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1. WSTEP

Nowotwory ztosliwe stanowig istotny problem zdrowotny i ekonomiczny polskiego
spoteczenstwa. Majgc na uwadze prognozy dotyczgce tempa starzenia sie populacii
problem ten bedzie narastat. Wedtug prognoz Swiatowej Organizacji Zdrowia po roku
2010 sSmiertelnos¢ spowodowana nowotworami ztosliwymi bedzie wieksza niz z powodu
choréb uktadu krgzenia, a w 2030 roku liczba zgonéw spowodowanych chorobami
nowotworowymi ma siegng¢ 11,5 miliona oséb [2]. Struktura zachorowan w wojewddztwie
wielkopolskim podobna jest do zachorowan notowanych w innych krajach Europy
Zachodniej [1]. Wielkopolska jest regionem wysokiego ryzyka zachorowania na
nowotwory ztosliwe. Wedtug standaryzowanej zachorowalnosci na nowotwory ztosliwe u
kobiet, posrod 16 wojewddztw, Wielkopolska zajmuje miejsce 2, natomiast w przypadku
standaryzowanych wspétczynnikébw umieralnosci, kobiety zajmujg miejsce 7. W
wojewoddztwie wielkopolskim z rozpoznang w przeciggu ostatnich 5 lat chorobg
nowotworowg zyje ponad 34000 oséb. Zaktadajgc tylko jednoprocentowy wzrost liczby
nowych rozpoznan nowotwordow oraz stopniowe wydtuzanie zycia pacjentéw, ktére
spowodowane jest wczesng diagnostykg i lepszg skutecznoscig leczenia kazdego roku,
liczba pacjentéw onkologicznych wzrasta o kilka procent.

U kobiet najczesciej rozpoznawanymi nowotworami narzgdow ptciowych w 2008
roku byly: nowotwor ztosliwy btony Sluzowej trzonu macicy — 7,3%, szyjki macicy — 5,0%
oraz jajnika — 5,0%. Zachorowalnos¢ na wyzej wymienione nowotwory wedtug Krajowego
Rejestru Nowotworéw wynosita odpowiednio 14,4%, 11,2% oraz 10,6% [3]. Najwiekszy
odsetek zgondw z powodu nowotworow ztosliwych narzgdow ptciowych kobiety stanowity:
nowotwor ztosliwy jajnika — 38,7 %, szyjki macicy — 31,1% oraz btony Sluzowej trzonu
macicy — 13,4% [4].

Nowotwor ztosliwy jajnika jest jednym z najczesciej wystepujgcych nowotworow u
kobiet. Stanowi okoto 1/3 ztosliwych nowotworéw narzaddéw piciowych kobiety oraz jest
jedng z gtéwnych przyczyn zgondw. Polska nalezy do krajow o wysokiej zachorowalnosci
na nowotwodr ztodliwy jajnika. Swiatowe organizacje epidemiologiczne wykazujg staty
wzrost  zachorowalnosci. Pomimo rozwoju medycyny, udoskonalenia technik
chirurgicznych oraz wprowadzenia nowych protokotdw leczenia chemicznego odsetek
piecioletnich przezy¢ na Swiecie nie ulegt zmianie i wynosi 48,2% [4]. Gibwng przyczyng
takiego stanu rzeczy jest pézne rozpoznawanie choroby, poniewaz az 75% nowotworéw

ztosliwych jajnika rozpoznawanych jest w zaawansowanych stadiach rozwoju klinicznego
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(FIGO lll'i IV) [5, 6, 7, 8, 9]. Przezywalnos$¢ kobiet uzalezniona jest od kilku czynnikow:
stopnia zaawansowania nowotworu zgodnego z Miedzynarodowg Federacjg Ginekologéw
i Potoznikéow FIGO z roku 2009 — Tabela 1, typu histopatologicznego, wieku pacjentki, a
takze od zakresu leczenia operacyjnego i leczenia uzupetniajgcego.

Tabela 1. Stopnie zaawansowania klinicznego nowotworu ztosliwego jajnika
wedtug FIGO [4]

Stopien Charakterystyka

Guz ograniczony do jajnikéw (jednego lub obu):

Ia - guz ograniczony do jednego jajnika; torebka niezmieniona, nie
stwierdza sie guza na powierzchni jajnika
Ib — guz ograniczony do obu jajnikdéw; torebka niezmieniona, nie stwierdza
sie guza na powierzchni jajnika; brak komodrek nowotworowych w ptynie
otrzewnowym lub poptuczynach z jamy otrzewnowej

Ic - guz ograniczony do jednego lub obu jajnikéw oraz jedna z
nastepujacych cech: pekniecie torebki, obecnos¢ guza na powierzchni
jajnika, obecnos$¢ komédrek nowotworowych w ptynie otrzewnowym lub
poptuczynach z jamy otrzewnowej

Guz zajmujacy jeden lub oba jajniki z naciekaniem tkanek miednicy

IIa — guz szerzacy sie na macice i/lub przerzuty do macicy i/lub jednego lub
obu jajowoddéw; brak komérek nowotworowych w ptynie otrzewnowym lub
poptuczynach z jamy otrzewnowej

IIb - guz naciekajacy inne narzady miednicy; brak komdrek nowotworowych
w ptynie otrzewnowym lub poptuczynach z jamy otrzewnowej

IIc - naciekanie narzgdéw miednicy (IIa lub IIb) z obecnoscig komdrek
nowotworowych w ptynie otrzewnowym lub poptuczynach z jamy
otrzewnowej

Guz zajmujacy jeden lub oba jajniki z mikroskopowo
potwierdzonymi przerzutami do otrzewnej, poza miednice mniejsza,
i/lub przerzutami do regionalnych weziéw chtonnych

m ITIa - mikroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednice mniejszg

IIIb — makroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednice mniejszg o
wielkosci < 2cm w najwiekszym wymiarze

IIIc - przerzuty do otrzewnej poza miednice mniejszg o wielkosci > 2cm w
najwiekszym wymiarze i/lub przerzuty do regionalnych weztéw chtonnych

v Przerzuty odlegte (z wyjatkiem przerzutéw do otrzewnej)

W poczatkowym okresie choroby nowotworowej jajnika objawy sg niespecyficzne i
zwigzane gitéwnie z dolegliwosciami ze strony uktadu pokarmowego. Pacjentki uskarzajg
sie na wystepowanie bélu o matym nasileniu w miednicy mniejszej, uczucia petnosci w
jamie brzusznej, utrate apetytu oraz powiekszenie obwodu brzucha w krétkim czasie.
Identyfikacja wczesnych objawdw ma istotne znaczenie kliniczne poniewaz piecioletnie
przezycie we wczesnych stadiach choroby wynosi 70-90% w poréwnaniu z 20-30% w

stadiach zaawansowanych, a znaczny odsetek rozpoznawany jest w momencie
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rozprzestrzenienia sie procesu nowotworowego w jamie otrzewnej. Objawy ze strony
uktadu moczowego gtéwnie poliuria, spotykane sg w zaawansowanych stadiach rozwoju
klinicznego w przypadku lokalizacji guza w przedniej czesci miednicy mniejszej i jego
ucisku na pecherz moczowy. Charakter nasilenia objawéw uzalezniony jest od ilosci ptynu
wysiekowego w jamie otrzewnej, wielkosci mas nowotworowych, ucisku i ewentualnego
naciekania sgsiadujgcych narzadéw. Stosunkowo rzadkim objawem jest krwawienie z
narzgdow piciowych, ktére spowodowane jest zwiekszonym wydzielaniem estrogendw i
androgenéw przez guz nowotworowy lub obecnosci przerzutéw nowotworowych w
obrebie trzonu i szyjki macicy lub pochwy. Pomimo wprowadzenia nowoczesnych technik
diagnostycznych badanie ginekologiczne pozostaje podstawowg i powszechng metodg
rozpoznania nowotworu ztosliwego jajnika we wczesnym stadium zaawansowania
klinicznego. Pozwala ono okresli¢ ruchomosé przydatkéw w stosunku do sgsiednich
narzgdow, wielkos¢ i spoisto$¢ (odréznienie zmiany litej sugerujgcej proces ztosliwy od
zmiany torbielowatej). Diagnostyka biochemiczna w nowotworze ztosliwym jajnika oparta
jest na oznaczeniu antygenu CA 125, ktorego ekspresja zwigzana jest gtownie z
nowotworami wywodzgcymi sie z tkanki nabtonkowej, a ze wzgledu na duzg czuto$¢ (78 -
85,5%) i swoistos¢ (78,3 - 93%) uznawany jest za najlepszy znany marker, innych niz
Sluzowe rakéw jajnika [5, 10, 11]. Nie jest jednak markerem idealnym poniewaz w prawie
potowie przypadkéw u kobiet w | stopniu zaawansowania klinicznego, jego warto$¢ miesci
sie w granicach normy, a znacznie podwyzszony poziom obserwowany jest u pacjentek w
zaawansowanym stadium choroby nowotworowej. Réwniez w wielu chorobach i stanach
fizjologicznych mogg wystepowac¢ podwyzszone wartosci antygenu CA 125 w surowicy
krwi, co znacznie utrudnia postawienie jednoznacznego rozpoznania. Nalezg do nich
endometrioza, tagodne torbiele jajnikdw, miesniaki macicy, zapalenie przydatkow,
miesigczka czy cigza w | trymestrze. Ponadto znaczny procent chorych na marskosé
watroby, nowotwor trzustki wykazuje podwyzszony poziom CA 125. W zwigzku z tym
marker ten powinien by¢ wykorzystywany w monitorowaniu przebiegu choroby.

Wedlug najnowszego raportu National Compreshensice Cancer Network z roku 2006
po badaniu ginekologicznym i oznaczeniu w surowicy krwi poziomu antygenu CA 125
standardem u kobiet z podejrzeniem zmian patologicznych w obrebie jajnikéw jest
wykonanie badania ultrasonograficznego oraz tomografii komputerowej jamy brzusznej i
miednicy mniejszej [4, 12]. Na podstawie powyzszych metod diagnostycznych nowotworu
ztosliwego jajnika nie mozna ostatecznie rozstrzygnaé o ztosliwym charakterze, bez
uzyskania wyniku histopatologicznego.

Nowotwor ztosliwy btony Sluzowej trzonu macicy zajmuje 6 miejsce wsréd zachorowan
na wszystkie nowotwory ztosliwe u kobiet na swiecie i drugie po nowotworze ztosliwym

szyjki macicy posréd nowotworéw narzgddw pitciowych kobiety [13]. W Polsce w 2008
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roku byt najczesciej rejestrowanym nowotworem narzadow piciowych — 7,3% [3].
Najwieksza liczba zachorowan na ten nowotwdr odnotowywana jest w krajach
rozwinietych, dlatego przypuszczalnie wraz z rozwojem gospodarczym i starzeniem sie
spoteczenstwa ilos¢ kobiet chorujgcych bedzie systematycznie wzrastac. Wiekszos¢
zachorowan i zgonéw notuje sie w starszych grupach wiekowych, gdzie ponad 90%
rozpoznan nowotworu wystepuje po 50 roku zycia. Z kolei u kobiet powyzej 70 roku zycia
obserwowany jest szybki spadek ryzyka zachorowania. Umieralnos¢ na nowotwor
ztosliwy btony sluzowej trzonu macicy pomimo postepu medycyny od ponad 25 lat
utrzymuje sie we wszystkich grupach wiekowych na statym poziomie [3].

Czynnikiem predysponujgcym do rozwoju nowotworu ziosliwego btony $luzowej
trzonu macicy jest ekspozycja na estrogeny niezrownowazona dziataniem progesteronu. Z
takg sytuacjag mamy do czynienia u kobiet otytych, z zespotem policystycznych jajnikow
(cykle bezowulacyjne, brak progesteronu w |l fazie cyklu), z menopauzg w péznym wieku i
wczesnym pojawieniu sie pierwszej miesigczki. Réwniez u pacjentek z nowotworem
ztosliwym piersi leczonych tamoksifenem, ktoéry 6-8 razy zwieksza ryzyko rozwoju tego
nowotworu. W rodzinach z zespotem Lynch Il i MSH6 nowotwor ztosliwy btony Sluzowej
trzonu macicy jest najczesciej wystepujagcym nowotworem u kobiet. Czynniki ryzyka
nowotworu ztosliwego btony sSluzowej trzonu macicy wraz z wspotczynnikiem ryzyka
przedstawiono w Tabeli 2 [4].

Tabela 2. Czynniki ryzyka nowotworu zlosliwego blony sluzowej trzonu

macicy [4]
Czynniki wplywajace na ryzyko Wspélezynnik ryzyka
Starszy wiek 2-3
Miejsce zamieszkania 3-18
Wyzsze wyksztatcenie 1,5-2
Biata rasa 2
Rodnos¢ 3
Nieptodnos$¢ w przeszitosci prokreacyjnej 2-3
Nieregularno$¢ cykli miesigczkowych 1,5
Pézny wiek naturalnej menopauzy 2-3
Wczesny wiek menarche 1,5-2
Dtugotrwate stosowanie duzych dawek estrogendéw 10-20
Dtugotrwate stosowanie z’r_oZonych tabletek 0,3-0,5
antykoncepcyjnych
Duza skumulowana dawka tamoksyfenu 3-7
Otytosc 2-5
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Zespdt Stein-Leventhala lub obecnos$¢ guza 5

wytwarzajgcego estrogeny

Cukrzyca, nadcisnienie tetnicze, schorzenia pecherzyka 133

zotciowego lub tarczycy

Palenie papieroséw 0,5

Do czynnikdw zmniejszajgcych ryzyko wystgpienia nowotworu btony Sluzowe;j

trzonu macicy zalicza sie liczne cigze, palenie papierosow (szybsze wystgpienie

menopauzy), picie alkoholu (poprzez wplyw na wytwarzanie i metabolizm estrogenéw)

oraz zwiekszenie aktywnosci fizycznej, ktéra zapobiega otytosci.

W 90% pierwszym i podstawowym objawem sugerujgcym nowotwor jest

nieprawidiowe krwawienie, dlatego na ogét jest rozpoznawany we wczesnych stopniach

zaawansowania klinicznego gtéwnie FIGO la lub Ib. Aktualnie obowigzujgca klasyfikacja

stopni zaawansowania nowotworu ztosliwego btony sluzowej trzonu macicy wedtug FIGO
(2009) przedstawia Tabela 3.

