie wystapienie uktadu
TCAG a zwlaszcza CCGG zwigzane moze by¢ ze znacznym podwyzszeniem ryzyka
wystapienia choroby nowotworowej u kobiet OR (95% CI) — 2,45 (0,98-6,10), p=0,041.

Szczegotowe wyniki analiz zestawiono w tabeli 22.

Tabela 22. Haplotypy genu ESR1 a ryzyko wystgpienia choroby nowotworowej jajnika.

Haplotypy grupa badana (%)/grupa kontrolna (%)  OR (95% PU)? p
(rs2234693;

rs9340799)

TT-AA 24 (24,0)/36 (36,0) 1,00 (referencyjny)

TC-AA 17 (17,0)/14 (14,0) 1,82 (0,76-4,37) 0,130
TC-AG 37 (37,0)/28 (28,0) 1,98 (0,97-4,04) 0,043
CC-AG 4 (4,0)/9 (9,0) 0,54 (0,15-1,91) 0,259
CC-GG 18 (18,0)/11 (11,0) 2,45 (0,98-6,10) 0,041
asurowy
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Rycina 18. Rozktad haplotypow badanych polimorfizméw pojedynczych nukleotydow genu
ESR1 w grupie badanej (kolor biaty) i w grupie kontrolnej (kolor szary).
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Analiza ryzyka wystapienia choroby nowotworowej jajnika w odniesieniu do

polimorfizmdw rs2234693 i rs9340799 genu ESR1 i cech kliniczno-patologicznych.

Rozktad czgstosci genotypow i alleli polimorfizmow rs2234693 i rs9340799 genu ESR1 w
zaleznosci od klasyfikacji FIGO (staging) i stopnia zréznicowania nowotworu G (grading)

prezentujg tabele 23-26.
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Tabela 23. Rozklad genotypow polimorfizmu rs2234693 w zaleznosci od stopnia

zaawansowania nowotworu wedtug klasyfikacji FIGO (staging).

($2234693 FIGO I (n=39) FIGO Il (n=13) FIGO Il (n=48)
Liczebnos¢ (%) Liczebnos¢ (%) Liczebnos¢ (%)

T 9 (23) 5(38) 10 (21)

TC 13 (33) 4 (31) 34 (71)

cC 17 (44) 4 (31) 4 (8)

T 31 (40) 14 (54) 54 (56)

C 47 (60) 12 (46) 42 (44)

Rycina 19. Rozktad genotypoéw polimorfizmu rs2234693 w zaleznosci od klasyfikacji FIGO

(staging).
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Tabela 24. Rozklad genotypow polimorfizmu rs2234693 w zaleznosci od stopnia

zroéznicowania histopatologicznego nowotworu (grading).

rs2234693 G1 (n=40) G2 (n=18) G3 (n=42)
Liczebnos¢ (%) Liczebnos¢ (%) Liczebnos¢ (%)

i 8 (20) 6 (33) 10 (24)

TC 15 (38) 5 (28) 31 (74)

CC 17 (42) 7 (39) 1(2)

T 31 (39) 17 (47) 51 (61)

C 49 (61) 19 (53) 33 (39)

Rycina 20. Rozklad genotypow polimorfizmu rs2234693 w zaleznosci od stopnia G

(grading).
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Tabela 25. Rozklad genotypow polimorfizmu rs9340799 w zaleznosci od stopnia

zaawansowania nowotworu wedtug klasyfikacji FIGO (staging).

(9340799 FIGO | (n=39) FIGO II (n=13) FIGO 11l (n=48)
Liczebnosé (%) Liczebnosé (%) Liczebnosé (%)

AA 19 (49) 3(23) 20 (42)

AG 11 (28) 8 (62) 21 (44)

GG 9 (23) 2 (15) 7 (14)

A 49 (63) 14 (54) 61 (64)

G 29 (37) 12 (46) 35 (36)

Rycina 21. Rozktad genotypow polimorfizmu rs9340799 w zalezno$ci od klasyfikacji FIGO
(staging).
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Tabela 26. Rozklad genotypdw polimorfizmu rs9340799 w =zaleznosci od stopnia

zroéznicowania histopatologicznego nowotworu (grading).

rs9340799 G1 (n=40) G2 (n=18) G3 (n=42)
Liczebnos¢ (%) Liczebno$¢ (%) Liczebnos¢ (%)
AA 14 (35) 8 (44) 20 (48)
AG 14 (35) 5 (28) 21 (50)
GG 12 (30) 5 (28) 1(2)
A 42 (53) 21 (58) 61(73)
G 38 (47) 15 (42) 23(27)

Rycina 22. Rozktad genotypow polimorfizmu rs9340799 w zaleznosci od stopnia G
(grading).
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Genotyp CC u pacjentow z G1 wystepowatl ze statystycznie istotnie wyzszym wskaznikiem
czestosci wystepowania (42%), podczas gdy homozygota TT wykazywala statystycznie
istotnie nizszy wskaznik czgstosci wystepowania (20%) w poréwnaniu z grupg kobiet z G2 +
G3 (C/C-13%, TT-27%). Allel C u pacjentow z G1 wystgpowal ze statystycznie istotnie
wyzszym wskaznikiem czgstoSci wystgpowania (61%), podczas gdy allel T wykazywat
statystycznie istotnie nizszy wskaznik czgstosci wystepowania (39%) w porownaniu z grupg
kobiet z G2 + G3 (T-57%, C-43%). Zaobserwowano statystycznie istotny wzrost czestosci
wystepowania homozygoty CC (OR 3,54; 95% CI 1,08-11.55, p = 0,031) u pacjentéw w
stopniu I, zgodnie z klasyfikacja FIGO.

Z kolei w przypadku polimorfizmu rs9340799 zaobserwowano statystycznie istotny wzrost
czestosci wystepowania homozygoty GG (OR 3,5; 95% CI 1,10-11.08, p = 0,029) u
pacjentéw z rozmiarem guza <5cm.

Genotyp GG u pacjentow z G1 wystepowat ze statystycznie istotnie wyzszym wskaznikiem
czestosci wystepowania (30%), w porownaniu z grupa kobiet z G2 + G3 (GG-10%). Allel G u
pacjentow z Gl wystepowal ze statystycznie istotnie wyzszym wskaznikiem czestosci
wystgpowania (47%), podczas gdy allel A wykazywat statystycznie istotnie nizszy wskaznik
czestosci wystepowania (53%) w porownaniu z grupg kobiet z G2 + G3 (G-32%, A-68%).

