Stowa kluczowe: rak jajnika, biomarkery, ilosciowy PCR, immunohistochemia

Wstep

Rak jajnika charakteryzuje si¢ najwickszg $miertelno$cig sposrod wszystkich
nowotworow ginekologicznych. Wysoka $miertelno$¢ pacjentek jest zwigzana z pdznym
rozpoznaniem choroby: nowotwoér ten wykrywany jest najcze¢sciej w Il 1 IV stopniu
zaawansowania wg. skali FIGO. Przyczyng tego zjawiska jest brak wczesnych objawdw
choroby oraz nieswoisty charakter péznych objawow, ktore czesto sg mylone z innymi
schorzeniami. Pigcioletni wskaznik przezycia chorych diagnozowanych w I-ll stopniu
zaawansowania wynosi ok. 80%, w przypadku chorych w I11-1V stopniu spada on do 15%.
Najczestszym typem histologicznym jest typ surowiczy, ktory stanowi ok. 70% wszystkich
przypadkow.

Punktem wyjscia do badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej byt eksperyment
z uzyciem mikromacierzy DNA, w wyniku ktorego zidentyfikowano dwa podtypy molekularne
niskozréznicowanego raka surowiczego jajnika, charakteryzujace si¢ odmiennym profilem
ekspresji okreslonej grupy gendow. Co wazne, zidentyfikowane podtypy molekularne raka
jajnika wykazuja korelacje z czasem przezycia. Pacjentki
z wyzsza ekspresja tej grupy gendéw miaty krotszy catkowity czas przezycia niz pacjentki z
nizsza ekspresja tych genow.

Wigkszo$¢ gendw zidentyfikowanej sygnatury prognostycznej jest zwigzana
ze strukturg 1 funkcja macierzy zewnatrzkomorkowej, adhezja oraz ruchliwo$cig komorek. W
zwigzku z tym =zatozono, ze ich podwyzszona ekspresja moze przyczyniaC si¢
do nabywania przez komorki nowotworowe fenotypu inwazyjnego i przerzutowego. Zatozono
tez, ze wsrod genow wchodzacych w sktad tej sygnatury moga znajdowac si¢ potencjalne
markery  prognostyczne. Do  dalszych badan  wybrano kilkanascie  gendw,
ktore spetniaty przynajmniej jedno kryterium: wykazywaly wysoka roznice poziomu ekspresji
pomiedzy podtypami molekularnymi raka jajnika i/lub istnialy przestanki literaturowe
wskazujace na istotng role tych genow/biatek w procesie nowotworzenia.

Cele

Celem pracy byla weryfikacja przydatnosci wybranych genow jako potencjalnych
markeréw prognostycznych w raku jajnika, na co ztozyto si¢ kilka celow szczegotowych:

- weryfikacja ekspresji wybranych gendw w materiale od wyjsciowej grupy pacjentek
(tej samej, ktora byta analizowana metoda mikromacierzy DNA) za pomocg iloSciowej reakcji
PCR (qRT-PCR). Byta to walidacja techniczna eksperymentu mikromacierzowego.

- walidacja wynikbw w materiale od niezaleznej grupy pacjentek. Celem
tego eksperymentu bylo sprawdzenie, czy wybrane geny zachowujg si¢ w sposéb uniwersalny
takze w innych grupach przypadkow.

- analiza ekspresji wybranych genéw na poziomie biatkka za pomoca
immunohistochemii, na niezaleznej grupie preparatow parafinowych raka jajnika i proba
potwierdzenia korelacji poziomu ekspresji tych gendw z czasami przezycia.



- analiza statystyczna wynikow uzyskanych za pomoca immunohistochemii okreslajaca
zwigzek ekspresji badanych genéw 2z innymi cechami Kkliniczno-patologicznymi i
molekularnymi.

Material i metody

Oceng ekspresji gendw bedacych przedmiotem niniejszej pracy przeprowadzono
w trzech seriach probek raka jajnika. W dwoch pierwszych seriach probek ekspresje genow
oceniano za pomocy ilosciowej reakcji PCR, a w trzeciej za pomocg immunohistochemii.

Pierwsza seria obejmowata probki, ktore analizowano wczesniej za pomocg
mikromacierzy DNA (58 guzoéw). Druga seria probek pochodzila od niezaleznej grupy
pacjentek (33 przypadki). W obu przypadkach byl to materiat pobrany w czasie pierwotne;j
operacji cytoredukcyjnej, zamrozony i przechowywany w cieklym azocie (temp. -80 °C)
w celu ochrony komérkowego RNA przed degradacjg. Wykorzystano wytacznie materiat
od pacjentek, ktore nie otrzymaty chemioterapii neoadjuwantowej, aby wyeliminowa¢ wptyw
lekdéw cytotoksycznych na profil ekspresji genobw w guzie. W preparatach pooperacyjnych
przygotowanych do izolacji RNA redukowano metoda makrodyssekcji komponente
podscieliska 1 ogniska nekrozy tak, aby tacznie nie przekraczalty one 15%.

Trzecia seria probek (108 przypadkow) byly to wycinki rakow jajnika utrwalone
w formalinie i zatopione w parafinie, ktore wykorzystano do analizy immunohistochemicznej.