Tabela 3. Stopnie zaawansowania klinicznego nowotworu ztosliwego btony

$luzowej trzonu macicy wedlug FIGO 2009 [4]

Stopien Charakterystyka
Nowotwér $cisle ograniczony do trzonu macicy
I* Ia* - brak nacieku lub gtebokos$¢ nacieku obejmuje < 50% miesnidwki
Ib* - naciek obejmuje > 50% miesnidwki
I Nowotwér nacieka podscielisko s?yjki macicy, ale nie wychodzi
poza macice **
Lokalne i/lub miejscowe naciekanie
IIIa - rak nacieka surowicéwke macicy i/lub przydatki
IIIb - przerzuty do pochwy i/lub przymacicz
III I1Ic - przerzuty do weztéw miednicy i/lub weztéw okotoaortalnych
IIIcl* - zajete wezty chtonne miednicy
ITIIc2* - zajete wezty chtonne okoto aortalne z zajetymi lub nie weztami
chtonnymi miednicy
Naciek pecherza moczowego i/lub $§luzéwki odbytnicy i/lub
odlegte przerzuty
v IVa - naciek pecherza moczowego i/lub $luzéwki odbytnicy
IVb - przerzuty odlegte, obejmujace przerzuty do narzgdéw jamy
brzusznej i/lub weztdéw chtonnych pachwinowych

Dodatni wynik cytologii otrzewnowej nie zmienia klasyfikacji, powinien by¢ jednak
odnotowany.

* stopnie zréznicowania histologicznego G1, G2, G3

**nadekanie jedynie gruczotéw szyjkowych powinno by¢ klasyfikowane jako stopien I
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Badania kliniczno - patologiczne, immunohistochemiczne i molekularno -
genetyczne pozwolity na wyodrebnienie dwdch odmiennych pod wzgledem patogenezy
typdw nowotworu zitosliwego biony sluzowej trzonu macicy. Typ | stanowigcy 80%
przypadkéw — rak estrogenozalezny, ktérego rozwdj poprzedza najczesciej rozrost
atypowy endometrium, a tkanka nowotworowa charakteryzuje sie ekspresjg dla
receptoréw estrogenowych i progesteronowych [13, 14, 15]. Ten typ raka dotyczy gtdwnie
kobiet w okresie okoto i pomenopauzalnym charakteryzujgcych sie specyficznym
fenotypem najczesciej otytych z nadcisnieniem tetniczym oraz towarzyszgcg cukrzycg
typu Il. W tej grupie pacjentek ocena materiatu tkankowego uzyskanego po zabiegu
chirurgicznym wykazuje mutacje w genach K-ras, inaktywacje genu supresorowego
PTEN oraz niestabilnos¢ mikrosatelitarng, spowodowang metylacja promotora genu
MLH1. Typ estrogenozalezny diagnozowany jest najczesciej w | stadium zaawansowania
klinicznego, jego rokowanie jest dobre, a 5-letnie przezycie wynosi prawie 90%. Leczenie
polega na leczeniu operacyjnym oraz w zaleznosci od stopnia zaawansowania,
zastosowania radioterapii. W przypadku pojawienia sie nawrotu leczeniem z wyboru jest

podawanie gestagenow.

Typ Il nowotworu ztosliwego btony sluzowej trzonu macicy jest rzadszy i stanowi
okoto 10%. Charakteryzuje sie wiekszg agresywnoscig i w przeciwiehnstwie do typu | nie
wykazuje ekspresji dla receptorow estrogenowych i progesteronowych. Rozwija sie na
podfozu atroficznej btony Sluzowej trzonu macicy niezaleznie od nadmiernej stymulaciji
przez estrogeny i dotyczy gtownie kobiet w okresie pomenopauzalnym. Rozpoznawany
jest w pozniejszych stopniach zaawansowania dlatego tez charakteryzuje sie gorszym
rokowaniem. Ten typ zwigzany jest przede wszystkim z mutacjg w obrebie genu pS53.
Obserwowana jest réwniez amplifikacja genu HER2/neu oraz inaktywacja genu p16 [13,
16]. Ten typ nowotworu ztosliwego biony sluzowej trzonu macicy wymaga leczenia

operacyjnego oraz uzupetniajgcego z zastosowaniem chemioterapii.

Przezywalno$¢ kobiet, u ktérych rozpoznano nowotwér ztosliwy btony sluzowej
trzonu macicy, podobnie jak w nowotworze ztosliwym jajnika, uzalezniona jest od stopnia
zaawansowania klinicznego, stopnia zréznicowania histologicznego oraz obecnosci
receptoréw estrogenowych i progesteronowych. Stopnie zrdéznicowania raka

gruczotowego endometrium przedstawiono w Tabeli 4.
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Tabela 4. Stopnie zroznicowania raka gruczolowego [130]

5% lub mniej komdrek nienabtonkowych lub

G1 komorek utkania raka litego

G2 6 — 50% komodrek nienabtonkowych lub komoérek
utkania raka litego

G3 wiecej niz 50 %komoédrek nienabtonkowych Ilub
komorek utkania raka litego

Nowotwory ztosliwe narzgdéw pitciowych kobiet stanowig istotny i narastajgcy
problem zdrowotny. Prowadzone na catym $wiecie badania wieloosrodkowe majg na celu
poszukiwanie nowych czynnikéw prognostycznych, rokowniczych, a przede wszystkim
patogenetycznych procesu karcinogenezy.

Nowotworzenie jest zlozonym i wieloetapowym procesem zaleznym od wielu
czynnikéw, polegajgcym na przeksztatceniu komorki prawidtowej w nowotworowa.
Transformacja nowotworowa moze by¢ wynikiem mutacji prowadzacych do zmian w DNA
komorki, a tym samym zmian w funkcjonowaniu okreslonych genéw i kodowanych przez
nie produktéow biatkowych istotnych dla rozwoju nowotworu, takich jak geny supresorowe
czy onkogeny. W procesie transformacji nowotworowej istotne znaczenie majg réwniez
zmiany w samej regulacji transkrypcji i translacji genow [17]. Ostatnio wiele uwagi
poswieca sie zmianom epigenetycznym, ktére odpowiadajg za regulacje ekspresji gendéw
bez wptywu na sekwencje nukleotydow. Sg to zjawiska odwracalne pod wplywem
dziatania substancji chemicznych. Wyréznia sie dwa podstawowe procesy epigenetyczne:
modyfikacje ekspresji genu poprzez metylacje DNA oraz przebudowe chromatyny
polegajacg na zmianach w obrebie biatek histonowych [17, 18].

Proces metylacji DNA jest niezbedny do prawidtowego rozwoju komorek i zachodzi
podczas roznicowania sie komorek, inaktywacji chromosomu X, pietnowania
genomowego, programowanej smierci komorki oraz kontroli cyklu komérkowego. Proces
metylacji jest to enzymatyczna, poreplikacyjna, endogenna modyfikacja DNA polegajgca
na kowalencyjnym przytgczeniu grup metylowych (-CHs) do zasad azotowych
nukleotydow [19]. W procesie tym uczestniczg enzymy przenoszgce grupy metylowe —
metylotransferazy. Najczesciej w wyniku procesu metylacji powstaje 5-metylocytozyna co

przestawiono na Rycinie 1.

15



WSTEP

| |
/g H’/gﬂ
H H
cytozyna &-metylocytozyn a

Rycina 1. Substrat i produkt procesu metylacji na przykiadzie cytozyny [19]

Kroétkie odcinki DNA (1000 — 1500 pz) bogate w dinukleotydy CpG (cytozyna +
guanina) tworzg tzw. wyspy CpG. Poziom ekspresji danego genu jest Scisle skorelowany
z poziomem metylacji wkasnie wysp CpG, szczegdlnie w regionie promotorowym. Okoto
potowa ludzkich genoméw zawiera wyspy CpG: sg to tzw. housekeeping genes
(niezbedne do funkcjonowania komorki) i specyficzne tkankowe geny stanowigce okoto
40% wszystkich tkankowych genow [19, 20]. Skutkiem obecnosci zmetylowanych
dwunukleotydow CpG na koncu 5 w regionach promotorowych jest zahamowanie
transkrypciji, brak ekspresji odpowiadajgcych im gendw oraz utrata funkcji odpowiednich
produktow tych gendéw. Zjawisko to opisywane jest jako wyciszenie genu w procesie
metylacji i przedstawione zostato na Rycinie 2. W ludzkim genomie okoto 70%
dwunukleotydow CpG ma grupe metylowa przytagczong do cytozyny [18]. Utatwia to
zmiane struktury chromatyny gendw powodujgc ich niedostepnos¢ dla komérkowych
uktadéw transkrypcyjnych [17, 19]. Z kolei brak metylacji w regionie promotorowym jest

warunkiem wstepnym dla kontrolowanej i aktywnej transkrypcji genéw [19].
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Wyspy CpG

v
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Metylacja

Region promotorowy

v

Zahamowanie transkrypcji

v

Brak ekspresji genu

Rycina 2. Proces wyciszenia genu w mechanizmie metylacji wysp CpG
regionu promotorowego [17]

Pojawienie sie nieprawidtowosci w przebiegu metylacji DNA moze prowadzi¢ do
rozwoju choroby nowotworowej. Podczas procesu karcinogenzy mogg wystepowac¢ dwa
gtbwne zaburzenia tego procesu. Z jednej strony zmniejszenie metylacji DNA
(hipometylacja) regionéw normalnie zmetylowanych, a drugiej nieprawidlowa metylacja
(hipermetylacja) wysp CpG, ktore w prawidtowym genomie nie ulegajg metylacji [17]

Zaburzenia metylacji DNA podczas transformacji nowotworowej przedstawia Rycina 3.
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HIPOMETYLACIA HIPERMETYLACIA
(demetylacja regionéw nieprawidiowa metylacja CpG w
normalnie metylowanych) regionach promotorowych

wyciszenie funkcji genow
nadekspresja onkogenow supresorowych i
mutatorowych

TRANSFORMACIA
NOWOTWOROWA

Rycina 3. Zaburzenia metylacji DNA podczas transformacji nowotworowej [17]

Hipometylacja regionéw promotorowych onkogendéw prowadzi do ich nadekspresji,
co skutkuje nadmierng i niekontrolowang proliferacjig komérkowag [17]. Onkogeny sg
uszkodzonymi protoonkogenami, ktérych mutacje (punktowe, translokacje czy
amplifikacje) prowadzg do nadmiernej aktywnosci mitotycznej, niezaleznej od
docierajgcych do komorki sygnatdéw zewnagtrzkomoérkowych. Jest to podstawowa cecha
komodrek nowotworowych. ktorych prawidtowe produkty ograniczajg tempo podziatdw
komorkowych i zapobiegajg przekazywaniu btedéw genetycznych komérkom potomnym.
Nalezg do nich geny, np. p16, p15, GSTP1, p53, APC czy BRCA1. Geny supresorowe
tworzg tak zwane punkty restrykcyjne cyklu komérkowego, w ktérych wykrywajg
uszkodzenia DNA. Powoduje to natychmiastowe zatrzymanie cyklu komdérkowego przed
wejsciem w faze S, w ktorej dochodzi do syntezy DNA, i uruchomienia proceséow
naprawczych. W przypadku niewielkich btedéw DNA geny supresorowe powodujg
wydtuzenie fazy G1, w ktérej komodrka przygotowuje sie do procesu replikacji i umozliwiajg
naprawe materiatu genetycznego. Odpowiadajg za to geny mutatorowe, ktérych produkty
biatkowe sg zdolne do rozpoznawania, naprawy lub usunigecia uszkodzonego fragmentu

nici kwasu deoksyrybonukleinowego. W przypadku zbyt duzych btedoéw DNA geny
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supresorowe uruchamiajg proces apoptozy komorki. Istotnym zagadnieniem jest fakt, iz
ujawnienie fenotypu nowotworowego wymaga inaktywacji obu alleli gendw
supresorowych, gdyz wykazujg one recesywny efekt dziatania. To znaczy, ze jeden
prawidtowy allel genu supresorowego wystarczy do utrzymania jego prawidtowej funkcji, o
czym méwi teoria Knudsona. Dla przyktadu hipermetylacja genu supresorowego p16
(inhibitor kinazy cyklinozaleznej) przyczynia sie do nowotworowej proliferacji komérek w
nowotworach ztosliwych prawie wszystkich narzadéw — w guzach piersi, mézgu, pecherza
moczowego, jelita grubego, ptuc, jajnikébw, macicy i w chioniakach. W literaturze
opisywane sg 2 prawdopodobne mechanizmy hamowania transkrypcji przez zmetylowane
geny. Pierwszy z nich wymaga obecnosci tzw. czynnikdw transkrypcyjnych
metylowrazliwych, ktére sg zdolne do wigzania sie tylko z niezmetylowanymi promotorami
gendw, co uruchamia transkrypcje. Nie wigzg sie one natomiast z promotorami genéw, w
ktérych wystepujg zmetylowane grupy CpG [17, 21]. Drugi mechanizm dotyczy biatek
zdolnych do wigzania grup metylowych, zwanych MBPs (ang. metyl — CpG — binding
proteins). Zwigzanie tych biatek ze zmetylowanym promotorem genu prowadzi do
uaktywnienia procesu deacetylacji histonéw, co w rezultacie prowadzi do kondensaciji

chromatyny i ograniczenia procesu transkrypcji [17, 21, 22].

Hipermetylacja przyczynia sie rowniez do zwigkszenia wystepowania mutagcji
punktowych wysp CpG C > T, poniewaz 5-metylo-cytozyna jest bardziej skionna do
deaminacji w tymine niz cytozyna niezmetylowana [17]. Roéwniez zjawisko naciekania
nowotworowego ma zwigzek z hipermetylacjg. Hipermetylacja gendéw kodujgcych
czasteczki adhezyjne, takie jak CDH1 (E — kadheryny) zwieksza tendencje do naciekania

okolicznych tkanek przez nowotwory ztosliwe pochodzenia nabtonkowego [17].