Wyniki powyzszych analiz zestawiono w tabelach 27 i 28.
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Tabela 27. Rozktady genotypoéw oraz czestosci alleli polimorfizmu rs2234693w grupie 0sob

z rakiem jajnika w zaleznosci od cech kliniczno-patologicznych.

rozmiar guza <5 cm (n=41) | Rozmiar guza>5cm (n=59) | OR (95% CI)* p°
rs223469 | Liczebnos¢ (%) Liczebno$¢ (%)
3
T 11 (26) 13 (22) 1.00 Ref
TC 15 (37) 36 (61) 0,49 (0,18-1,34) | 0,128
cc 15 (37) 10 (17) 1,77 (0,57-5,50) | 0,240
T 37 (45) 62 (53)
C 45 (55) 56 (47) 1,34 (0,77-2,37) | 0,187
FIGO I (n= 39) FIGO 11+11l (n=61)
TT 9 (23) 15 (25) 1.00 Ref
TC 13 (33) 38 (62) 057 (0.29-2,35) | 0.465
cC 17 (44) 8 (13) 3.54 (1.08-115) | 0.031
T 31 (40) 68 (56) 1.00 Ref
C 47 (60) 54 (44) 1,91 (1,07-3,40) | 0,019
G1 (n= 40) G2+G3 (n=60)
T 8 (20) 16 (27) 1.00 Ref
TC 15 (38) 36 (60) 0,83 (0,16-1,45) | 0,156
cc 17 (42) 8 (13) 4,25 (1,28-14,03) | 0,015
T 31 (39) 68 (57) 1.00 Ref
C 49 (61) 52 (43) 2,07 (1,17-3,68) | 0,001

4 Analiza ilorazu szans (OR - iloraz szans, PU - przedziat ufnosci 95%)

b dla testu 2 zgodnosci z rozktadem przewidywanym przez prawo Hardy’ego-Weinberga
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Tabela 28. Rozktady genotypdéw oraz czestoSci alleli polimorfizmu rs9340799 w grupie 0os6b

z rakiem jajnika w zaleznosci od cech kliniczno-patologicznych.

rozmiar guza <5 cm (n=41) | Rozmiar guza>5cm (n=59) | OR (95% CI)? | p°
rs9340799 | Liczebnos¢ Liczebno$¢
AA 13 (32) 29 (49) 1.00 Ref
AG 17 (41) 23 (39) 1,64 (0,67-4,08) | 0,196
GG 11 (27) 7(12) 3,5 (1,10-11,08)| 0,029
A 43 (52) 81 (68)
G 39 (48) 37 (32) 1,98 (1,11-3,56) | 0,015
FIGO I (n=39) FIGO I+l (n=61)
AA 19 (49) 23 (38) 1.00 Ref
AG 11 (28) 29 (48) 0,45 (0,18-1,15) | 0,075
GG 9 (23) 9 (14) 1,21(0,40-3,66) | 0,476
A 49 (63) 75 (61) 1.00 Ref
29 (37) 47 (39) 0,94 (0,53-1,69) | 0,484
G1 (n=40) G2+G3 (n=60)
AA 14 (35) 28 (47) 1.00 Ref
AG 14 (35) 26 (43) 1,07 (0,43-2,68) | 0,529
GG 12 (30) 6 (10) 4,0 (1,23-12,9) | 0,017
A 42 (53) 82 (68) 1.00 Ref
G 38 (47) 38(32) 1,95 (1,09-3,50) | 0,018

4 Analiza ilorazu szans (OR - iloraz szans, PU - przedziat ufnosci 95%)

bdla testu x2 zgodnosci z rozktadem przewidywanym przez prawo Hardy’ego-Weinberga

71




5. Wnioski

1. Nastepujace genotypy genu ESR1 wystepuja znamiennie statystycznie czeSciej u
chorych na raka jajnika i mogg powodowa¢ wzrost ryzyka zachorowania na powyzszy
nowotwor u kobiet:

-genotyp CC polimorfizmu rs2234693
-genotyp GG polimorfizmu rs9340799

2. Genotypem genu ESR1 powodujacym obniZenie ryzyka zachorowania na raka jajnika
jest genotyp TT polimorfizmu rs2234693

3. Wystepowanie haplotypéw TCAG a zwlaszcza CCGG genu ESR1 w odniesieniu do
polimorfizmow rs2234693 i rs9340799 moze by¢ zwigzane z podwyzszeniem ryzyka

zachorowania na raka jajnika.

4. W grupie pacjentek z rakiem jajnika wykazano korelacje pomiedzy polimorfizmami
rs2234693 i rs9340799 w tkankach rakow jajnika o najnizSzym stopniu
zaawansowania w porownaniu do rakoéw jajnika bardziej zaawansowanych, co moze

swiadczy¢ o zwigzku tych czynnikdéw ze stopniem zaawansowania nowotworu.

5. Wykazana zalezno$¢ miedzy polimorfizmami rs2234693 i rs9340799 genu ESR1 a
wystepowaniem raka jajnika moze wskazywaé na mozliwy potencjat prognostyczny

badanych wariantéw genetycznych.
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6. Dyskusja

Swiatowe raporty epidemiologiczne wskazuja na staly wzrost tendencji do zachorowania na
raka jajnika. Rak jajnika pomimo podejmowania duzych wysitkow zmierzajacych do jego
wczesnego wykrycia, stanowi trudny problem w ginekologii onkologicznej. Objawy raka
jajnika majg charakter nieswoisty i sg bardzo stabo wyrazane natomiast jego Symptomy sa

czesto mylnie utozsamiane z dolegliwosciami ze strony uktadu pokarmowego.

W chwili obecnej brak jest wiarygodnych metod diagnostycznych umozliwiajacych
wczesne rozpoznawanie raka jajnika [99-101]. Rak jajnika rozpoznawany jest pozno, w
zaawansowanych stadiach choroby poniewaz pierwsze niecharakterystyczne objawy sa czesto
ignorowane przez pacjentki. Mimo rosngcej wiedzy na temat raka jajnika nie udato si¢ dotad
opracowaé skutecznego testu przesiewowego dla tego nowotworu [102]. Niezwykle istotne

jest wigc wyodrebnienie pacjentek z grup ,,wysokiego ryzyka” oraz ich $cista kontrola.

Konieczna wydaje si¢ zatem identyfikacja nowych czynnikow ryzyka. Moga stac si¢
nimi na przyklad panele biomarkerow molekularnych. Zatem uzasadnione staje sie
poszukiwanie nowych markeréw molekularnych, aby w wigkszym stopniu moéc wykrywaé
mato zaawansowane guzy i stosowa¢ wzgledem nich leczenie, dajace najlepsze rokowanie.
Prace skupiajgce si¢ na poszukiwaniu markerow molekularnych staly si¢ inspiracja do
zaplanowania pracy badawczej stanowionej podstawe¢ prezentowanej dysertacji. Jako markery
genetyczne znajdujg zastosowanie polimorfizmy pojedynczego nukleotydu ze wzgledu na ich
duzg czgstotliwos¢ i stosunkowo rownomierne rozmieszczenie w genomie czlowieka.