Materiat tkankowy wykorzystany w niniejszej pracy zostal zebrany w Centrum
Onkologii — Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie i udostepniony,
wraz z danymi kliniczno-patologicznymi, w ramach wspotpracy przez prof. dr hab. Jolante
Kupryjanczyk. Tkanki wykorzystane jako kontrole reakcji IHC zostaty udostepnione dzieki
uprzejmosci dr Ewy Zembali-Nozynskiej oraz dr Ewy Matuseckiej (Zaktad Patologii
Nowotworéw oraz Centrum Badan Translacyjnych i Biologii Molekularnej Nowotwordw,
Centrum Onkologii — Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat Gliwice).

Wyniki

Sposrod 16 gendow, ktorych poziom ekspresji oceniano za pomocg RT-gPCR,
8 gendw wykazato statystycznie znamienng korelacj¢ z catkowitym czasem przezycia (OS) lub
czasem przezycia wolnym od choroby (DFS), przynajmniej w jednej grupie pacjentek. Gen
DSPG3 wykazywatl znamienno$¢ zar6wno w odniesieniu do OS jak i DFS w obu grupach
pacjentek. Geny CLASP1 oraz LOX wykazywaly znamienno$¢ w odniesieniu
do OS i DFS w wyjsciowej grupie pacjentek oraz do DFS w niezaleznej grupie pacjentek. Gen
POSTN byl znamienny wzgledem OS i1 DFS w niezaleznej grupie pacjentek. Natomiast poziom
ekspresji genu MFAP5S oraz COL11A1 korelowat z OS w wyj$ciowej grupie pacjentek, a genu
PLAU - w niezaleznej grupie pacjentek. Nie potwierdzono natomiast korelacji z OS i DFS dla
genu FN1.

Do dalszych badan za pomoca immunohistochemii (IHC) wybrano cztery geny/bialka:
CLASP1, MFAPS, FN1 i POSTN. Za pomocg analizy metoda Kaplana-Meiera wykazano, ze
wyzsza ekspresja FNI1  koreluje z krotszym OS (test log-rank p=0,003),
nie wykazano takiego zwigzku w odniesieniu do DFS. Podobng korelacj¢ wykazano
dla ekspresji POSTN w podscielisku guza (test log-rank p=0,04). Natomiast nie wykazano
korelacji wzglgdem OS czy DFS dla CLASP1 i MFAP5. Co ciekawe, stwierdzono
wystepowanie zalezno$ci pomiedzy lokalizacja anatomiczng badanego wycinka guza



a odczynem dla FN1. W preparatach, w ktorych obserwowano struktury otrzewnej czesciej
obserwowano odczyn $redni badz silny dla FN1, w porownaniu do pozostatych preparatow (test
¥2, p=0,024). Podobng zaleznos¢ wykazano dla POSTN w podscielisku (test y2, p=0,032).
Obecnos¢ struktur otrzewnej swiadczy o pochodzeniu wycinka z miejsca przerzutu, co wydaje
si¢  potwierdza¢  znaczenie = FNI1 i POSTN w  tworzeniu  przerzutow
w raku jajnika.

Ponadto za pomocg analizy metoda Kaplana-Meiera wykazano znaczenie
prognostyczne takich cech jak obecnos¢ choroby resztkowej, angioinwazja, martwica
oraz aktywnos$¢ mitotyczna komorek guza.

Dla czynnikow, ktore okazaly si¢ znamienne w analizie metodg Kaplana-Meiera
wzgledem OS oraz DFS wyznaczono modele regresji jednoczynnikowej proporcjonalnego
ryzyka Coxa. Potwierdzono warto$¢ prognostyczng (w odniesieniu do OS) takich cech jak
ekspresja FN1, ekspresja POSTN w podscielisku guza, obecno$¢ choroby resztkowej,
angioinwazja oraz martwica. Te czynniki, ktore okazaly si¢ istotne statystycznie uwzgledniono
w analizie wieloczynnikowej i zastosowano metode krokowej eliminacji zmiennych w celu
wyznaczenia modelu. W modelu wieloczynnikowym stwierdzono niezalezny wpltyw na OS
takich czynnikdéw jak choroba resztkowa, martwica, angioinwazja oraz ekspresja FN1 w
odniesieniu do OS. Natomiast niezalezny wptyw na DFS wykazano dla takich cech jak
angioinwazja, martwica oraz choroba resztkowa.

Podsumowanie

Sposrod  analizowanych gendw/bialek fibronektyna okazata si¢ niezaleznym
czynnikiem prognostycznym w surowiczym raku jajnika wzgledem catkowitego czasu
przezycia, obok takich cech jak choroba resztkowa, angioinwazja oraz martwica. Wyzsza
ekspresja FN1, obecnos$¢ choroby resztkowej 1 angioinwazji oraz brak martwicy zwigksza
ryzyko zgonu pacjentek chorych na zaawansowanego raka jajnika. Natomiast niezaleznymi
czynnikami prognostycznymi w odniesieniu do czasu wolnego od choroby sg angioinwazja,
martwica oraz choroba resztkowa. Obecnos$¢ choroby resztkowej i angioinwazji oraz brak
martwicy zwigksza ryzyko nawrotu u pacjentek chorych na zaawansowanego raka jajnika.
Periostyna moze mie¢ znaczenie prognostyczne w raku jajnika (analiza jednoczynnikowa). Dla
biatek CLASP1 oraz MFAPS5 nie wykazano znaczenia prognostycznego w badanej grupie
przypadkéw. Powyzsze badania pozwolity zidentyfikowaé potencjalne biomarkery. Jednakze
potrzebna jest dalsza analiza na wigksze] grupie pacjentek, aby potwierdzi¢
te wstgpne wyniki.