Okreslone zmiany epigenetyczne mogg by¢ specyficzne dla okreslonych typéw
nowotworow. Do tej pory w badaniach nad nowotworami zto$liwymi narzgdow rodnych
wykazano wiele gendw o zaburzonej metylacji. U kobiet z nowotworem ztosliwym jajnika
czesciej niz u kobiet zdrowych wystepuje epigenetyczna inaktywacja gendéw
supresorowych NERGR1, LSAMP, OPCML, MINT 25, DCR1 czy BRCAL [23, 24, 25].
Zmiany epigenetyczne genu BRCA1, oprocz opisywanych mutacji [26], wystepuja
rowniez w nowotworach piersi i jelita grubego [27]. W nowotworze ztosliwym szyjki macicy
opisano zaburzenia metylacji w genach p16, DAPK, MGMT, E — kadheryna czy RAR —
[28, 29], a w nowotworze ztoSliwym btony Sluzowej trzonu macicy genu hMLH1 [27].
Hipermetylacja genu MLH1, a takze APC, MGMT, PTEN i RASSF1A jest czestsza w
typie | niz w typie Il nowotworu zto$liwego btony sluzowej trzonu macicy. Inne nowotwory
w ktérych opisywane sg zaburzenia zjawisk epigenetycznych to rak jelita grubego, ptuc,

stercza i glejak wielopostaciowy [17].
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Zjawiska epigenetyczne, pomimo ze sg trudne do jednoznacznego zdefiniowania i
nie ma pewnosci co do ich mechanizméw majg potencjalnie duze znaczenie kliniczne
[17]. Zaburzenia metylacji mogg sta¢ sie markerami biologicznymi przydatnymi zaréwno
dla wykrycia poczatkowych faz rozwoju nowotworu, oceny jego agresywnosci, okreslenia
typu guza [17], a przede wszystkich dokfadnej oceny ryzyka wystgpienia okreslonego
nowotworu w przysziosci [17, 30, 31]. Ponadto ze wzgledu na odwracalnos¢ procesow

epigenetycznych mozna by traktowac je jako cele terapeutyczne [18].

Przyczynami nieprawidtowego procesu metylacji sg zaburzenia metabolizmu
zwigzkow, ktore sg donorami grup metylowych do procesu metylacji DNA. Chodzi tu o
nieprawidiowg lub zmniejszong aktywnos¢ enzymow obiegu aktywnego metylu, ktéra jest
zwigzana z wystepowaniem okreslonych wariantéw polimorficznych genéw kodujgcych te
enzymy (ang. single nucleotide polymorphism, SNP). Istotg obiegu aktywnego metylu jest
pozyskiwanie S — adenozynometioniny (SAM), ktoéra jest gtébwnym donorem grup
metylowych do procesu metylacji. Substratami do omawianego cyklu reakcji sag
dostarczane z pozywieniem - kwas foliowy, cholina i S — metylometionina (SMM, witamina
U). Niedobor tych substancji moze stanowi¢ kolejng przyczyne zaburzen procesu
metylacji DNA. Kofaktorami reakcji w obiegu aktywnego metylu sg witamina B12 i cynk.

Cykl obiegu aktywnego metylu przedstawia Rycina 4.

20



WSTEP

Folate

THF

A

=== 5,10-CH;THF

.
.

/

14
DNA synthesis ¥
5-CH,-THF

ATP P+ PP,

SAM

CH,-DNA=<-""

SAH

Choline

Rycina 4. Cykl obiegu aktywnego metylu [51]

THF (tetrahydrofolian);

5-CH3THF (5-metylotetrahydrofolian);
SAM (S-adenozylometionina);

HCY (homocysteina);

SMM (S-metylometionina = witamina U);

MTHFR (reduktaza metylenotetrahydrofolianowa =
reduktaza 5,10-metylenotetrahydrofolianowa);

MTRR (reduktaza syntazy metioninowej = reduktaza
metylotransferazy homocysteinowej );

BHMT (metylotransferaza betaino —
homocysteinowa);

CBS (syntaza (3- cystationiny);
DNA (kwas dezoksyrybonukleinowy),

5,10-CH»-THF (5,10-metylenotetrahydrofolian);
MET (metionina);

SAH (S-adenozylohomocysteina);

DMG (dimetyloglicyna);

MTHFD1 (dehydrogenaza

metylenotetrahydrofolianowa 1 = syntetaza 10-
formylotetrahydrofolianowa);

MTR (syntaza metioninowa = metylotransferaza
homocysteionowa);

TCN2 (transkobalamina 2);

BHMT2 (metylotransferaza betaino —
homocysteinowa 2 );

ATP (adenozynotrifosforan);
CH3-DNA (zmetylowane DNA)
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Kluczowymi enzymami obiegu aktywnego metylu sg: MTHFR (reduktaza
metylenotetrahydrofolianowa), MTHFD1 (dehydrogenaza metylenotetrahydrofolianowa 1),
MTR (syntaza metioninowa), MTRR (reduktaza syntazy metioninowej), TCN2
(transkobalamina 2), BHMT (metylotransferaza betaino — homocysteinowa), BHMT2
(metylotransferaza betaino — homocysteinowa 2 ) oraz CBS (syntaza f - cystationiny).

MTHFR  katalizuje  konwersje 5,10 metylenotetrahydrofolianu  do  5-
metylenotetrahydrofolianu, kosubstratu w procesie remetylacji homocysteiny do metioniny.
Najczesciej badanym polimorfizmem genu MTHFR jest polimorfizm rs1801113 (677C>T).
Jest to polimorfizm funkcjonalny, czyli wptywajgcy na funkcje kodowanego biatka.
Nosicielstwo genotypu TT wigze sie z wystepowaniem termolabilnego wariantu biatka
MTHFR o obnizonej aktywnosci do okoto 30 %, a genotypu CT do 60 % aktywnosci w
poréwnaniu do genotypu CC [26, 32, 33, 34] Obnizona aktywnos¢ tego enzymu skutkuje
zaburzeniem metylacji DNA oraz hiperhomocysteinemig, ktéra jest uznanym czynnikiem
ryzyka chordb serowo - naczyniowych, choréb neurodegeneracyjnych, migreny,
zagrozenia poronieniem oraz niektorych nowotworéw [35, 36, 37, 38, 39, 40]. Do tej pory
wykazano zwigzek opisywanego polimorfizm z ryzykiem zachorowania na nowotwor jelita
grubego, prostaty, przetyku, szyjki macicy, piersi, jajnika i btony sluzowej trzonu macicy
[41, 42, 43, 44].

MTHFD1 jest enzymem katalizujgcym reakcje konwersji 5,10-
dimetylotetrahydrofolianu do 10-formylotetrahydrofolianu oraz jego pochodnych. Produkty
te sg substratami do syntezy zasad nukleotydowych i biosyntezy DNA. Nie pojawity sie do
tej pory publikacje potwierdzajgce zwigzek polimorfizméw tego genu z procesem
karcinogenezy, ale wykazano zwigzek ze zwiekszonym ryzykiem odklejenia tozyska w
cigzy, poronien oraz wystgpienia wad cewy nerwowej [45].

MTR katalizuje reakcje konwersji homocysteiny i tetrahydrofolinanu do metioniny
przy udziale witaminy B, Zaburzenia aktywnosci tego enzymu mogg prowadzi¢ do
niedokrwisto$ci megaloblastycznej, hiperhomocysteinemii oraz zwiekszonego ryzyka
zachorowania na chfoniami [46]. MTRR z kolei jest niezbedny do prawidtowego dziatania
MTR, poniewaz katalizuje reakcje reaktywacji tego enzymu [46]. Wykazano, ze obnizona
aktywnos$¢ tego enzymu, uwarunkowana wariantami polimorficznymi genu MTR, ma
zwigzek ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na nowotwory osrodkowego uktadu
nerwowego, raka piersi i drég moczowych [47, 48].

BHMT jest enzymem zaleznym od cynku i katalizuje jedng z dwéch gtdwnych
reakcji remetylacji homocyteiny, gdzie grupa metylowa pozyskiwana jest z utlenowanej
formy choliny — betainy. Wykazano, ze BHMT jest odpowiedzialny za wiecej niz potowa

reakcji remetylacji homocysteiny [49]. Alternatywng reakcje remetylacji homocysteiny
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katalizuje metalloenzym BHMT2, w ktérej donorem grupy metylowej jest SMM, zwany
witaming U. Badania wariantow polimorficznych genu BHMT prowadzone byty do tej pory
gtébwnie nad nowotworem ztosSliwym szyjki macicy i piersi. Wykazano, ze osoby
posiadajgce genotyp GG uwarunkowany polimorfizmem rs3733890 majg pétkrotnie
zwiekszone ryzyko zachorowania na nowotwor ztosliwy szyjki macicy. Gen BHMT2 jest
najmniej poznany z catej grupy genoéw kodujgcych enzymy obiegu aktywnego metylu. Jak
dotad znaleziono ponad 30 réznych wariantéw polimorficznych tego genu, ale niewiele
wiadomo o ich funkcjonalnosci. Do tej pory nie stwierdzono zwigzku polimorfizmdéw genu
BHMT2 z nowotworami ztosliwymi, ale wykazano, ze genotyp warunkowany jego
polimorfizmem jest czynnikiem ochronnym przed rozwojem rozszczepu wargi i
podniebienia w populacji polskiej [50].

Zaburzenia procesu metylacji zwigzane z nieprawidtowym procesem obiegu
aktywnego metylu sg jedng z gtéwnych przyczyn karcinogenezy. Dlatego tez analiza
polimorfizméw gendw kodujgcych enzymy obiegu aktywnego metylu u chorych na
nowotwory ztoSliwe jajnika i btony sluzowej trzonu macicy wydaje sie by¢ konieczna do
okreslenia genetycznych czynnikow ryzyka rozwoju tych nowotworow, a takze przebiegu i
oceny rokowania. Uzyskane wyniki pozwolityby na poznanie mechanizméw molekularnych
zachodzgcych we wczesnych okresach nowotworu i stworzytyby perspektywy dla lepszej

diagnostyki tych nowotworéw oraz nowych strategii terapeutycznych.
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2. CEL PRACY

Celem pracy jest analiza zwigzku 10 wybranych polimorfizmoéw genéw kodujgcych
enzymy obiegu aktywnego metylu: - CBS (844ins68), MTR (rs1805087), MTHFR
(rs1801133), MTRR (rs1801394), MTHFD1 (rs2236225), TCN2 (rs1801198), BHMT
(rs7356530), BHMT (rs3733890), BHMT2 (rs526264), BHMT2 (rs625879) z ryzykiem
zachorowania na nowotwory ztosliwe jajnika i btony Sluzowej trzonu macicy w grupie

kobiet nalezgcych do populacji polskiej.
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3. MATERIAL BADAWCZY

3.1. Grupa badana

Badaniami zostata objeta grupa 136 pacjentek z potwierdzonym histopatologicznie
nowotworem ztoSliwym jajnika oraz grupa 86 pacjentek z potwierdzonym
histopatologicznie nowotworem ztosliwym bfony sluzowej trzonu macicy diagnozowanych i
leczonych w Klinice Ginekologii Operacyjnej i Klinice Onkologii Ginekologicznej Katedry
Ginekologii, Potoznictwa i Onkologii Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2009 - 2011.

Badania histopatologiczne wykonywane byty w Zaktadzie Patomorfologii
Ginekologiczno - Potozniczego Szpitala Klinicznego w Poznaniu.

Badania molekularne zostaty wykonane w Katedrze i Zakfadzie Biochemii i Biologii
Molekularnej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Na
przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego

im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (nr 193/10).

Pacjentki z nowotworem ztosliwym btony Sluzowej trzonu macicy (n = 86, srednia
wieku 63,20 + 9,94 lat') zakwalifikowano do 10 grup uwzgledniajgc rozpoznanie
histopatologiczne  nowotworu:  Adenocarcinoma  serosum  endometrii  (n=1),
Adenocarcinoma endometroides endometrii (n=56), Adenocarcinoma clarocellulare (n=4),
Adenocarcinoma clarocellulare partim endometroides endometrii (n=4), Carcinoma
undifferentiatum endometrii (n=7), Carcinoma solidum undifferentiatum endometrii (n=5),
Carcinoma solidum undifferentiatum partim adenocarcinoma endometrii (n=6).

Adenocarcinoma endometroides partim papillare endometrii (n=3).

Okreslano rowniez stopien zaawansowania nowotworu zgodnie z Miedzynarodowg
Federacjg Ginekologéow i Potoznikéw (FIGO) z 2009 r., ktérej zasady zostaly
przedstawione we Wstepie. Szczegdtowa charakterystyka kliniczna chorych na nowotwor

ztosliwy btony sluzowej trzonu macicy zostata przedstawiona w tabeli 5 Ai 5 B.

! warto$¢ $rednia z odchyleniem standardowym
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Tabela 5 A. Podziat chorych z nowotworem zlosliwym blony sluzowej trzonu
macicy uwzgledniajacy rozpoznanie histopatologiczne

Rozpoznanie histopatologiczne n =286

Adenocarcinoma serosum endometrii 1(1,16%)
Adenocarcinoma endometroides endometrii 56 (65,12%)
Adenocarcinoma clarocellulare 4 (4,65%)
Adenocarcinoma clarocellulare partim endometroides endometrii 4 (4,65%)
Carcinoma undifferentiatum endometrii 7 (8,14%)
Carcinoma solidum undifferentiatum endometrii 5 (5,81%)
Carcinoma solidum undifferentiatum partim adenocarcinoma 6 (6,98%)
endometrii

Adenocarcinoma endometroides partim papillare endometrii 3 (3,49%)

n - liczba chorych, w nawiasach podano odsetek chorych w danej grupie

Tabela 5 B. Podziat chorych z nowotworem ztosliwym btony sluzowej trzonu
macicy uwzgledniajacy stopien zaawansowania klinicznego
[wedtug FIGO 2009]

Stopien zaawansowania klinicznego zgodny z FIGO n =386
I 44 (51,16%)
II 34 (39,54%)
I1I 8 (9,30%)
IV 0 (0%)

n - liczba chorych, w nawiasach podano odsetek chorych w danej grupie
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Pacjentki z nowotworem ztosliwym jajnika (n = 136, $rednia wieku 56,90 £+ 10,44
lat) zakwalifikowano do 9 grup uwzgledniajgc rozpoznanie histopatologiczne nowotworu:
Adenocarcinoma serosum (n=51), Adenocarcinoma (n=37), Adenocarcinoma
clarocellulare (n=16), Carcinoma solidum adenoides partim mucocellulare (n=1),
Carcinoma solidum (n=17), Adenocarcinoma clarocellulare (n=4), Cystadenocarcinoma
papillare solidum (n=8), Cystadenocarcinoma papillare probabiliter endometroides (n=1),
Adenofibroma malignisans (n=1). Okreslano rowniez stopien zaawansowania nowotworu
zgodnie z Miedzynarodowg Federacjg Ginekologdéw i Potoznikéw (FIGO) z 2009 r., ktérej
zasady zostaly przedstawione we Wstepie. Szczegodtowa charakterystyka kliniczna

chorych na nowotwdér ztosliwy jajnika zostata przedstawiona w tabeli 6 A i 6 B.