Celem prezentowanej pracy jest wykazanie jakie warianty polimorficzne genu
receptora estrogenowego a mogg bra¢ udziat w powstawaniu raka jajnika oraz ktore warianty
genetyczne nie maja wplywu na ten proces nowotworzenia. Te ,pozytywne” jak i
»,hegatywne” markery nowotworzenia moga odgrywaé role w definiowaniu czynnikoéw
ryzyka raka jajnika u kobiet. Laczna ocena polimorfizméw daje szans¢ na wylonienie grupy
chorych o wysokim ryzyku zachorowania, co moze by¢ niezwykle uzyteczne w praktyce
medycznej, w ocenie indywidualnego ryzyka zachorowania u bezobjawowych nosicieli.
Wyniki przeprowadzonych badan moga mie¢ istotne implikacje kliniczne przyczyniajac si¢
nie tylko do poznania podloza molekularnego raka jajnika ale i poprawy wcze$niejszego
rozpoznawania chor6b nowotworowych a w efekcie wydluzenie czasu przezycia chorych na

pOwWyzszy nowotwor.
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Rak jajnika jest nowotworem hormonozaleznym [103-105]. Badania naukowe
dotyczace wptywu poszczegdInych hormondéw na raka jajnika caty czas trwaja. Hormonami
steroidowymi jajnika sg estrogeny [106, 107].

Estrogeny w fazie folikularnej stymuluja podziaty komorek nablonka oraz
fibroblastow. Dlugotrwata i nadmierna ekspozycja na estrogeny, nieprzeciwstawiona
antyproliferacyjnym dziataniem progesteronu, moze prowadzi¢ w konsekwencji do rozwoju
raka [108-110]. Estrogeny oddziatujg na komoérki poprzez receptory estrogenowe ERa i ERf
[62, 110].

Zaburzenie rownowagi miedzy ekspresjg receptora ERa 1 ERB moze wigc stanowic
kluczowy, krytyczny etap w estrogenozaleznej kancerogenezie.W prawidtowych komérkach
zar6wno nabtonka jajnikowego, jak i w komorkach nablonkowego raka jajnika stwierdzono
obecnos$¢ receptorow dla estrogenow. W 60% przypadkow raka wykrywa si¢ znacznie
podwyzszony poziom receptorow ERa [111-115].

Receptor ERa kodowany jest przez gen ESR1. Gen ESR1 jest genem polimorficznym
[116-119]. Gen ESR1 znajduje si¢ na chromosomie 6g25.1 i sktada si¢ z 8 eksonow. Pierwszy
intron i promotor genu zawierajag sekwencje regulacyjne dla innych introndbw. W ESR1
zidentyfikowano kilka polimorfizmow pojedynczego nukleotydu i polimorfizmow zmiennej
liczby powtorzen tandemowych tzw. sekwencji minisatelitarnych (VNTR, ang, variable
number of tandem repeats) (Rycina 23). Dwa polimorfizmy, ktore wptywajg na aktywnos¢
ER, najczesciej badane w genie ESR1 to SNP, rs2234693(Pvull) i rs9340799 (Xbal), ktére
pozostajg w nierOwnowadze sprz¢zen z polimorfizmem VNTR w regionie promotora [120].

Polimorficzny wariant genu ESR1 rs2234693 (Pvull) znajduje si¢ powyzej eksonu 2,
w pierwszej parze zasad intronu dtugosci 397 pz, w ktorym cytozyna jest zastgpiona tyming, a
zmiana ta jest identyfikowana przez endonukleaze¢ Pvull [121, 122]. Polimorfizm rs9340799
(Xbal), jest zlokalizowany 50 pz od miejsca polimorficznego Pvull [123], jest wariantem w

ktérym guanina jest zastgpiona adening.
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Rycina 23. Organizacja genu receptora estrogenowego o (ESR1) z zaznaczeniem pozycji

wariantow Xbal, Pvull i powtorzen TA [124].
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W przypadku polimorfizmu genu ESR1 Pvull wykazano, ze allel C tworzy cze$é
funkcjonalnego miejsca wigzania czynnika transkrypcyjnego B-myb, ktéry wzmacnia
transkrypcj¢ receptora estrogenowego [125]. Nadekspresja receptora estrogenowego
prawdopodobnie wyjasnia zwigzek allelu C z gorszym przezyciem. Obecnos¢ miejsca Pvull
odpowiadajgcego allelowi T moze prowadzi¢ do zmniejszonej ekspresji ESR1, a zatem efekty
dziatania estrogenu poprzez posrednie dzialanie ESR1 moga by¢ zmniejszone, co skutkuje
wzglednym niedoborem estrogenu.

Polimorfizm Pvull wplywa na splicing mRNA ESR1, co powoduje zmian¢ w
syntezie biatka ESR1 [126].

Mozliwe mechanizmy funkcjonalne przypisywane polimorfizmowi Xbal obejmuja
zmiang ekspresji genu ERo poprzez zmian¢ wigzania czynnikow transkrypceyjnych i wptyw na
alternatywny splicing tego genu. Przypuszcza si¢, ze czynnik transkrypcyjny B-myb moze
wplywac na funkcje Xbal [127] . Jednak jego znaczenie funkcjonalne pozostaje niejasne.

Opisano roznice w czestosci wystepowania polimorfizméw rs2234693 i rs9340799.
W zaleznos$ci od badanej populacji, allel T lub C zostal okre$lony jako czynnik protekcyjny
lub czynnik ryzyka w przypadku raka piersi [128-130].

Roznice w czgstosci wystgpowania polimorfizméw w zaleznosci od badanej
populacji zaobserwowano tez u pacjentek z pierwotng niewydolnos$cig jajnikow (ang. Primary

ovaria insufficiency, POI). POI definiuje si¢ jako hipogonadyzm hipergonadotropowy przed
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ukonczeniem 40. roku zycia. Badano zwigzek polimorfizmu w genie receptora estrogenowego
z rozwojem POI; jednak wyniki sg kontrowersyjne w roznych populacjach [131].

Polimorfizm rs2234693 i rs9340799 w ESR1 sa najlepiej zbadanymi wariantami u
kobiet cierpiacych na POI. Polimorfizm rs2234693 jest zwigzany z normalnym przebiegiem
menopauzy u kobiet koreanskich i holenderskich [132]. Ten polimorfizm badano réwniez u
kobiet chinskich, brazylijskich 1 europejskich, a wyniki ujawnily istotny zwigzek z
poczatkiem POI [133-135]. Inny polimorfizm w tym genie, rs9340799, zmniejsza ryzyko
wystgpienia POl w populacji koreanskiej. Jednakze nie stwierdzono zwigzku tego
polimorfizmu z POl w populacji kobiet chinskich i brazylijskich [133, 134, 136]. Ciekawe
wyniki uzyskali badacze iranscy. Haplotyp rs2234693T/rs9340799A byt zwigzany z
narazaniem na ryzyko POI [137].

Badania bedace metaanalizg wskazujg na zwigzek polimorfizmu genu ESR1 Pvull
ze zwigkszonym ryzykiem przedwczesnego wygasania czynnosci jajnikdw (ang. Premature
ovaria failure, POF). Przedwczesne wygasanie czynno$ci jajnikow to ustanie funkcji jajnika
przed 40. rokiem zycia. Przedwczesne wygaszanie funkcji jajnikow u kobiet rozpoznaje si¢ u
okoto 1 na 100 pacjentek przed 40. rokiem zycia. Prace badawcze wykazaty, ze polimorfizm
genu ESR1 Xbal nie jest zwigzany z ryzykiem POF w zaden sposob [138].