Tabela 6 A. Podziat chorych z nowotworem ztosliwym jajnika uwzgledniajacy
rozpoznanie histopatologiczne

Rozpoznanie histopatologiczne n=136

Adenocarcinoma serosum 51 (37,5%)
Adenocarcinoma 37 (27,2%)
Adenocarcinoma clarocellulare 16 (11,3%)

Carcinoma solidum adenoides partim mucocellulare 1 (0,7%)
Carcinoma solidum 17 (12,5%)

Adenocarcinoma clarocellulare 4 (2,9%)

Cystadenocarcinoma papillare solidum 8 (5,9%)

Cystadenocarcinoma papillare probabiliter endometroides 1 (0,7%)

Adenofibroma malignisans 1 (0,7%)

n - liczba chorych, w nawiasach podano odsetek chorych w danej grupie
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Tabela 6 B. Podziat chorych z nowotworem ztosliwym jajnika uwzgledniajacy
stopien zaawansowania klinicznego wedtug FIGO 2009

Stopien zaawansowania klinicznego zgodny z FIGO n=136
I 38 (27,94%)

II 28 (20,59%)

III 44 (32,35%)

Vv 26 ( 19,12%)

n - liczba chorych, w nawiasach podano odsetek chorych w danej grupie

3.2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolng do badan genetycznych stanowity pacjentki (n = 161, $rednia
wieku 55,6 + 9,00 lat) diagnozowane w Kilinice Ginekologii Operacyjnej Katedry
Ginekologii, Potoznictwa i Onkologii Ginekologicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2009 - 2011, u ktérych po badaniu
ginekologicznym i ultrasonograficznym wykluczono zmiany mogace sugerowac proces

ztosliwy.
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4. METODY

4.1. Pobieranie i przechowywanie materiatu biologicznego

Krew pobierano z zyty odtokciowej w ilosci 5 ml (1 probéwka 5 ml z EDTA). Do czasu

oznaczenh materiat przechowywano w temperaturze — 20 °C.
4.2. Badania molekularne

W Tabeli 7 przedstawiono schematycznie kolejne kroki procedury badan
molekularnych.

Tabela 7. Metoda uzyskiwania danych [opr. wiasne]

POBOR PROBKI

!

BADANIA MOLEKULARNE

WYBOR GENOW I ICH
WARIANTOW
POLIMORFICZNYCH

IZOLACJA GENOMOWEGO DNA
Z KRWI OBWODOWEJ

AMPLIFIKACJA FRAGMENTOW
GENOW

ANALIZA POLIMORFIZMU
DLUGOSCI FRAGMENTOW
RESTRYKCYJNYCH

ANALIZA TEMPERATUR
TOPNIENIA PRODUKTOW PCR

SEKWENCJONOWANIE DNA

ANALIZA ROZKLADU
WARIANTOW GENOW NA
CHROMOSONACH

l

ANALIZA STATYSTYCZNA
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4.2.1 Kryteria wyboru genow i ich wariantéw polimorficznych

W wyborze 10 polimorfizméw (Tabela 8) pojedynczego nukleotydu (SNP) 10 genow
kandydackich kodujgcych obieg aktywnego metylu (CBS, MTR, MTHFR, MTRR, MTHFD1,
TCN2, BHMT, BHMT,BHMT2, BHMT2) kierowano sie nastepujgcymi kryteriami:

a) udowodniony zwigzek z ryzykiem zachorowania kobiet na nowotwér ziosliwy

jajnika oraz nowotwor ztosliwy btony sluzowej trzonu macicy,

b) potozenie w lub w poblizu rejonéw kodujacych (eksondéw) oraz regionow

regulatorowych danego genu,

¢) funkcjonalnos¢ polimorfizmu tzn. wplyw na poziom ekspresji genu Iub

funkcjonalnos¢ kodowanego biatka,

d) czestos¢ allelu rzadszego (ang. minor allel frequency, MAF) nie mniejsza niz 0,2
(20%) w populacji kaukaskiej,

e) wyniki analizy map sprzezeh zamieszczonych na stronie Miedzynarodowego
Projektu HapMap, ktore pozwalajg identyfikowa¢ geny wykazujgce zwigzek z
dang chorobg poprzez analize niewielkiej liczby SNP’éw (Rycina 5).

W mapach sprzezen wykorzystywana jest metoda oparta na sprzezeniach miedzy

polimorfizmami (ang. Linkage disequilibrium LD-approach).

chrg

e
Fad10k TR0k Fad30k 73440k Fada0k FE4e0k FaAF0k Fada0k 73490k Faa00k

Genotyped SHFPs
A CC AR HH ACTHE N GALOMEMETONTC TH B0CBAGA T C W COCG C G
G TA GA GC CTOOE@ AE AR OE: ATEHBECAL 77 CME & AT GCC m T M@ G TAl A G ora

Entrez genes

MH_0l7E1d

e o | o

EHMTZ: hetaine-homocusteine methyltransferase 2
MF_God 715
e

EHMT : hetaine-homocusteine methuyltransferasze

e PHHH e 7
NN\

Rycina 5. Przyktadowa mapa sprzezen miedzy polimorfizmami genu BHMT
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Szczegobtowa charakterystyka 10 polimorfizmow genéw wybranych do analiz

Gen Kodowane biatko Numer polimorfizmu Lokalizacja _Funkf:]a 1| Allele® | MAF®
polimorfizmu
CBS Syntaza beta-cystationiny 844ins68 chr21:43356264 Intron genu win* 0,07
Metylotransferaza
MTR h . rs1805087 chrl:11778965 Asp919Gly Clt 0,167
omocysteinowa
Reduktaza
MTHFR ) rs1801133 chrl:11778965 Ala222Val Clt 0,242
metylenotetrahydrofolianu
MTRR Reduktaza syntazy metioninowej rs1801394 chr5:7923973 Met22lle Alg 0,448
Dehydrogenaza
MTHFD1 ] rs2236225 chr14:63978598 Arg653Gin Cht 0,458
metylenotetrahydrofolianu
TCN2 Transkobalamina 2 rs1801198 ch22: 29341610 Arg259Pro Clg 0,45
Metylotransferaza betaino-
BHMT _ rs7356530 chr5:78400908 Promotor genu | Alg 0,421
homocysteinowa
Metylotransferaza betaino-
BHMT _ rs3733890 chr5:78457715 GIn239Arg a/G 0,283
homocyteinowa
Metylotransferaza betaino-
BHMT2 ) rs526264 chr5:78414166 Intron genu alT 0,425
homocyteinowa 2
Metylotransferaza betaino-
BHMT2 rs625879 chr5:78381689 Intron genu Gt 0,425

homocyteinowa 2

1 wedtug bazy danych Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP), NCBI
2 malg literg oznaczono allel rzadszy w grupie kontrolnej
3 czestos¢ allelu rzadszego w grupie kontrolnej (MAF, minor allele frequency)

4 W - allel bez insercji;

| - allel z insercja,
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4.2.2. Izolacja genomowego DNA z krwi obwodowej

DNA genomowe wyizolowano ze swiezej lub mrozonej krwi obwodowej. Krew

pobierano do strzykawko — probéwek z EDTA. |zolacje przeprowadzono stosujgc metode

wysalania lub korzystajgc z zestawu AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit firmy

Axygen (izolacja genomowego DNA z matych ilosci krwi obwodowej do 100 pl). Procedura

izolacji DNA metodag wysalania:

Do 2,5 ml krwi dodano 7,5 ml buforu do lizy i inkubowano na lodzie przez 60 min.,
wielokrotnie mieszajac.

We wczesniej schtodzonej wirowce (4°C) mieszaninge odwirowano przez 15 min.
przy 4000 obr./min., supernatant usunieto, a do pozostatego osadu dodano 2,5 ml
roztworu do lizy, po czym ponownie zwirowano przez 15 min przy 3000 obr./min.
Procedure powtarzano, w zaleznosci od jakosci krwi, 4 — 5 razy.

Pozostaty osad zawieszono w 1,25 ml buforu SE, nastepnie dodano 124 pl SDS
oraz 6,25 ul roztworu proteinazy K, doktadnie wymieszano i inkubowano przez 16
h w temp. 55°C.

Po inkubaciji dodano 0,375 ml NaCl i wirowano w temperaturze pokojowej przez 15
min. przy 3000 obr./min.

Supernatant ostroznie przeniesiono do nowej probowki, dodano 0,375 ml NaCl
i wirowano w 20°C przez 15 min. przy 3000 obr./min., procedure powtérzono
dwukrotnie.

Supernatant przeniesiono do nowej probdwki i wytrgcono DNA dwiema
objetosciami 96% etanolu. Wytrgcony DNA przeniesiono do probowki typu
eppendorf i dwukrotnie przemyto 500 pl 70% etanolu. Po wysuszeniu osad
rozpuszczono w 500 pl jatowej wody dejonizowanej (mQ).

Jakos¢ i stezenia DNA zostato ocenione elektroforetycznie w 1% zelu

agarozowym.

4.2.3. Amplifikacja fragmentow genow

Wybrane fragmenty obejmujgce warianty polimorficzne badanych gendéw byty

amplifikowane przy uzyciu metody PCR wykorzystujgcej reakcje tancuchowg polimerazy

DNA (ang. polymerase chain reaction). Cykl reakcji obejmuje nastepujgce etapy:

1) denaturacji dwuniciowego DNA w temp. 95°C,
2) 2) przytgczania startera (annealing), 3) polimeryzacji (syntezy DNA) w 72°C.

Sekwencje starterow do amplifikacji fragmentéw gendw zostaty zaprojektowane w

programie PRIMERS3. Sekwencje starterow stuzgcych do amplifikacji w/w gendw, diugosci
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amplifikowanych fragmentoéw oraz temperatury przytgczania starteréw, ktoére ustalono

poprzez wykonanie PCR w gradiencie temperatur (45 - 68°C), przedstawiono w Tabeli 9 .

Reakcje amplifikacji fragmentéw genomowego DNA metodg PCR prowadzono w

objetosci 15 pl. Sktad mieszaniny reakcyjnej zamieszczono w Tabeli 10. Reakcje byly

prowadzone zgodnie z profilem temperaturowo — czasowym podanym w Tabeli 11 .

Tabela 9. Charakterystyka starterow do amplifikacji fragmentéw genéw

L Temperatura| Dlugosé
Numer Startery do amplifikacji PCR
Gen ] ] przylaczania | produktow
polimorfizmu (5°-3)
startera (°C) | PCR (pz)
CBS ] F: GGGTTTCTCATCCTGCCTCT
844ins68 64,2 470
R: TCGTCCCCCAGTCTACTITG
F: TTGGTGAAGGGAGAAGAAATG
MTR rs1805087 60 583
R: CTGAAGAATGGGGGTCTGTG
F: AGGCTGTGCTGTGCTGTTG
MTHFR rs1801133 67 477
R: CGCTGTGCAAGTTCTGGAC
F: TTCTTCTCATTCTTCCTCACACC
MTHFD1 rs2236225 66 416
R: TCTGCTCCAAATCCTGCTTC
F:GCATTACAGGTGGGAAAGAGAC
TCN2 rs1801198 67,2 525
R: CCAGGGATCTCCATTTACTGTC
BHMT F: GCTTACCACAAGTGAAATGACG
rs7356530 64,5 549
R: GGAACTACGCAAATAGCCATC
F: TGGCAAAGACAGGGAGTAGC
BHMT2 rs526264 66 576
R: CAGCTTCTTCAACGTGCTCA

Tabela 10. Sklad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji fragmentéw genéw

metoda PCR

Sklad mieszaniny Stezenie wyjsciowe Objetos¢

bufor (zawiera 20mM MgCl,) 10X 1,5l
dNTPs 10 mM 0,2 ul

starter przedni (F) 25 pmol/pl 0,3 ul
starter tylny (R) 25 pmol/pl 0,3 ul
polimeraza® 5 pg/ul 0,15
woda mQ --- 11,55 pl

matryca 5 pg/ul 1 ul
objetos¢ koncowa 15yl

'DreamTaq Green DNA firmy Fermentas lub KAPATaq firmy KAPABiosystems
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Tabela 11. Profil temperaturowo - czasowy metody PCR

95°C 94°C temp. przytaczania starteréw 72°C 72°C
o
5 minut | 30 sekund (°C) 30 sekund 30 sekund | 5 minut

ilos¢ cykli: 35

Po zakohczeniu amplifikacji badanych fragmentéw, otrzymane produkty reakcji
byty rozdzielane elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny
w buforze 1 x TBE przy napieciu 170 V. Analize rozdzielonych fragmentéw

przeprowadzono w swietle UV w obecnosci wzorca wielkosci.

4.2.4. Analiza polimorfizmu dlugosci fragmentoéw restrykcyjnych (ang.

Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP)

Amplifikacje odpowiednich fragmentéw analizowanych genéw wykonano zgodnie z
opisem zawartym w podrozdziale 4.2.3 Trawienie prowadzono w objetosci kohcowej 20

Ml stosujgc nastepujgcy skfad mieszaniny reakcyjnej:

produkt reakcji PCR 5ul
bufor 10x 2 ul
enzym (10 U/pul) 0,1 ul

woda mQ 12,9 pl

objetos¢ koncowa 20 pl
Reakcje prowadzono w temp. 37°C. Wyjatek stanowit enzym Tail, dla ktérego
temperatura inkubacji wynosita 65°C. Nastepnie DNA frakcjonowano w 2 % zelu
agarozowym. Szczegdtowe dane dotyczgce prowadzonych reakcji RFLP — stosowane
enzymy oraz dtugosci fragmentdw restrykcyjnych przedstawiono w Tabeli 12 .

Tabela 12. Szczeg6ty analizy RFLP

Dhugosci fragmentow restrykcyjnych
Numer Enzym L
Gen ] ] . Allele (p2)
polimorfizmu | restrykcyjny . .
Genotyp [1][1] Genotyp[2][2]
CBS 844ins68 - W/ins 470 538
MTR rs1805087 Haelll A/g 583 381, 202
MTHFR rs1801133 Hinfl C/t 425, 52 260, 165, 52
MTHFD1 rs2236225 Mspl C/t 255, 161 416
TCN2 rs1801198 Mval C/g 363, 118,24,17,3 | 481,24,17, 3
BHMT rs7356530 NIalIll A/g 316, 233 316, 121, 112
BHMT2 rs526264 Mbol a/G --- ---

lallel rzadszy oznaczony matg litera; %[1], allel 1; [2], allel 2

34



METODY

Dane w Tabeli 12 uzyskano ze zdje¢ z analizy PCR-RFLP znajdujgcych sie na
Rycinach 10-16 (w Aneksie, rozdziat 8.1.-8.7).

4.2.5. Wysokorozdzielcza analiza temperatury topnienia produktow PCR (ang.
High — Resolution Melting, HRM)

Genotypowanie polimorfizméw: genu MTRR, genu BHMT oraz genu BHMT2

przeprowadzono z pomocg krzywej

topnienia dwuniciowych fragmentéw DNA z

wykorzystaniem zestawu Hot FirePol EvaGreen HRM Mix firmy Solis BioDyne. Szczegéty

analizy HRM,

sktad mieszaniny

reakcyjnej,

protokét temperaturowo -

czasowy

zamieszczono w Tabelach 13, 14, 15. Dane w tych tabelach uzyskano na podstawie

wykresow analizy krzyywych topnienia znajdujgcych sie na Rycinach 17-25 (w Aneksie,
rozdziat 8.8.-8.10.).

Tabela 13. Szczeg6ty analizy HRM

Tempera-
tura Dlugosé | Przedzial
Numer L
) ] Startery do amplifikacji PCR przylacza- | produ- temp.
Gen | polimorfiz- ] o
5°-3) nia ktow topnienia
mu
startera | PCR (pz) (°O)
°O)
F: CCCCATTTTTCAGTTTCACTGT
MTRR | 51801394 53 228 76 - 85
R:CACTTCCCAACCAAAATTCTTC
F: GTTTCTGGTGCATCCCTAAGT
BHMT | rs3733890 65 190 80 - 89
R: TTGCAGTCAGGAGTGTGGTA
F: TTCTCCCTTTGTCCAGCAAC
BHMT2 | 15625879 66 136 78 - 88
R: TTGAATCTGAGGAGGCCAGA
Tabela 14. Sktad mieszaniny reakcyjnej metody HRM
Skladniki mieszaniny Objet
o Stezenie wyjsciowe
reakcyjnej 0s¢ (ul)
woda mQ - 6,84
master Mix 5X 2,00
starter przedni (F) 25 pmol/ul 0,08
starter tylny (R) 25 pmol/pl 0,08
matryca 5 pg/ pl 1,00
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Tabela 15. Profil temperaturowo - czasowy metody HRM

Temperatura Czas Ilo$¢ pomiarow
Pre - inkubacja

95°C 15 minut ---
Amplifikacja

95°C 10 sekund

temp. zalelzy od 10 sekund x 50 cykli
starterow
72°C 15 sekund
Topnienie produktu amplifikacji

95°C 60 sekund ---

40°C 60 sekund ---

78°C 25/°C

90°C 25/°C
Chtodzenie

40°C 10 sekund ---

Obecnosé¢ poszukiwanych polimorfizmow potwierdzono wykonujgc

sekwencjonowanie zamplifikowanych fragmentéw gendw dla préb wzorcowych.

4.2.6. Sekwencjonowanie DNA

Wykonanie sekwencjonowania DNA zlecono komercyjnie Instytutowi Biochemii i
Biofizyki PAN w Warszawie na kapilarnym sekwenatorze ABI Prism 3730 (Applied
Biosystems, USA) z zestawem ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, USA).

4.2.7. Analiza rozktadu wariantow genéw na chromosomach

Analiza rozktadu wariantéw gendéw na chromosomach czyli badanie rozktadu
haplotypéw zostato wykonane przy uzyciu programu Unphased wersja 3.1.5
(http://www.softpedia.com/get/Science-CAD/UNPHASED.shtml). Analizowano wszystkie
kombinacje testowanych polimorfizméw w ukfadach 2-, 3- i 4-markerowych. Dla
wyeliminowania wptywu brakujgcych genotypdéw na wynik analiz zastosowano opcje

suncertain haplotype”. Haplotypy z czestoscig ponizej 0,01 nie byty analizowane.
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Testowano globalny (ang. global p-values) wptyw badanych polimorfizméw na ryzyko
zachorowania na nowotwory ziosliwe jajnika oraz nowotwory ziosliwe btony Sluzowe;j
trzonu macicy. Istotnos¢ statystyczng wynikébw oszacowano za pomocg testu 1000
permutacji. Za wartosci istotne statystycznie przyjmowano p < 0,00464. Ze wzgledu na
negatywny wynik przeprowadzonych testow nie wykonano analiz poszczegdlnych
haplotypéw. Analizie haplotypéw poddano polimorfizmy genéw BHMT2 (rs526264 i
rs625879) oraz BHMT (rs7356530 i rs3733890). Geny te sg zlokalizowane na
chromosomie 5 w pozycji odpowiednio chr5:78365583-78385273 oraz chr5:78407604-
78428112 (Rycina 5). Dla pozostatych gendw nie wykonano analizy haplotypow,
poniewaz dla kazdego z nich analizowano tylko po jednym polimorfizmie. Analiza
interakcji miedzy wariantami nukleotydowymi tych gendéw zostata przeprowadzona przy

uzyciu analizy MDR.

4.3. Odczynniki i materiaty chemiczne

Agaroza (Prona , EU), alkohol etylowy (Polmos, Polska), bromek etydyny (Sigma,
USA), bufor do lizy pH 7,4 (155mM NH,CI; 10mM KHCOg3; 0,1 mM Na,EDTA pH 8,0),
bufor SE (75 mM NaCl, 9 mM Na,EDTA pH 8,0), chlorek amonu (Sigma, USA), chlorek
sodu (POCh, Polska), dNTPs mix (10nM) (Fermentas, Litwa), EDTA (Sigma, USA), SDS
(Koch-Light Laboratories, Niemcy), enzymy: proteinaza K20mg/ml (Fermentas, Litwa),
polimeraza DNA DreamTaq Green (Fermantas, Litwa), polimeraza KAPATaq
(KAPABIosystem, RPA), enzymy restrykcyjne: Haelll, Mbol, Mspl, Hinfl, Mval, Nlalll
(Fermentas, Litwa), startery do PCR (Oligo, Polska), TBE 10 x (labnet, Polska), zestawy:
EZ-10 Spin Column DNA, Gel Extraction Kit (BioBasic Inc, USA), Hot FirePolEvaGreen
HRM Mix (Solis BioDyne, Estonia).

4.4. Aparatura

Aparat do elektroforezy agarozowej (Labnet, Polska), aparat do elektroforezy
agarozowej (Max fill Bio com, USA), CFX96 RealTime System (Biorad, Polska), cieplarka
Robbins Scientific 100 (SyngenBiotech, Polska), mieszadto wirowe Magnetic stirre MSH —
300 (Biosan, USA), mini wiréwka klasyczna (Eppendofr, Austria), strzykawko — probowki z
EDTA i heparyng sodowg, termocycler DNA C100 Thermal Cycler (Biorad, USA),
termocycler DNA Multigene (Labnet, Polska), term blok HB — 1 (Wealtec, USA),
termomixer (Eppendorf, Austria), tipsy jednorazowe, waga laboratoryjna (RadWag,

Polska), wirbwka wielozadaniowa z chtodzeniem 5804R (Eppemdorf, Austria), zasilacz do
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elektroforezy 250EX (Life Technologies, USA), zestaw pipet automatycznych jedno- i

wielokanatowych (Eppendorf, Austria).

4.5. Oprogramowanie komputerowe oraz biologiczne bazy danych

e GraphPad In Stad 3.0.1

e Genome tester 1.3

e FinchTV14

e Microsoft Exel 2009

e Microsoft Word 2009

e Statistica (StatSoft, Polska)

e Printer3 intput

e http://www.ncbi.nim.nih.gov — National Center for Biotechnology Information
(PubMed, OMIM, SNP, Blast)

e http://genome.ucsc.edu — UCSC Genome Biotransformatics (genome Browser,
Blat)

o http://www.ensembl.org — Ensembl Genome Browser

e http://hapmap.ncbi.nim.nih.hov — International HapMap Project

e http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html - internetowa baza danych enzymow
restrykcyjnych

e http://bicinformatics.weizmann.ac.il/cards - GeneCards Homepage

e http://rna.lundberg.gu.se/cutter2 -Webcutter 2.0, program analizujgcy miejsca
restrykcyjne

o http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwal.pl - Institute of Human

Genetics, TU Monachium , Niemcy

4.6. Analizy statystyczne

4.6.1. Wiek

Wiek grup badanych przedstawiono w postaci wartosci srednich z odchyleniem

standardowym (X £ SD) oraz mediany z wartosciami minimum i maximum (min-max).

4.6.2. Badania molekularne

Do obliczen statystycznych wykorzystano program GraphPad InStat. Analiza
statystyczna uzyskanych wynikéw polegata na poréwnaniu czestosci alleli oraz genotypéw

pomiedzy grupg chorych na nowotwor ztosliwy jajnika i grupg kontrolng oraz nowotwér
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ztosliwy btony $luzowej trzonu macicy i grupg kontrolng (test * oraz test Fisher'a), a takze
do obliczen ilorazu szans (OR) przy uwzglednieniu odpowiednich przedziatow ufnosci
(95%CI). lloraz szans zostat policzony dla modelu recesywnego (nn vs Nn + NN) oraz
dominujgcego (nn + Nn vs NN), gdzie ,n” oznacza allel rzadszy. Wartos¢ OR = 1 swiadczy
o0 braku zwigzku danego polimorfizmu z badanym nowotworem, OR > 1 oznacza
zwiekszone ryzyko zachorowania (pozytywna asocjacja), natomiast OR < 1 zmniejszone
ryzyko choroby (negatywna asocjacja). Zwigzek danych polimorfizméw z nowotworem
ztosliwym jajnika i btony sluzowej trzonu macicy zostat takze sprawdzony przy pomocy
testu Cochran-Armitage trend test.

Wszystkie wyniki przyjeto za istotne statystycznie przy wartosciach p < 0,05. Moc
proby byta liczona przy uzyciu nieskorygowanego testu y* (program Power and Sample
Size Calculation Program wersja 2.1.31). Za istotng statystycznie uznawana byta moc
proby na poziomie = 80%. Zgodno$¢ z prawem Hardy’ego—Weinberga w grupie chorych
oraz w grupie kontrolnej sprawdzono testem x°.  Préby, dla ktérych uzyskano
niejednoznaczne wyniki analiz molekularnych, zostaty wykluczone 2z obliczen
statystycznych.

W celu sprawdzenia kooperatywnego udziatu wybranych gendéw CBS, MTR,
MTHFR, MTRR, MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT,BHMT2, BHMT2 w ryzyku zachorowania
na nowotwor ziosliwy jajnika oraz nowotwor zitosliwy biony $luzowej trzonu macicy
przeprowadzono analize interakcji miedzy wybranymi polimorfizmami z wykorzystaniem
metody MDR (ang. Genetic Model-free Multifactor Dimensionality Reduction analysis,
MDR version 2.0 beta 5). Szczegdétowy opis metody MDR jest dostepny na stronie
internetowej  http://chgr.mc.vanderbilt.edu/ritchielab/method.php?method=mdr. ~ Wynik
analizy MDR jest opisywany przez dwie wartosci Testing Balanced Accuracy (TBA) oraz
Cross Validation Consistency (CVC). TBA jest wartoscig wskazujgcg na ile precyzyjnie
analiza MDR jest w stanie przewidzie¢ status chory / kontrola na podstawie analizy
genotypéw testowanych polimorfizmoéw. Przedziat wartoéci dla TBA wynosi 0,5 - 1, gdzie
1 oznacza, ze na podstawie genotypéw na 100% mozna okresli¢ czy dana osoba jest w
grupie ryzyka czy tez jest osobg zdrowg. Wartosci TBA > 0,55 uznaje sie za statystycznie
znaczgce. CVC to wartos¢ wskazujgca ile razy dany 2-, 3- i 4-polimorficzny model zostat
wybrany jako najlepszy model przewidujgcy status chory / kontrola po podziale
analizowanych danych na 10 grup i przeprowadzeniu analizy MDR w kazdej z nich.
Wartosci CVC powyzej 5/ 10 uwaza sie za statystycznie znaczgce. Istotnos¢ statystyczng
otrzymanych wynikéw sprawdzono z wykorzystaniem testu 1000 permutacji przy uzyciu
programu MDR permutation testing module 0.4.9 alpha. Wynik analizy zostat uznany za

istotny statystycznie dla wartosci p < 0,05.
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5. WYNIKI

5.1. Analiza polimorfizméw genéw CBS, MTR, MTHFR, MTRR, MTHFDL1,
TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 w grupie chorych na nowotwory
ztosliwe jajnika

Rozktad genotypow analizowanych polimorfizméw byt zgodny z prawem Hardy-
Weinberga (HW) zaréwno w grupie chorych z nowotworami ztosliwymi jajnika jak i w
grupie kontrolnej (p > 0,05).

W Tabeli 16 zestawiono czestosci wystepowania alleli i genotypéw u chorych na
nowotwory ztosliwe jajnika i poréwnano je z czestosciami oséb z grupy kontrolnej.
Otrzymane wartosci sprawdzono testem trendu Cochrana-Armitage’a. Pordéwnanie
czestosci alleli oraz genotypéw dla polimorfizméw genow CBS, MTR, MTHFR, MTRR,
MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 nie wykazato roéznic istotnych
statystycznie pomiedzy grupg chorych z nowotworami ztosliwymi jajnika, a grupa
kontrolng (Tabela 16).