Polimorfizmy  rs9340799 i rs2234693 znajdujg si¢ w silnej nierdownowadze
sprzezen migdzy sobg. W tej chwili nie ma biologicznych dowodow na funkcjonalnos$¢ tych
SNP, chociaz ostatnie odkrycia potwierdzaja hipoteze, ze powyzsze polimorfizmy wplywaja
na aktywnos$¢ estrogenu, W wyniku regulacji transkrypcji genu ESR1 modulujac wigzanie
czynnika transkrypcyjnego. Badania asocjacyjne pozostajg kontrowersyjne z rdéznych
powodow: jednym z nich jest trudnos¢ w okresleniu allelu zwigzanego z chorobg, a drugim
zmiennos$¢ genetyczna wystgpujaca w kazdej populacji etnicznej i specyfika kazdego badania.
Istnieja badania asocjacyjne, ktore wykazaly zwigkszone ryzyko raka piersi [139-141],
osteoporozy [142, 143], a takze zmniejszone ryzyko endometriozy [144] w kontekscie
polimorfizméw rs9340799 i rs2234693. Niektore badania w endometriozie wykazaly
powiazane ryzyko z allelami T (rs2234693) i A (rs9340799), podczas gdy inne wykazaty
ryzyko zwigzane z allelami C (rs2234693) i G (rs9340799) [144].

Receptor estrogenowy o jest receptorem estrogenowym znajdujacym si¢ w
komorkach nablonka powierzchni jajnika. Dane literaturowe  wskazuja na wplyw
polimorfizméw genu receptora o rs2234693 oraz rs9340799 na wystepowanie nablonkowego
raka jajnika. Polimorfizm genu receptora o indukuje powstawanie nablonkowego raka jajnika

poprzez indukcje¢ proliferacji komorek i1 antypoptoze [96]. Wariant polimorficzny moze
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wpltywa¢ na podatno$¢ danej osoby na wystgpienie raka jajnika. Wykazano, ze allel T
polimorfizmu rs2295190 moze by¢ zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem inwazyjnego raka
jajnika [98].

Wsréd inwazyjnych rakoéw jajnika zwigzek z rs2295190 obserwowano dla podtypu
surowiczego oraz silng korelacje dla podtypu Sluzowego, przy czym nie obserwowano
zwigzku dla guzéow endometrioidalnych. Chociaz niektére dowody sugeruja, ze $§luzowe
inwazyjne i graniczne guzy jajnika moga mie¢ wspdlne pochodzenie [145], nie odnotowano
wyraznego zwigzku rs2295190 z ryzykiem §luzowych guzow granicznych.

Trwajg badania majgce na celu zrozumienie roli SNPs w raku jajnika.

W prezentowanej pracy celem bylo wykazanie czy polimorfizmy rs2234693 i
rs9340799 genu ESR1 moga bra¢ udzial w powstawaniu raka jajnika. taczna ocena
polimorfizméw moze umozliwi¢ wytonienie grupy chorych o wysokim ryzyku zachorowania
na nowotwor. Moze to mie¢ praktyczne medyczne zastosowanie W ocenie indywidualnego
ryzyka zachorowania u bezobjawowych nosicieli. W prezentowanej pracy badania zostaty
oparte o analize polimorfizmoéw konstytucyjnych o znaczeniu funkcjonalnym w wigkszosci
dotychczas niezbadanych u chorych na nowotwory jajnika. W pracy zastosowano badania
asocjacyjne. Sg to badania wlaczajace pacjentow z chorobg nowotworowsg i osoby nie
chorujgce na nowotwory w celu okreslenia czy wybrane zmiany SNP predysponujg do raka.
W prezentowanej pracy przedstawiono zwigzek poszczegdlnych SNP z charakterystyka
kliniczno-patologiczng raka jajnika. Polimorfizmy receptora estrogenowego o mogg zostac¢
wykorzystane jako czynnik predykcyjny, ktory umozliwia podjecie decyzji terapeutycznych.
Na tym moze polega¢ ich podstawowe znaczenie kliniczne. W chwili obecnej prace badawcze
koncentruja si¢ na analizach kilku zasadniczych polimorfizméw: Pvull, Xbal,i innych
znacznie rzadziej oznaczanych (rs746432,rs2077647 i rs532010). Obejmuja one oceng
znaczenia tych polimorfizméw w przypadku nowotworéw hormonozaleznych jak: rak
endometrium [62], sutka [146-148] czy jajnika [78]. Opisano rowniez, ze polimorfizmy ESR1
biorg udzial w odpowiedzi na hiperstymulacj¢ jajnikdw w badaniach wspomaganego rozrodu

[149].

W prezentowanej pracy analizowano znaczenie polimorfizméw pojedynczych
nukleotydow u chorych na raka jajnika. Warto zaznaczy¢, ze SNP z jednej strony
determinuje wystepowanie zjawiska zmiennosci DNA, jednak czesto przyczynia si¢ do
utworzenia zmian sekwencyjnych DNA, ktore w konsekwencji prowadza do wystepowanie

wielu chorob w tym nowotworow zlosliwych. W niniejszej pracy poddano analizie czestosé
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wystepowania wariantow polimorficznych genu ESRI u chorych na raka jajnika i w grupie
kontrolnej. Otrzymane wyniki skorelowano z cechami klinicznymi i patomorfologicznymi,
ktore moglyby mie¢ wpltyw na zachorowalno$¢ na raka jajnika.

Uzyskane w pracy wyniki wykazaly, ze obecno$¢ genotypu CC (rs2234693) ponad
dwukrotnie zwigksza ryzyko wystapienia choroby nowotworowe;j jajnika, natomiast obecnos¢
genotypu TT (rs2234693) znaczaco obniza ryzyko zachorowania na ten typ nowotworu. W
przypadku drugiego z badanych polimorfizméw rs9340799, obecnos¢ genotypu GG ponad
dwukrotnie zwieksza ryzyko wystgpienia choroby nowotworowej jajnika.

W przedstawionej dysertacji przeprowadzono analiz¢ haplotypow (zestawu
polimorfizméw pojedynczych nukleotyddéw, potozonych na jednej chromatydzie), ktory
dziedziczy sie jako zestaw sprz¢zonych ze sobg alleli. Analiza haplotypéw genu ESR1 w
odniesieniu do polimorfizméw rs2234693 1 rs9340799 wykazala, ze wystapienie uktadu
TCAG a zwlaszcza CCGG zwigzane moze byé ze znacznym podwyzszeniem ryzyka
wystgpienia raka jajnika.

W przypadku polimorfizmu rs2234693, obecno$é¢ genotypu CC (obecno$é allela C) jest
zwigzana ze Stopniem zaawansowania nowotworu oraz wigze si¢ z Stopniem jego
zroznicowania. W przypadku polimorfizmu rs9340799, obecnos¢ genotypu GG (obecnos¢
allela G) zwigzana jest z rozmiarem guza nowotworowego oraz stopniem anaplazji. Wiek
kobiet nie mial wplywu na czestos¢ wystgpowania poszczegdlnych genotypow, ani na
zwigzane z nim ryzyko wystgpienia choroby. Uzyskane wyniki sg zgodne z badaniami

prowadzonymi przez naukowcow na odmiennych etnicznie populacjach.

Obecnos¢ polimorfizmu rs2234693 genu ESR1 moze by¢ jednym z czynnikéw ryzyka
rozwoju raka jajnika w populacji hinduskiej [78]. Wykazano, ze pacjentki z rakiem jajnika w
50% byly nosicielkami genotypu TT, w 33,75% heterozygotami TC i w 16,25% nosicielkami
homozygot CC. W przypadku grupy kontrolnej homozygoty TT stanowity 79%, genotyp TC
12%, homozygoty CC 9%. U chorych na raka jajnika wystgpowat znaczacy wzrost czgstosci
allelu C w porownaniu z grupa kontrolng. Podobnie jak w prezentowanych badaniach
pacjentki bedace nosicielkami tego allelu moga by¢ w grupie zwigkszonego ryzyka rozwoju
nowotworu.

Wyniki podobne z prezentowanymi w tej dysertacji uzyskali tez badacze zespotu
Rahayuning i wsp. [95]. W przypadku polimorfizmu rs9340799 wykazali przewage obecnosci
genotypu AG (70%) u chorych z rakiem jajnika. W przeciwienstwie do prezentowanej pracy

rozktad haplotypéw 1s9340799 1  rs2234693 nie wykazat Zadnych istotnych roznic.
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Wiekszos¢ badanych pacjentek z rakiem jajnika bylo nosicielkami allelu G, podczas gdy
pacjentki grupy kontrolnej byly nosicielkami allelu A. Wykazano istotny wplyw
polimorfizmu rs9340799 na czesto$¢ wystepowania raka jajnika. Badacze sugeruja, ze
genotypy AG i GG moga by¢ czynnikiem ryzyka raka jajnika.

Badania genetyczne polimorfizméw ESR1 w chorobach nowotworowych sa caty
czas w toku. Przeprowadzono badania epidemiologiczne w celu oceny zwigzku polimorfizmu
ESR1 Pvull (152234693 T>C) z ryzykiem zachorowania na nowotwory. Wyniki nie wykazaty
istotnego zwigzku miedzy ogdlnym ryzykiem zachorowania na raka a polimorfizmem Pvull
w modelach homozygotycznych (TT vs. CC) i heterozygotycznych (TT vs. CT). Istotng
statystycznie zalezno$¢ zaobserwowano tylko dla polimorfizmu Pvull w modelu allelu T vs.
C. Analiza stratyfikacji wedlug typu nowotworu sugerowala, ze genotyp T istotnie zmniejszat
ryzyko raka prostaty, ryzyko mig¢sniakow gladkokomorkowych i1 ryzyko raka watrobowo
komorkowego. Wyniki sugeruja, ze polimorfizm ESR1 Pvull (rs2234693 T>C) moze mie¢
jedynie niewielki wplyw na podatnos$¢ na raka [150]. W przysziosci uzasadnione sg badania
epidemiologiczne na duza skale w celu weryfikacji tych wynikow.

W pracy zespotu Kutilin i wsp. analizowano geny regulujgce apoptoze, naprawe
DNA, proliferacje komorek, metabolizm i1 regulacje estrogenu w komdrkach nowotworowych
i prawidlowych surowiczego gruczolakoraka jajnikow wysokiego i niskiego stopnia [151].
Stosujagc metode qPCR w czasie rzeczywistym, okreslono wzgledng liczbe kopii 34 gendéw (W
tym BAX, BCL2, TP53, MDM2, CASP9, CASP3, CASP7, CASP8, PRKCI, SOX2, OCT4,
PIK3, PTEN, C-MYC, SOX18, AKT1, NOTCH1, BRCA1, BRCA2, EXO1, SCNN1A, KRAS,
EGFR, BRAF, CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1, CYP19A, ESR1, ESR2, GPER, STS, SULT1A i
SULTI1E1l) w prawidlowych 1 nowotworowych komorkach jajnikéw pobranych za pomoca
bezkontaktowego mikroskopu laserowego z bloczkéw parafinowych FFPE od 200 pacjentek.
Zidentyfikowano najbardziej typowe markery molekularne komdrek surowiczego
gruczolakoraka jajnika: liczb¢ kopii genow PIK3CA, BCL2, BAX, CASP3 i CASP8. Na
podstawie roznic w zmiennosci liczby kopii genu zidentyfikowano dwa podtypy molekularne
surowiczego gruczolakoraka, odpowiadajagce dwoém podtypom histologicznym: wysokiego
stopnia (MDM2, SOX2, ESR1, CYP1B1, SULT1E1l, TP53, BRCA2) i niskiego stopnia
(PIK3CA, PTEN, BCL2, BAX i CASP3). Kazdy z tych podtypow charakteryzowat si¢ rOwniez
heterogenicznos$cia molekularng i mozna go podzieli¢ na kilka podgrup: 3 podgrupy dla
wysokiego stopnia i 4 podgrupy dla surowiczego gruczolakoraka niskiego stopnia. Wyniki te
poszerzaja nasza wiedz¢ na temat mechanizméw molekularnych nowotworzenia w tkance

jajnika 1 potwierdzaja rdznice molekularne migdzy dwoma podtypami histologicznymi
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gruczolakoraka surowiczego, ktore prawdopodobnie lezg u podstaw ich odmiennego
przebiegu klinicznego.

Istnieja doniesienia wskazujace, ze mutacje w genie ESR1 mogg wptywac na terapi¢
endokrynologiczng, czesto przekladajg si¢ na jej oporno$¢ [152]. Wiadomo, ze nowotwory
ginekologiczne jak rak jajnika jak i rak trzonu macicy o niskim stopniu zlosliwosci czgsto
charakteryzuje ekspresja receptora estrogenowego ERoa, kodowanego przez ESR1. Sa to
nowotwory wrazliwe na hormony. W przypadku tych nowotworéw stosowanie terapii
endokrynologicznej w zaawansowanym i nawracajacym stadium choroby jest powszechne.

Badania wskazuja, ze mutacje w genie ESR1 moga stanowi¢ mechanizm opornosci
na leczenie inhibitorami aromatazy w nowotworach ginekologicznych. Wykazano, ze
najczesciej sg to mutacje L536, Y537 1 D538, ktore korelowaty z wyzszg ekspresja mRNA
ESR1 [151].

U chorych na endometrioze istnieje ryzyko rozwoju niektdrych typow histologicznych
rakow jajnika na jej podlozu. Ryzyko zachorowania na raka jajnika jest czterokrotnie wyzsze
u kobiet z endometriozag w poréwnaniu z kobietami, u ktéorych nie zdiagnozowano tej
choroby. W przypadku jej cigzkich podtypow zagrozenie rosnie nawet blisko 10-krotnie
[153].