Oceniano réwniez wptyw poszczegdlnych wariantow polimorficznych na
wystepowanie nowotworu ztosliwego. Wykorzystano w tym celu wielkoS$¢ zwang ilorazem
szans. lloraz szans (OR) okresla wielkos¢ i kierunek zaleznosci pomiedzy wystepowaniem
konkretnego narazenia na chorobe a wystgpieniem tej choroby. Warto$¢ OR =1 wskazuje
na brak takiej statystycznej zaleznosci, OR > 1 wskazuje na istnienie szkodliwego wptywu
danej ekspozycji, OR < 1 sugeruje dziatanie ograniczajgce danej ekspozycji na
prawdopodobienstwo wystgpienia choroby. W prezentowanych badaniach wartosci OR
okreslajg charakter zaleznosci pomiedzy wystepowaniem konkretnego polimorfizmu a
stwierdzeniem nowotworu. Dla wtasciwej oceny zaleznosci konieczne jest uwzglednienie
przedziatu ufnosci wskaznika OR.

Analiza ilorazu szans, przy zatozeniu zaréwno modelu dominujgcego oraz
recesywnego, nie wykazata zwigzku tych wariantéw genowych ze zwiekszonym ryzykiem
wystgpienia nowotworéw ztosliwych jajnika (Tabela 17). Zobrazowano to réwniez na
Rycine 6. Widoczne jest, ze dla zadnego polimorfizmu nie wystepuje przypadek, w
ktérym wartos¢ przedziatu ufnosci (Cl) nie obejmowataby wartosci neutralnej. Stad tez nie
mozna stwierdzi¢ zwigzku pomiedzy wystgpieniem konkretnych polimorfizmow a
wystepowaniem nowotworu ztosliwego jajnika. Dotyczy to zaréwno modelu dominujgcego

jak i recesywnego.
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Tabela 16. Poréwnanie czestosci alleli i genotypow u chorych na nowotwory ztosliwe jajnika i w grupie kontrolnej

Nr Geno- CHORZY KONTROLE Test trendu CHORZY KONTROLE
Gen . . typy liczba/czestos¢ liczba/czestos¢ p Cochran- | Allele | liczba/czestosé liczba/czestos¢ p
polimorfizmu .
genotypu genotypu Armitage- p allelu allelu
GG 54/ 0,38 72/ 0,45
BHMT rs3733890 AG 66 / 0,49 747 0,46 0,618 0,326 ﬁ 19784/01'7228 féi f (1)'22 0,385
AA 16 /0,12 15/ 0,09 ' '
AA 52/ 0,38 59/ 0,37
BHMT rs7356530 AG 67/ 0,49 73/ 0.46 0,484 0,430 é 131 ; 8'23 128 ; 8'28 0,429
GG 177013 287 0.16 ' '
T 52/ 0,39 58 /0,36
BHMT2 rs526264 AT 62/ 0,46 737 0,46 0,808 0,543 X 11%62///8'365 gg ; 8’2? 0,536
AA 20/ 0.15 28/ 0,16 ' '
GG 51/ 0,36 60/ 0,37
BHMT2 rs625879 GT 63/ 0,46 71/ 0,44 0,845 0,746 $ 18655/01'6231 181 ; é'gg 0,9575
T 227 0.16 30/0.19 ' '
11 117/ 0,86 140 / 0,87
CcBS 844ins68 12 19/0,14 20/ 0,12 0,611 0,941 ; 21593 / 006973 22719 / 006973 0,942
22 0/ 0,00 1/0,01 ' '
cc 33/0,24 38/ 0,24
MTHFD1 | rs2236225 cT 72/ 0.53 85/ 0.54 0,993 0,904 % gg ; 8'23 12; ; 8'28 0,907
T 30/ 0,22 36/ 0,23 ' '
cc 67 /0,50 63/ 0,40
MTHFR | rs1801133 cT 55/ 0,41 79/ 0.50 0,209 0,123 $ 18819/00'3700 1?8 ; 8'23 0,127
T 13/0.10 18 / 0.10 ' '
AA 80/ 0,59 105/ 0,65
MTR rs1805087 AG 53/ 0.39 47 /0,30 0,097 0,650 é 25193 / 00'2728 25473 / 00'1891 0,653
GG 3/0,02 9/ 0,05 ' '
AA 470,35 62/ 0,39
MTRR rs1801394 AG 68 /0,51 68 /043 0,363 0,986 é 182 ; 8'28 1&13&23 ; 8'23 0,986
GG 19/0.14 29/ 0.19 ' '
cc 50/ 0,37 470,30
TCN2 rs1801198 cG 58/ 0.43 77/ 0.48 0,372 0,222 g ﬁg ; 8'2? 123 ; 8'22 0,208
GG 26/ 0.19 35/0.22 ' '
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Tabela 17. Analiza ilorazu szans (OR) w modelu dominujacym i recesywnym wariantéw polimorficznych genow w
nowotworach ztosliwych jajnika

Nr Liczba genotypéw Model dominujacy* Model recesywny?

een polimorfizmu | cHORZY | KONTROLE | lloraz szans OR (95%CI) p lloraz szans OR (95%ClI) p
BHMT rs3733890 16/66/54 15/74172 1,228 (0,7730 - 1,952) 0,3836 1,298 (0,6162 - 2,733) 0,4918
BHMT rs7356530 52 /67117 59/73/28 0,944 (0,589 - 1,513) 0,810 0,674 (0,351 - 1,292) 0,233
BHMT2 rs526264 52/62/20 58/73/28 0,906 (0,564 - 1,455) 0,682 0,821 (0,439 - 1,536) 0,536
BHMT2 rs625879 51/63/22 60/71/30 0,9901 (0,6176 - 1,587) 0,9670 0,8427 (0,4602 - 1,543) 0,5788
CBS 844ins68 117/19/0 140/20/1 1,083 (0,555 - 2,110) 0,816 0,392 (0,0158 - 9,707) | 0,542
MTHFD1 rs2236225 33/721/30 38/85/36 0,971 (0,568 - 1,659) 0,913 0,976 (0,563 - 1,692) 0,932
MTHFR rs1801133 67/55/13 63/79/18 0,660 (0,415 - 1,047) 0,077 0,841 (0,396 - 1,786) 0,651
MTR rs1805087 80/53/3 105/471/9 1,313 (0,819 - 2,102) 0,257 0,381 (0,101 - 1,437) 0,140
MTRR rs1801394 47/68/19 62/68/29 1,183 (0,734 - 1,906) 0,489 0,741 (0,394 - 1,392) 0,350
TCN2 rs1801198 50/58/26 47177135 0,705 (0,433 - 1,149) 0,160 0,853 (0,483 - 1,507) 0,584

1'nn + nN vs NN

2nn vs nN + NN

42



WYNIKI

A. Model dominujacy
OR (95%Cl)

2,5

1,5 |

1,0 ~cocdo e e gm .

B. Model recesywny
OR (95%Cl)

Rycina 6. Analiza ilorazu szans (OR) w modelu dominujacego (A) i recesywnym
(B) wariantéw polimorficznych genéw CBS, MTR, MTHFR, MTRR,
MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 dla nowotworu
ztosliwego jajnika, 95% CI - przedziat ufnosci
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Analiza interakcji pomiedzy poszczegdlnymi polimorfizmami przeprowadzona za

pomocg metody MDR nie wykazata kooperatywnego udziatu tych wariantéw genowych w

etiologii nowotworu ztosliwego jajnika. Zaden z najlepszych 2-, 3- oraz 4-polimorficznych

modeli wybranych przez program nie wykazywat statystycznie istotnego zwigzku ze

zwiekszonym ryzykiem zachorowania na nowotwory ztosliwe jajnika (otrzymane wartosci p >

0,05), a wskazniki TBA nie przekraczaty wartosci granicznej 0,55, od ktérej uznaje sie model

za interesujgcy statystycznie (Tabela 18).

Tabela 18. Analiza interakcji pomiedzy polimorfizmami genow CBS, MTR, MTHFR,
MTRR, MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 w
nowotworach ztosliwych jajnika (metoda MDR)

Testing Balanced

Cross Validation

MTHFD1_rs2236225,
TCN2_rs1801198

Gen_numer polimorfizmu Accuracy’ Consistency’ p
MTRR_rs1801394, o
TCN2_rs1801198 0,518 90% 0,727
MTRR_rs1801394,

MTHFD1_rs2236225, 0,509 90% 0,786
TCN2_rs1801198
BHMT_rs625879,
MTRR_rs1801394, 0,536 70% 0,564

Testing Balanced Accuracy (TBA), warto$¢ wskazujaca na ile precyzyjnie analiza MDR
jest w stanie przewidzie¢ status chory / kontrola na podstawie analizy genotypdéw
testowanych polimorfizmdw; przedziat wartosci dla TBA 0,5 - 1, gdzie 1 oznacza, ze na
podstawie genotypédw na 100% mozna okresli¢ czy dana osoba jest chorym na
nowotwor ztosliwy jajnika czy tez zdrowg kontrolg; wartosci TBA > 0,55 uznaje sie za

statystycznie interesujace

2Cross Validation Consistency (CVC), warto$¢ wskazujaca ile razy dany 2-, 3- i 4-
polimorficzny model zostat wybrany jako najlepszy model przewidujacy status chory /
kontrola po podziale analizowanych danych na 10 grup i przeprowadzeniu analizy MDR

w kazdej z nich; wartosci CVC powyzej 5/ 10 uwaza sie za znaczace;

3warto$¢ p na podstawie testu 1000 permutacji
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5.2. Analiza polimorfizméw genéw CBS, MTR, MTHFR, MTRR, MTHFD1, TCNZ2,
BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 w nowotworach ztosliwych btony sluzowej

trzonu macicy

Rozktad genotypow analizowanych polimorfizméw byt zgodny z prawem Hardy-
Weinberga (HW) zaréwno w grupie chorych z nowotworami ztosliwymi btony Sluzowej trzonu
macicy oraz w grupie kontrolnej (p > 0,05).

Poréwnanie czestosci alleli oraz genotypdéw dla polimorfizméw gendéw CBS, MTR,
MTHFR, MTRR, MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 nie wykazato réznic
istotnych statystycznie pomiedzy grupg chorych z nowotworami ztosliwymi btony $luzowej
trzonu macicy, a grupg kontrolng (Tabela 19).

Takze analiza ilorazu szans (OR), przy zatozeniu zaréwno modelu dominujgcego jak i
recesywnego, nie wykazata zwigzku tych wariantdw genowych ze zwiekszonym ryzykiem
wystgpienia nowotworow ztosliwych btony sluzowej trzonu macicy (Tabela 20, Rycina 7).

Analiza interakcji pomiedzy poszczegoinymi polimorfizmami przeprowadzona za
pomocg metody MDR nie wykazata kooperatywnego udziatu tych wariantéw genowych w
etiologii nowotworu ztosliwego btony $luzowej trzonu macicy. Zaden z najlepszych 2-, 3- oraz
4-polimorficznych modeli wybranych przez program nie wykazywat statystycznie istotnego
zwigzku ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na nowotwory ztosliwe biony sluzowej

trzonu macicy (Tabela 21) (otrzymane wartosci p > 0,05).
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Tabela. 19. Porownanie czestosci alleli i genotypow u chorych na nowotwory zlosliwe blony sluzowej trzonu macicy i w
grupie kontrolnej

" oron CHORZY KONTROLE Test trendu CHORZY KONTROLE
Gen . . ypy liczba/czestos¢ | liczba/czestos¢ p Cochran- Allele | liczba/czestosé | liczba/czestosé p
polimorfizmu X
genotypu genotypu Armitage - p allelu allelu
GG 39/ 0,45 727 0,45
BHMT | rs3733890 AG 38/ 0,44 74 0,46 0,942 0,952 g 15166//01’6355 féj f é'gg 0,953
AA 9/0,10 15/ 0.09 : '
AA 36/ 0,42 59/ 0,69
BHMT | rs7356530 AG 36 / 0,42 737 0.85 0,745 0,516 é 16048/00'3673 128 f 8'28 0,429
GG 14/ 0.16 28/ 0.33 ' '
T 36/ 0,42 58/ 0.36
BHMT2 | rs526264 AT 35/ 0,41 73/ 046 | 0,682 0,564 X 16057/00'3682 gg j 8'2? 0,536
AA 15/ 0.17 28/ 0,18 ' '
GG 38/ 0,44 60/ 0,37
BHMT2 | rs625879 GT 34 / 0,40 71/ 0,44 0,570 0,339 (T5 16120//01'7228 igi j (1)'% 0,363
T 14/ 0.16 30/ 0.19 ' '
11 73/0.85 140/ 0,87
CBS 844ins68 12 13/0.15 20/ 0,12 0,648 0,0062 ; 11539//006982 22719/00'0973 0,942
22 0/ 0,00 1/0,01 ' '
cc 267 0,30 38/ 0,24
MTHED1| rs2236225 cT 47 /0,55 85/ 0.53 0,294 0,126 $ 32 ; 8'22 1‘5“19 j 8'38 0,907
T 137015 36/ 0,22 ' '
cC 44 /0,51 63 /0,39
MTHFR | rs1801133 cT 37/ 0,43 79/ 0,49 0,133 0,045 $ 14275/00'2773 ﬁg j g'gg 0,127
T 5/0,06 18/ 0.11 ' '
AA 55/ 0,65 105/ 0,65
MTR | rs1805087 AG 277 0.32 47 /0,29 0,738 0,842 é 13337 / 00'1891 25473 / 00'1891 0,653
GG 3/0,04 9/ 0,06 ' '
AA 257 0,30 62/ 0,39
MTRR | rs1801394 AG 45/ 0.54 68 /0,43 0,251 0,423 é ‘;g ; g'i; ﬁg j 8'23 0,986
GG 14 /017 29/ 0.18 ' '
cC 30/ 0,35 47 /0,29
TCN2 | rs1801198 CG 40 / 0,47 77 0.48 0,651 0,362 (C; 17020/00'4528 133 ; 8'22 0,208
GG 16 /0.19 35/ 0.22 : '
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Tabela 20. Analiza ilorazu szans (OR) w modelu dominujacego i recesywnym wariantéw polimorficznych genow w
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nowotworach ztosliwych btony §luzowej trzonu macicy

. N Liczba genotypéw Model dominujacy Model recesywny?