W najnowszym badaniu naukowcdw ze Standw Zjednoczonych przeanalizowano
dane dotyczace prawie 500 tys. kobiet w stanie Utah w wieku od 18 do 55 lat. Po raz
pierwszy przyjrzano si¢ wskaznikom zapadalnos$ci na rézne typy endometriozy i podtypy raka
jajnika. Ryzyko wystgpienia raka jajnika typu I bylo ,,szczegdlnie wysokie” (ok. 7,5-krotnie
wyzsze u kobiet z endometriozg), a ryzyko wystapienia raka jajnika typu Il — ktéry moze by¢
bardziej agresywny — bylo okoto 2,7 razy bardziej prawdopodobne. Sugeruje si¢, ze taka
populacja powinna skorzysta¢ z poradnictwa dotyczacego ryzyka raka jajnika i profilaktyki i
moze by¢ wazng grupa dla ukierunkowanych badan przesiewowych i profilaktycznych [154].
W chwili obecnej badania wariantéw w loci Pvull i Xbal w endometriozie sa przedmiotem
naukowej debaty.

Dane literaturowe wskazuja, ze w endometriozie rol¢ odgrywaja wzrost poziomu
estradiolu i ekspresji ERfS, genotypy polimorficzne i allele genu ERf rs4986938 G/A oraz
czestos¢ alleli genu ERa rs9340799 A/G [155].

W badaniu bedagcym metaanalizg z udziatem 4975 pacjentow (2222 chorych na raka
jajnika, 2753 grupa kontrolna), przeanalizowano polimorfizmy ESR1 Pvull/Xbal. Catkowite
pofaczone wyniki nie wykazaty istotnych korelacji migdzy polimorfizmami ESR1 Pvull/Xbal

a rozwojem endometriozy. W analizie podgrup Pvull byt zwigzany z endometriozg tylko w
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stadium I-111 i tylko w modelu recesywnym. Xbal byt zwigzany z endometrioza tylko w
przypadku metody genotypowania PCR-RFLP i réwniez tylko w modelu recesywnym.
Metaanaliza wykazala, ze polimorfizmy Pvull lub Xbal nie byly zwigzane z podatnoscia na
endometrioze¢ z wyjatkiem niewielkiego zwigzku endometriozy w stadium I-111 w modelu
recesywnym. Wyniki sklaniajg do refleksji, ze konieczne sg dalsze, dobrze zaprojektowane
badania na duza skale, ktore moga rzuci¢ §wiatlo na problem powstawania raka jajnika na
podtozu endometriozy w korelacji z polimorfizmami ESR1 [156].

Rak jajnika, ze wzgledu na brak specyficznych objawéw we wczesnym etapie
choroby, bardzo czgsto zostaje rozpoznany w bardzo zaawansowanym stadium, z
niekorzystnymi rokowaniami. Od dawna prowadzone sg zatem badania w celu uzyskania
idealnego markera tego nowotworu. Mimo znaczacych osiggnie¢ 1 stosowania testow takich
jak wczesniej opisany ROMA czy Oval (oparty na roznych biomarkerach wigcznie z CA-125
zostal opracowany do oszacowania charakteru guza — okreslenia prawdopodobienstwa
zlosliwosci jeszcze przed leczeniem operacyjnym i badaniem histopatologicznym) nadal
poszukuje sie efektywnych metod wczesnej diagnozy raka jajnika.

Pomimo wzglednie silnej predyspozycji genetycznej do raka jajnika do tej pory
odkryto zaledwie kilka wariantow zwigzanych z tym nowotworem. Wydaje si¢, ze moze to
mie¢ zwigzek z niskg penetracja genow odpowiedzialnych za rozwdj nowotworu. Wyniki
przedstawionych badan wnoszg nowe wartosci dodane do zrozumienia podloza
molekularnego raka jajnika. Przeprowadzone w pracy badania wykazaty, ze polimorfizmy
rs2234693 i rs9340799 genu ESR1 mogg uczestniczy¢ w powstawaniu raka jajnika.
Przebadane polimorfizmy pojedynczych nukleotydow moga stanowi¢ grupe nowych
czynnikdw ryzyka rozwoju raka a ich analiza moze postuzy¢ w kwalifikacji pacjentek do
grupy chorych o wysokim ryzyku zachorowania. Ponadto moga by¢ niezwykle uzyteczne w
ocenie indywidualnego ryzyka zachorowania u 0s6b bez objawow choroby nowotworowej.
Wyniki badan w przyszio§ci moga zosta¢ wykorzystane do poprawy wczes$niejszego
rozpoznawania raka a w efekcie wydluzenia czasu przezycia chorych na te nowotwory.

Konieczne sg dalsze badania w temacie polimorfizmoéw i ich roli w raku jajnika.
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8. Streszczenie

Mimo rosngcej wiedzy na temat raka jajnika nie udato si¢ dotad opracowac skutecznego testu
przesiewowego dla tego nowotworu. Konieczna wydaje si¢ zatem identyfikacja nowych
czynnikow ryzyka jak na przyklad polimorfizmow genetycznych. Rak jajnika jest
nowotworem hormonozaleznym a jego hormonami steroidowymi sg estrogeny. Estrogeny
oddzialuja na komorki poprzez receptory estrogenowe ERa i ERPB. Zaburzenie rownowagi
migdzy ekspresja receptora ERa 1 ERB moze wigc stanowi¢ kluczowy, krytyczny etap w
estrogenozaleznej kancerogenezie. W 60% przypadkow raka wykrywa si¢ znacznie
podwyzszony poziom receptorOw ERa. Receptor ERa kodowany jest przez gen ESR1. Gen
ESR1 jest genem polimorficznym.

W prezentowanej pracy celem bylo wykazanie czy polimorfizmy genu ESR1
rs2234693 i rs9340799 mogg bra¢ udzial w powstawaniu raka jajnika.

Material do badan stanowilo 100 bloczkow parafinowych, zawierajacych wycinki z
guzéw nowotworowych jajnika oraz 100 bloczkéw parafinowych, zawierajacych wycinki z
fagodnych zmian jajnika, zgromadzonych w archiwum Zaktadu Patomorfologii Klinicznej
Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi. Z powyzszych preparatow izolowano DNA.
Polimorfizmy zostaly okreslone technikg PCR-RFLP.

Analiza statystyczna rozkladu genotypow oraz alleli w grupie badanej i kontrolnej
przeprowadzona zostala po wczesniejszym potwierdzeniu, ze otrzymane uklady pozostaja w
stanie rownowagi wedlug reguly Hardy'ego i Weinberga. Wynik uznawano za istotny
statystycznie przy poziomie istotnosci p mniejszym niz 0,05. Ocene genotypow 1 alleli pod
wzgledem ich zwigzku z dang cechg, przeprowadzano przez zastosowanie analizy ilorazu
szans (OR) oraz 95% przedzialu ufnosci, ktore obliczano wedlug modelu regresji
logistycznej. Typ dziki genotypu oraz allelu stanowit grupe referencyjna.

Wykazano, ze obecnos$¢ genotypu CC (rs2234693) ponad dwukrotnie zwigksza ryzyko
wystgpienia choroby nowotworowe;j jajnika. Obecno$¢ genotypu TT (rs2234693) znaczaco
obniza ryzyko zachorowania na ten typ nowotworu. W przypadku drugiego z badanych
polimorfizmow - rs9340799, nosicielstwo genotypu GG ponad dwukrotnie zwigksza ryzyko
wystapienia choroby nowotworowej jajnika. Analiza haplotypéw genu ESR1 w odniesieniu
do polimorfizméw rs2234693 11s9340799 wykazala, ze wystapienie uktadow TCAG 1 CCGG
zwigzane moze by¢ ze znacznym podwyzszeniem ryzyka wystapienia raka jajnika.