* | polimorfizmu CHORZY | KONTROLE| Iloraz szans OR (95%C1) | p lloraz szans OR (95%Cl1) | p
BHMT | rs3733890 | 9/38/39 |15/74/72| 1,138 (0,4759 - 2,720) |0,7716 | 0,9749 (0,5760 - 1,650) |0,9247
BHMT | rs7356530 | 36/36/14 |59/73/28| 0,811 (0,475 - 1,386) | 0,444 | 0,917 (0,454 - 1,852) | 0,808
BHMT2 | rs526264 |36/35/15|58/73/28| 0,798 (0,466 - 1,364) | 0,408 | 0,988 (0,496 - 1,972) | 0,974
BHMT2 | rs625879 | 38/34/14 |60/71/30 | 0,7504 (0,4407 - 1,278) | 0,2897 | 0,8491 (0,4230 - 1,704) | 0,6450

CBS 844ins68 | 73/13/0 |140/20/1| 1,187 (0,562 -2,507) | 0,652 | 0,619 (0,025 - 15,357) | 1,000
MTHFD1 | rs2236225 | 26/47/13 |38/85/36 | 0,725(0,403 - 1,304) | 0,282 | 0,608 (0,303 - 1,222) | 0,160
MTHFR | rs1801133 | 44/37/5 |63/79/18| 0,620 (0,365 - 1,052) | 0,081 | 0,487 (0,174 - 1,361) | 0,163

MTR | rs1805087 | 55/27/3 |105/47/9| 1,023 (0,560 - 1,774) | 0,936 | 0,618 (0,163 - 2,346) | 0,552

MTRR | rs1801394 | 25/45/14 |62/68/29| 1,508 (0,856 - 2,657) | 0,153 | 0,897 (0,445 - 1,807) | 0,760
TCN2 | rs1801198 | 30/40/16 |47/77/35| 0,783 (0,448 - 1,370) | 0,392 | 0,810 (0,418 - 1,567) | 0,531

1 nn+nN vs NN

2nnvs nN + NN
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MTRR, MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 w

nowotworach ztosliwych blony §luzowej trzonu macicy (metoda

MDR)
) Cross
Gen_numer Testing Balanced S )
] ) L Validation p
polimorfizmu Accuracy ] )
Consistency
MTRR_rs1801394,
MTHFD1_rs2236225 0,463 30% 0,981
MTRR_rs1801394,
MTHFD1_rs2236225, 0,518 50% 0,731
TCN2_rs1801198
BHMT_rs3733890,
MTRR_rs1801394, 0,461 50% 0,985

MTHFD1_rs2236225,
TCN2_rs1801198

Tabela 21. Analiza interakcji pomiedzy polimorfizmami genéw CBS, MTR, MTHFR,

1Testing Balanced Accuracy (TBA), warto$¢ wskazujaca na ile precyzyjnie analiza
MDR jest w stanie przewidzie¢ status chory / kontrola na podstawie analizy
genotypow testowanych polimorfizmoéw; przedziat wartosci dla TBA 0,5 - 1, gdzie 1
oznacza, ze na podstawie genotypow na 100% mozna okresli¢ czy dana osoba jest
chorym na nowotwér ztosliwy biony Sluzowej trzonu macicy czy tez zdrowg
kontrolg; wartosci TBA > 0,55 uznaje sie za statystycznie interesujace

2Cross Validation Consistency (CVC), warto$¢ wskazujaca ile razy dany 2-, 3- i 4-
polimorficzny model zostat wybrany jako najlepszy model przewidujacy status
chory / kontrola po podziale analizowanych danych na 10 grup i przeprowadzeniu
analizy MDR w kazdej z nich; wartosci CVC powyzej 5 / 10 (50%) uwaza sie za

znaczace;

3warto$¢ p na podstawie testu 1000 permutacji

A. Model dominujacy
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OR (95%Cl)
3,0 4

25 4

20 -

15

10 -

05 -

B. Model recesywny

40 OR(95%Cl)

35 4

3,0 -

25 4

Rycina 7. Analiza ilorazu szans (OR) w modelu dominujacego (A) i recesywnym

(B) wariantéw polimorficznych genéw CBS, MTR, MTHFR, MTRR,
MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMTZ2 dla howotworu
ztosliwego btony $luzowej trzonu macicy, 95% CI - przedziat ufnosci
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5.3. Zwigzek haplotypéw genéw BHMT oraz BHMT2 z ryzykiem zachorowania na

nowotwor ztosliwy jajnika i blony sluzowej trzonu macicy.

Badanie rozktadu poszczegdlnych haplotypéw dla polimorfizméw genéw BHMT
(rs7356530 i rs3733890) i BHMT2 (rs526264 i rs625879) nie wykazato zwigzku z ryzykiem

zachorowania na nowotwor ztodliwy jajnika (Tabela 22, Rycina 8) oraz btony Sluzowej trzonu

macicy (Tabela 23, Rycina 9). Wartosci p dla poszczegdlnych haplotypéw po tescie 1000

permutacji nie byty istotne statystyczne (p> 0,00464). W przypadku nowotworu ztosliwego

btony Sluzowej trzonu macicy haplotypem dajgcym wynik najblizszy istotnoéci statystycznej

byt haplotyp skfadajacy sie z polimorfizméw genu BHMT2 (rs526264 i rs625879). Globalna

wartos¢ p wynosita 0,03. W nowotworze ztosliwym jajnika haplotypem dajgcym wynik

najblizszy istotnosci statystycznej byt haplotyp skfadajacy sie z polimorfizméw genu BHMT2
(rs625879) i genu BHMT (rs7356530), a globalna wartos¢ p wyniosta 0,191.

Globalne warotosci p dla
haplotypow

Gen:
Polimorfizm:
Lokalizacja:

q:‘b"@ ,\q}q’% o @‘h cDQ'%Q-
& il & na
Al A A A
N N N4 N
L+ L) L) [+
BHMT2 BHMT
rs526264 rs625879 rs7356530 rs3733890
intron intron promotor exon
0,702
0,925
0,616
0,374
| 0,475
| 0,191 |
0,741 |
| 0,335 |
| 0,458
| 0,594

HUNPHASED 3.1.5%

Warto$¢ istotna statystycznie po te$cie 1000 permutacji p < 0,00464

Rycina 8. Zwiazek haplotypow genéw BHMT oraz BHMT2 z ryzykiem
zachorowania na nowotwor ztosliwy jajnika
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S 3 N S
N ) Na]
o> K3 & I
& & N s
A Al A Al
N & N N
o o o o
Gen: BHMT2 BHMT
Polimorfizm: rs526264 rs625879 rs7356530 rs3733890
Lokalizacja: intron intron promotor exon
0,734
0,374
0,517

0,079

0.458

| 0,720 |

0,084

Globalne warotosci p dla
haplotypdw

0,177

0,169

Wartos¢ istotna statystycznie po tescie 1000 permutacji p < 0,00464

Rycina 9. Zwiazek haplotypéw genéw BHMT oraz BHMT2 z ryzykiem
zachorowania na nowotwoér ztosliwy btony sluzowej trzonu macicy

Tabela 22. Zwiagzek haplotypéw genéw BHMT oraz BHMT2 z ryzykiem
zachorowania na nowotwoér ztosliwy jajnika

Uktad polimorfizmow v Globalna wartos¢ p
okno 1-marker
rs526264 0,147 0,702
rs625879 0,009 0,925
rs7356530 0,251 0,616
rs3733890 0,791 0,374
okno 2-marker
rs526264, rs625879 1,488 0,475
rs526264, rs7356530 2,033 0,362
rs526264, rs3733890 1,273 0,736
rs625879, rs7356530 3,311 0,191
rs625879, rs3733890 1,395 0,707
rs7356530, rs3733890 1,249 0,741
okno 3-marker
rs526264, rs625879, rs7356530 3,391 0,335
rs526264, rs625879, rs3733890 2,056 0,725
rs526264, rs7356530, rs3733890 2,932 0,569
rs625879, rs7356530, rs3733890 3,636 0,458
okno 4-marker
rs526264 rs625879 rs 7356530 rs3733890 3,694 0,594

Wartos¢ istotna statystycznie po tescie 1000 permutacji p < 0,00464
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Tabela 23. Zwiazek haplotypow genéw BHMT oraz BHMT2 z ryzykiem
zachorowania na nowotwoér ztosliwy btony sluzowej trzonu macicy

2

Uklad polimorfizméw X Globalna wartos$¢ p
okno 1-marker
rs526264 0,116 0,734
rs625879 0,791 0,374
rs7356530 0,419 0,517
rs3733890 0,552 0,458
okno 2-marker
rs526264, rs625879 6,984 0,030
rs526264, rs7356530 3,174 0,205
rs526264, rs3733890 1,468 0,690
rs625879, rs7356530 5,076 0,079
rs625879, rs3733890 1,848 0,605
rs7356530, rs3733890 1,339 0,720
okno 3-marker
rs526264, rs625879, rs7356530 4,960 0,084
rs526264, rs625879, rs3733890 8,345 0,080
rs526264, rs7356530, rs3733890 2,717 0,606
rs625879, rs7356530, rs3733890 6,319 0,177
okno 4-marker
rs526264 rs625879 rs7356530 rs3733890 6,429 0,169

Warto$¢ istotna statystycznie po tescie 1000 permutacji p < 0,00464
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6. DYSKUSJA

W pracy analizowano 10 polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) 8 genodw
kandydackich kodujgcych biatka obiegu aktywnego metylu w odniesieniu do ryzyka
zachorowania na nowotwory ztosliwe jajnika oraz btony S$luzowej trzonu macicy w grupie
kobiet nalezgcej do populacji polskiej. Analizy statystyczne uzyskanych wynikéw nie wykazaty
ich zwigzku z wystepowaniem tych nowotworéw, zaréwno w odniesieniu do analiz
pojedynczego polimorfizmu, jak i kooperatywnego udziatu réznych wariantéw genowych w
etiologii nowotwordw ztosliwych jajnika i btony $luzowej trzonu macicy.

Polimorfizm 844ins68 genu syntazy B-cystationiny (CBS) i polimorfizm rs1801198 genu
transkobalaminy 2 (TCN2)

Nie znaleziono danych dotyczgcych zwigzku polimorfizmu 844ins68 genu CBS oraz
polimorfizmu rs1801198 genu TCN2 z ryzykiem zachorowania na nowotwory ztoSliwe
narzgdow rodnych, w tym raka jajnika i btony Sluzowej trzonu macicy. Wedtug danych
literaturowych[52, 53, 54] wykazano zwigzek polimorfizmu 844ins68 genu CBS z ryzykiem
zachorowaniem na raka ptuc oraz ryzykiem rozwoju upos$ledzenia umystowego i zespotu
Downa. Omawiany wariant polimorficzny uznawany jest za czynnik ochronny w schizofrenii i
andrenoleukodystrofii [52, 55 56].

Mimo braku zwigzku  polimorfizmu 844ins68 genu CBS z wystepowaniem
nowotworow ztosliwych jajnika i blony $luzowej trzonu macicy w badaniach wtasnych,
kontynuacja badan nad tym polimorfizmem jest uzasadniona, gdyz moze on by¢
polimorfizmem funkcjonalnym, tzn. wptywajgcym na proces transkrypcji i translacji, a tym
samym na jakos¢ i aktywnos¢ kodowanego biatka. Ciekawym z punktu widzenia epigenetyki
jest fakt, ze pomimo formowania prawidtowego transkryptu — syntazy (3-cystationiny, insercja
68 par zasad moze powodowac zachwianie réwnowagi czynnikdw transkrypcyjnych, co w
konsekwencji prowadzi do zmniejszonej aktywnosci kodowanego enzymu. Zmniejszona
aktywnosc¢ syntazy B-cystationiny prowadzi do zwiekszenia poziomu homocysteiny w osoczu,
a wiadomo ze hiperhomocysteinemia jest czynnikiem ryzyka rozwoju miazdzycy, zakrzepicy,
wad cewy nerwowej czy osteoporozy [52, 57]. Wptyw hipermocysteinemii na rozwdj chordb
nowotworowych moze wynika¢ miedzy innymi z indukgcji stresu oksydacyjnego [58].

Badania Ott i wsp. [69]. wykazaty zwigzek polimorfizmu 844ins68 genu CBS =z
zachorowaniem na nowotwory ztosliwe gornego odcinka przewodu pokarmowego, zwtaszcza
w powigzaniu z polimorfizmem A25756G genu MTR, ktéry zostat oméwiony ponizej. Nalezy
podkresli¢, ze istniejg réznice populacyjne w wynikach badan dotyczacych omawianego

polimorfizmu. Dotyczy to gtéwnie zakrzepicy zyt gtebokich konczyn dolnych. W badaniach
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Grossmann i wsp. oraz Ayala i wsp. [60, 61] wykazano, ze obecnos¢ polimorfizmu 844ins68
genu CBS jest czynnikiem ochronnym, natomiast w wiekszosci innych publikacji autorzy
wykazuja, ze jest to czynnik ryzyka zakrzepicy [62, 63, 64].

Do tej pory wykazano zwigzek polimorfizmu rs1801198 genu TCN2 z rakiem jelita
grubego. W badania Hazra i wsp. [65] stwierdzono, ze fenotyp Arg/Arg tego polimorfizmu
wigze sie z hipermetylacjg wysp CpG regionéw promotorowych gendéw w raku jelita grubego.
A jak wiadomo hipermetylacja gendw supresorowych, powodujgca utrate ich funkcji, odgrywa
kluczowg role w procesie transformacji nowotworowej [66].

Badany polimorfizm byt réwniez analizowany w kontek$cie ryzyka wystgpienia
poronien samoistnych. Zetterberg i wsp. [67] wykazali, ze genotyp Arg/Arg tego polimorfizmu
wystepuje znacznie czesciej u kobiet z poronieniami samoistnymi w poréwnaniu z grupa
kontrolng i stanowi czynnik ryzyka poronien.