W grupie pacjentek z rakiem jajnika wykazano korelacj¢ pomigdzy polimorfizmami

1s2234693 1 rs9340799 w tkankach rakdéw jajnika o najnizszym stopniu zaawansowania w
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porownaniu do rakéw jajnika bardziej zaawansowanych, co moze §wiadczy¢ o zwigzku tych
czynnikow ze stopniem zaawansowania nowotworu. Wiek kobiet nie mial wplywu na
czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych genotypéw, ani na zwigzane z nim ryzyko
wystapienia choroby.
W pracy wykazano, ze polimorfizmy rs2234693 i rs9340799 genu ESR1 charakteryzuja
si¢ istotnym statystycznie zwigzkiem z wystapieniem choroby nowotworowej jajnika.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze u kobiet chorych na raka jajnika polimorfizmy ESR1
rs2234693 i rs9340799 moga by¢ zwigzane z wystepowaniem tej choroby. Prezentowana
praca wskazuje, ze na podstawie badan genetycznych wariantéw tych polimorfizméw mozna
segregowac pacjentki do grupy zwigkszonego ryzyka rozwoju nowotworu. Konieczne sg

jednak dalsze prace prowadzone na duzo wigkszych grupach badanych.
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9. Summary

Despite the growing knowledge about ovarian cancer, it has not yet been possible to
develop an effective screening test for this cancer. Therefore, it seems necessary to identify
new risk factors, such as genetic polymorphisms. Ovarian cancer is a hormone-dependent
cancer and its steroid hormones are estrogens. Estrogens affect cells through the estrogen
receptors ERa and ERB. An imbalance between ERa and ER[ receptor expression may
therefore be a key critical step in estrogen-dependent carcinogenesis. In 60% of cancer cases,
significantly elevated levels of ERa receptors are detected. The ERa receptor is encoded by
the ESR1 gene. The ESR1 gene is a polymorphic gene.

In this study, the aim was to demonstrate whether polymorphisms of the ESR1 gene
rs2234693 and rs9340799 may be involved in the development of ovarian cancer.

The material for the study consisted of 100 paraffin blocks containing specimens from
ovarian cancerous tumors and 100 paraffin blocks containing specimens from benign ovarian
lesions, collected in the archives of the Department of Clinical Pathomorphology of the Polish
Mothers Memorial Hospital Research Institute in Lodz. DNA was isolated from the above
preparations. The polymorphisms were determined by the PCR-RFLP technique.

Statistical analysis of the distribution of genotypes and alleles in the study and control
groups was carried out after it was previously confirmed that the obtained systems remain in
equilibrium according to the Hardy and Weinberg rule. The result was considered statistically
significant with a significance level p less than 0.05. The assessment of genotypes and alleles
in terms of their relationship to a given trait was carried out by using the analysis of the odds
ratio (OR) and the 95% confidence interval, which were calculated according to the logistic
regression model. The wild-type genotype and allele was the reference group.

It has been shown that the presence of the CC genotype (rs2234693) more than doubles
the risk of ovarian cancer. The presence of the TT genotype (rs2234693) significantly reduces
the risk of developing this type of cancer. In the case of the second of the studied
polymorphisms - rs9340799, carrier of the GG genotype more than doubles the risk of ovarian
cancer. Analysis of the ESR1 gene haplotypes in relation to the rs2234693 and rs9340799
polymorphisms showed that the occurrence of the TCAG and CCGG systems may be
associated with a significant increase in the risk of ovarian cancer.

In the group of patients with ovarian cancer, a correlation was found between rs2234693
and rs9340799 polymorphisms in the tissues of the lowest stage ovarian cancers compared to

more advanced ovarian cancers, which may indicate a relationship between these factors and
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the stage of the cancer. The age of the women had no effect on the prevalence of individual
genotypes, nor on the associated risk of disease.

The study shows that the polymorphisms rs2234693 and rs9340799 of the ESR1 gene
are characterized by a statistically significant relationship with the occurrence of ovarian
cancer.

The results indicate that in women with ovarian cancer, ESR1 rs2234693 and rs9340799
polymorphisms may be associated with the occurrence of this disease. The presented work
indicates that on the basis of genetic studies of variants of these polymorphisms, patients can
be classified into the group of increased risk of cancer development. However, further work is
needed on much larger groups of subjects.
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Rycina 21. Rozktad genotypow polimorfizmu rs9340799 w zaleznosci od klasyfikacji 67
FIGO (staging)

Rycina 22. Rozktad genotypow polimorfizmu rs9340799 w zaleznosci od stopnia G 68
(grading)

Rycina 23.0Organizacja genu receptora estrogenowego o (ESR1) z zaznaczeniem pozyciji 75

wariantow Xbal, Pvull i powtorzen TA
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12. Wykaz zalacznikoéw zamieszczonych w pracy:
Zalacznik 1. Zgoda Komisji Bioetycznej przy Instytucie centrum Zdrowia Matki Polki w

Lodzi (opinia nr 34/2025) na przeprowadzenie eksperymentu medycznego.

105



Komisja Bioetyczna
przy Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki
93-338 LodZ, Rzgowska 281/289 tel. (42) 2711123
e-mail: komisja.bioetyczna@iczmp.edu.pl

Uchwata Komisji Bioetycznej
przy Instytucie ,Centrum Zdrowia Matki Polki”
Nr 34/2025
z dnia 15 kwietnia 2025 r.

w sprawie wydania opinii o eksperymencie badawczym pt.:

“Badanie polimorfizméw genu receptora estrogenowego alfa (Era, ESR1)
u kobiet chorych na raka jajnika”

Opinia wydana na podstawie art. 29 ust. 2 ustawy z dnia 05 grudnia 1996 r. o zawodach lekarza i lekarza
dentysty (Dz. U. 2022 poz. 1731, z pézn. zm), rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z dnia 26.01.2023 r.
w  sprawie komisji bioetycznej oraz Odwotawczej Komisji Bioetycznej (Dz. U. 2023 poz. 218)
oraz Zarzadzeniem nr 11/2023 Dyrektora Instytutu ,Centrum Zdrowia Matki Polki” w todzi z dnia 13 marca

2023r. w sprawie: powotania Komisji Bioetycznej przy Instytucie ,Centrum Zdrowia Matki Polki”
w todzi wraz z Regulaminem Pracy Komisji Bioetycznej.

Komisja Bioetyczna przy Instytucie ,Centrum Zdrowia Matki Polki” w todzi na posiedzeniu
w dniu 15 kwietnia 2025 r. zapoznata sie z dokumentacjg badania pt.: “Badanie polimorfizméw
genu receptora estrogenowego alfa (Era, ESR1) u kobiet chorych na raka jajnika”

Kierownikiem naukowym oraz gtéwnym wykonawca badania jest:
Mgr Honorata Lukasiewicz z Uniwersytetu Kaliskiego im. Prezydenta Stanistawa Wojciechowskiego

w Kaliszu, Wydziat Medyczny i Nauk o Zdrowiu, Katedra Pielegniarstwa, ul. Nowy Swiat 4, 62-800
Kalisz.

Zespo6t badaczy:
1. mgr Honorata Lukasiewicz posiadajaca specjalizacje z pielggniarstwa internistycznego,
2. Prof. dr hab. n. med. Beata Smolarz posiadajaca specjalizacje z biochemii,
3. Prof. dr hab. n. med. Hanna Romanowicz posiadajaca specjalizacje z patomorfologii.

Badanie bedzie prowadzone w:
1. Zakladzie Patomorfologii Klinicznej - kierownik: prof. dr hab. n. med. Hanna Romanowicz
Instytutu ,Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi, 93-338 £.46dZ% ul. Rzgowska 281/289

Do wniosku dotgczono nastepujace dokumenty:

1. Zyciorys naukowy kierownika oraz glownego wykonawcy badania - mgr Honoraty
fukasiewicz,

2. Zyciorys naukowy promotora pracy - prof. dr hab. n. med. Beaty Smolarz,

3. Protokoét badania,

4. PiSmiennictwo,

5. Formularz O$wiadczenia przy przyjeciu do ICZMP,

6. Dyplom uzyskania specjalisty w dziedzinie pielegniarstwa internistycznego nr 102492/23 z

dnia 24 marca 2023 r,,

Oswiadczenie o pokryciu kosztéw zwigzanych z wydaniem opinii Komisji Bioetycznej,

8. Ubezpieczenie obowigzkowe OC podmiotu przeprowadzajgcego Eksperyment Medyczny -
Polisa PL_T numer 363026044. Okres ubezpieczenia: 02.05.2025 r. do 01.05.2026 .

™
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Komisja Bioetyczna
przy Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki
93-338 L.6dz, Rzgowska 281/289 tel. (42) 271 11 23
e-mail: komisja.bioetyczna@iczmp.edu.pl

9. Zgode Kierownika Kliniki, w ktérym jest planowane przeprowadzenie badania:

e Prof. dr hab. n. med. Hanny Romanowicz - kierownika Zaktadu Patomorfologii Klinicznej
ICZMP,

10. Zgode Promotora pracy - prof. dr hab. n. med. Beaty Smolarz,

11. Zgode dr hab. n. med. Iwony Maroszynskiej Dyrektora ICZMP w todzi na przeprowadzenie
badania.

W wyniku tajnego glosowania, po rozwazeniu kryteri6w etycznych oraz celowosci
i wykonalnodci projektu Komisja Bioetyczna wyraza zgode na przeprowadzenie eksperymentu
medycznego na materiale biologicznym znajdujgcym si¢ w Zaktadzie Patomorfologii Klinicznej ICZMP

pt. “Badanie polimorfizméw genu receptora estrogenowego alfa (Era, ESR1) u kobiet chorych
na raka jajnika”

i podejmuje uchwate o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku.

Komisja zastrzega sobie prawo do uzyskiwania informacji o wszelkich naruszeniach
warunkéw prowadzonego badania, w tym o: powiktaniach i efektach niepozadanych
powstatych w zwiagzku z prowadzonym badaniem oraz uzyskania raportu koncowego.

Komisja Bioetyczna przy Instytucie ,Centrum Zdrowia Matki Polki” dziata zgodnie z zasadami Good
Clinical Practice (ICH-GCP), Dyrektywsa 2001/20/WE parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 4
kwietnia 2001 roku w sprawie zblizania przepiséw ustawowych, wykonawczych i administracyjnych
Panstw Cztonkowskich, odnoszacych sie do wdrozenia zasady dobrej praktyki Kklinicznej w
prowadzeniu badan klinicznych produktéw leczniczych, przeznaczonych do stosowania przez
cztowieka (Dz. U. UE.L.2005.91.13) oraz Dyrektywa Komisji 2005/28/WE z 8 kwietnia 2005 roku
ustalajaca zasady oraz szczegétowe wytyczne dobrej praktyki klinicznej w odniesieniu do badanych
produktéw leczniczych przeznaczonych do stosowania u ludzi, a takze wymogi zatwierdzania
produkcji oraz przywozu takich produktéw (Dz. U. UE.L.2005.91.13), przepisami Rozporzadzenia
Ministra Zdrowia z dnia 2 maja 2012 r. w sprawie dobrej praktyki klinicznej (Dz. U. 2012, poz. 489)
oraz przestrzega Deklaracji Helsinskiej i Tokijskiej.

Komisja Bioetyczna rekomenduje zachowanie szczegblnych zasad ostroznosci oraz
prowadzenia badania zgodnie z obowigzujgcymi przepisami prawa oraz zasadami bioetyki.
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Komisja Bioetyczna
przy Instytucie Centrum Zdrowia Matki Polki
93-338 £.6dz, Rzgowska 281/289 tel. (42)271 1123
e-mail: komisja.bioetyczna@jiczmp.edu.pl

“Badanie polimorfizméw genu receptora estrogenowego alfa (Era, ESR1)

u kobiet chorych na raka jajnika”
Uchwate podjeto jednogtosénie.
Uchwate podjeto przy sprzeciwie .........

Przewodniczacy Komisji Bioetycznej: r\ /l W

Dr hab. n. med. Michat Krekora, prof. instytutu
(specjalizacja: potoznictwo i ginekologia, perinatologia)

........................................................

Zastepca Przewodniczacego:

Prof. dr hab. n. farm. Daria Orszulak-Michalak
(specjalizacja: farmacja szpitalna)

Czlonkowie:
Mec. Michatl Araszkiewicz
(radca prawny)

Dr hab. n. med. Ewa Gulczynska, prof. instytutu
(specjalizacja: pediatria, neonatologia)

Ks. dr Jacek Kacprzak
(duchowny, teolog)

Dr hab. Andrzej Kaniowski, prof. UL
(filozof, etyk)

Mgr Grazyna Korybut
(magister pielegniarstwa)

Dr n. med. Marek Maciejewski
(specjalizacja: kardiologia)

Dr hab. n. med. Krzysztof Matecki, prof. instytutu
(specjalizacja: ortopedia i traumatologia)

Lek. Filip Pawliczak s ng eC M% .....................

Prof. dr hab. n. med. Magdalena Stasiak .
(specjalizacja: choroby wewnetrzne. endokrynologia)

(specjalizacja: potoznictwo i ginekologia, ginekologia onkologiczna)

Dr hab. n. med. Mitosz Wilczynski, prof. instytutu ......... f/{/ (7(’7 A

] ;
Dr hab. n. med. Marek Zadrozny, prof. instytutu ...............L. 2% (x,
(specjalizacja: chirurgia ogélna, chirurgia onkologiczna) |

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Zeman ..o iie e oo oo
(specjalizacja: pediatria, choroby ptuc dzieci, alergologia, i munologia)
SEKRETARZ KOMIS.JI BIOETYCZNE
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