W zwigzku z wptywem polimorfizmu rs1801198 genu TCN2 na fenotyp metylatora
wysp CpG (ang. CpG island methylator phenotype — CIMP) [66] i udowodnionym zwigzkiem z
rakiem jelita grubego wydaje sie by¢ prawdopodobne, ze omawiany polimorfizm jest réwniez
czynnikiem ryzyka innych nowotwordéw, w tym nowotwordw ztosliwych jajnika i btony Sluzowej
trzonu macicy. Proces hipermetylacji jest zjawiskiem uniwersalnym, dlatego tez badania tego
polimorfizmu w grupach chorych na nowotwory ztosliwe jajnika i btony $luzowej trzonu macicy
w réznych populacjach jest konieczne.

Polimorfizm rs1801133 genu reduktazy metylenotetrahydrofolianu (MTHFR)

W badaniach wtasnych nie wykazano zwigzku polimorfizmu rs1801133 genu MTHFR
z ryzykiem wystepowania nowotworu ztosliwego jajnika i btony sluzowej trzonu macicy. Gen
MTHFR jest najczesciej badanym genem cyklu obiegu aktywnego metylu. Polimorfizm
rs1801133 jest polimorfizmem funkcjonalnym, zwigzanym z powstawaniem termolabilnego
biatka MTHFR o obnizonej aktywnosci — u nosicieli genotypu TT do okoto 30% oraz do 60% u
nosicieli genotypu heterozygotycznego CT [68,69]. Obnizona aktywnos¢ reduktazy
metylenotetrahydrofolianu odgrywa istotne znacznie w transformacji nowotworowej. Wigze sie
Z niskim stezeniem folianéw oraz wysokim stezeniem homocysteiny w surowicy, co zaburza
proces metylacji DNA [70, 71, 72]. Omawiany polimorfizm jest czynnikiem ryzyka rozwoju
nowotworu ztosliwego jajnika potwierdzonym w wielu badaniach [73, 43]. W cyklu prac
Jakubowskiej i wsp. [26, 43] wykazano wplyw tego polimorfizmu na zwiekszone ryzyko
zachorowania na nowotwor ztosliwy jajnika i piersi u kobiet bedgcych nosicielkami mutaciji
genu BRCAL1.

Podobne wyniki uzyskat w swoich badaniach Gershoni-Baruch i wsp. [73]. Wykazat on
zwigzek pomiedzy polimorfizmem rs1801133 a ryzykiem zachorowania na nowotwér ztoSliwy
jajnika. Z kolei inny polimorfizm MTHFR rs1801131 (1298 A > C) zmniejsza ryzyko
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zachorowania na nowotwor ztosliwy piersi i moze potencjalnie zmniejsza¢ ryzyko rozwoju
raka jajnika u kobiet z predyspozycjami dziedzicznymi.

Nalezy dodac, ze nie wszystkie publikowane prace potwierdzajg zwigzek tego
polimorfizmu z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na raka jajnika. W pracy Terry i wsp.
[74] przeprowadzonej na populacji amerykanskiej (New England Case Control Study, Nurses
Health Study, Mayo Clinic Ovarian Cancer Case Control) nie wykazano zwigzku badanych
polimorfizméw rs1801133 oraz rs1801131 genu MTHFR z ryzykiem zachorowania na raka
jajnika. Podobne wyniki uzyskat Kelemen i wsp. [74,75] analizujgc 16 polimorfizméw genu
MTHFR.

Dane dotyczgce polimorfizmu rs1801133 genu MTHFR i nowotworu ztosliwego btony
Sluzowej trzonu macicy sg sprzeczne i wykazujg réznice populacyjne, ktére mogg wynikac z
istnienia réznic w czestosci alleli [70, 76, 77]. Przyktadowo w populacji kaukaskiej genotyp TT
wynosi 10 - 13%, a heterozygota CT 50% [70]. Wang-Hong Xu i wsp. [76] wykazali brak
zwigzku omawianego polimorfizmu z ryzykiem zachorowania na nowotwodr ztosliwy btony
Sluzowej trzonu macicy w populacji chinskiej. Podobne wyniki opisat Paynter i wsp. [78] w
populacji amerykanskiej. Z kolei Esteller i wsp. [79] wykazali, ze nosicielstwo allelu T zaréwno
w postaci homo i heterozygotycznej polimorfizmu rs1801133 genu MTHFR zwigkszone
ryzyko zachorowania na ten nowotwdr w populacji hiszpanskiej. Omawiany polimorfizm jest
analizowany w kontekscie zachorowania na inne nowotwory narzgdow ptciowych kobiet.
Piyathilake i wsp. [80,81,82] wykazali trzykrotnie zwiekszone ryzyko zachorowania na raka
szyjki macicy u homozygot TT w poréwnaniu do homozygot CC. Wyniki te nie potwierdzity sie
w badaniach na populacji polskiej i koreanskie;.

Brak zwigzku polimorfizmu rs1801133 genu MTHFR z ryzykiem zachorowania na
nowotwor ztosliwy jajnika w badaniach wtasnych moze wynika¢ ze stosunkowo matej liczby
chorych.

Polimorfizm rs1801133 genu MTHFR niewatpliwie wigze sie z ryzykiem wystepowania
nowotworow ziosliwych oraz powiktan potozniczych. Jest on uznanym czynnikiem ryzyka
wystepowania heterogennej grupy nowotworow ztosliwych - rakow ptaskonabtonkowych
gtowy i szyi [HNSCC, ang. head and neck squamous cell carcinoma], przetyku, ptuc, zotgdka,
jelita grubego, chtoniakéw nieziarniczych, ostrej biataczki limfo blastycznej, oponiakow i
glejakow [83-93]. Wptyw wariantow genowych (allel T) polimorfizmu rs1801133 na aktywnosc¢
reduktazy metylenotetrahydrofolianu i tym samym na poziom folianéw w surowicy uzasadnia
znaczenie suplementacji kwasu foliowego w profilaktyce choréb nowotworowych [70, 72 94-
98]. Wykazano, ze powiktania pofoznicze spowodowane sg zmianami zakrzepowymi w
naczyniach krgzenia maciczno-fozyskowego, do ktoérych zaliczy¢ mozna ciezkg postaé

preeklampsji, przedwczesne oddzielnie tozyska, ograniczenie wewnatrzmacicznego
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wzrastania ptodu, poronienia nawracajgce czy obumarcie ptodu w Il trymestrze cigzy Scisle
wigzg sie z zaburzang aktywnoscig reduktazy metylenotetrahydrofolianu [68].

Polimorfizm rs1805087 genu metylotransferazy homocysteinowej (MTR) i polimorfizmu
rs1801394 reduktazy syntazy metioninowej (MTRR)

W moich badaniach nie wykazano zwigzku polimorfizméw rs1805087 genu
metylotransferazy homocysteinowej (MTR) i polimorfizmu rs1801394 genu reduktazy syntazy
metioninowej (MTRR) z ryzykiem zachorowania na nowotwory ziosliwe jajnika oraz btony
Sluzowej trzonu macicy. Dostepne dane literaturowe opisujgce badania nad wyzej
wymienionymi polimorfizmami w nowotworach ztosliwych narzadéw ptciowych kobiet dotyczg
jajnika oraz szyjki macicy [99] i nie wykazujg zwigzku z zachorowaniem. W pracy Kotsopoulos
i wsp. [75] nie stwierdzono dodatkowo aby suplementacja kwasu foliowego i metioniny
zmniejszata ryzyko zachorowania na raka jajnika. Z kolei Webb i wsp. [100] analizowali
warianty polimorficzne genu MTRR i MTR i wykazali, ze stosowanie kwasu foliowego,
witaminy B6 lub metioniny zmniejsza ryzyko zachorowania na raka jajnika, ale tylko u kobiet
palgcych papierosy oraz spozywajgcych alkohol. Nie znaleztem prac dotyczgcych wptywu
tych polimorfizmdw na ryzyko zachorowania na raka endometrium.

Wariant genu 919Gly genu MTR, podobnie jak omawiany powyzej polimorfizm
rs1801133 genu MTHFR, jest uznanym czynnikiem ryzyka rakéw ptaskonabtonkowych gtowy
i szyi, piersi u kobiet w wieku pomenopauzalnym [99] oraz raka jelita grubego. Ponadto
zwieksza ryzyko zachorowania na nowotwory ptaskonabtonkowe u oséb naduzywajacych
alkohol, rozwoju siatkbwczaka, gammopatii monoklonalnych, szczegdlnie szpiczaka
mnogiego, a takze chtoniakdéw nieziarniczych [83, 101-106].

Polimorfizm rs1801394 genu MTRR wigze sie z czterokrotnie zmniejszong
aktywnoscig reduktazy syntazy metioninowej, przez to zmniejsza dostepno$¢é S-
adenozylometioniny (SAM) i moze skutkowaé niekontrolowang hipometylacjig DNA.
Wykazano jego zwigzek z ryzykiem zachorowania na oponiaka i raka piersi [107, 108].
Ponadto nosicielstwo dwéch alleli G istotnie zwieksza ryzyko zachorowania na raka pecherza
moczowego u 0séb palgcych papierosy. W przypadku raka gruczotu krokowego, trzustki oraz
szyjki macicy takiego zwigzku nie wykazano [99, 109, 110].

Polimorfizm rs7356530 i rs3733890 genu metylotransferazy betaino-homocysteinowej
(BHMT) oraz polimorfizm rs526264 i rs625879 genu metylotransferazy betaino-
homocysteinowej 2 (BHMT2)

W mojej pracy nie wykazano zwigzku wybranych czterech polimorfizméw gendéw
BHMT i BHMT2 z ryzykiem zachorowania na nowotwory ztodliwe jajnika i blony $Sluzowej
trzonu macicy.

Gen BHMT2 nalezy do mato poznanych gendéw kodujgcych enzymy obiegu aktywnego

metylu. Niewiele wiadomo o funkcjonalnosci jego polimorfizmoéw, dlatego tez analizowane
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polimorfizmy zostaty wybrane metodg LD approach, ktéra oparta jest na zasadzie sprzezen
pomiedzy polimorfizmami. To znaczy, Ze niektére polimorfizmy, nawet jesli nie sg
funkcjonalne (omawiane zlokalizowane sg w intronach gendw), sg sprzezone i dziedziczg sie
zawsze razem z polimorfizmami funkcjonalnymi. Nie znaleztem danych literaturowych
dotyczacych wptywu omawianych polimorfizméw rs526264 i rs625879 genu BHMT2 na
ryzyko zachorowania na raka jajnika i btony Sluzowej trzonu macicy. Opublikowane dane
dotyczg raka szyjki macicy. W pracy Myka i wsp. [51] badano zwigzek omawianych
polimorfizmow tego genu z rakiem szyjki macicy w populacji polskiej i zwigzku takiego nie
wykazano [80]. Gen BHMT2 i jego polimorfizmy badano réwniez w endometriozie. W pracy
Szczepanska i wsp. [111] nie wykazano zwigzku omawianych wariantéw polimorficznych z tg
chorobg na populacji polskie;.

Metylotransferaza betaino-homocysteinowa (BHMT) katalizuje jedng z wazniejszych
reakcji konwersji cyklu aktywnego metylu mianowicie remetylacje homocysteiny. Odpowiada
za transfer grupy metylowej z betainy do homocysteiny. Jest odpowiedzialna za ponad
potowe reakcji remetylacji homocysteiny [112]. Funkcjonalnos¢ polimorfizmu rs3733890 tego
genu zostata scharakteryzowana przez Li i wsp. [113]. Z ich badan wynika, ze analizowany
wariant polimorficzny cechuje sie nizszg stalg Km (stata Michaelisa) do homocysteiny i
betainy. Oznacza to, ze powinowactwo do substratu enzymu kodowanego przez gen
zawierajgcy ten wariant polimorficzny jest wieksze niz wariantu ,dzikiego”, przez co jego
wydajnos¢ moze by¢ znacznie zwiekszona. Polimorfizm rs3733890 genu BHMT jest jedynym
z powyzej omawianych wariantow, ktérego nosicielstwo zwigzane jest ze zmniejszonym
ryzykiem zachorowan na niektére nowotwory. Moze mie¢ to zwigzek z oméwiong wczesniej
zwiekszona aktywnoscig kodowanego enzymu, co skutkuje przeciwdziataniem
hiperhomocysteinemi i zwiekszeniem dostepnosci grup metylowych do procesu metylacji
DNA. W pracy Myka i wsp. [51] wykazno, ze obecnos¢ allelu A w ukfadzie hetero lub
homozygotycznym polimorfizmu rs3733890 genu BHMT zmniejsza o potowe ryzyko
zachorowania na nowotwor ztosliwy szyjki macicy.

W badaniach nad rakiem piersi widoczne sg rdéznice populacyjne, a dane dotyczace
tych samych populacji sg czesto sprzeczne. W pracy populacyjnej Xu i wsp. [114] nie
wykazano zwigzku omawianego polimorfizmu z ryzykiem zachorowania na raka piersi w
populacji amerykanskiej. Natomiast rok pdzniej w pracy tego samego autora wykazano, ze
homozygotyczno$¢ AA stanowi czynnik ochronny przed zachorowaniem na raka piersi
(OR=0,64) [115].

Badaniami potwierdzajgcymi prawdopodobng ochronng role omawianego wariantu
polimorficznego w transformacji nowotworowej stanowi analiza Hazra i wsp. [116] dotyczgca
nowotworu jelita grubego. Nie znaleziono zwigzku tego polimorfizmu oraz rs526264 z

ryzykiem pojawienia sie nowotworu zto$liwego jajnika i btony sluzowej trzonu macicy.
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Polimorfizm rs2236225 genu dehydrogenazy metylenotetrahydrofolianu (MTHFD1)

MTHFD1 jest enzymem katalizujgcym reakcje konwersiji 5,10-
dimetylotetrahydrofolianu do 10-formylotetrahydrofolianu oraz jego pochodnych. Produkty te
sg substratami do reakcji biosyntezy de novo zasad nukleotydowych, ktore nastepnie sg
wykorzystywane do biosyntezy DNA. Najcze$ciej badanym polimorfizmem genu MTHFD1 jest
wariant polimorficzny powodujgcy zamiane argining w glutamine w pozycji 653 [117, 118]. W
mojej pracy analizowatem wtasnie ten polimorfizm i nie wykazatem, aby jego obecnos¢ miata
zwigzek z wystepowaniem nowotwordw ztosliwych jajnika lub btony sluzowej trzonu macicy w
populacji kobiet z Wielkopolski. W dostepnych danych literaturowych wykazano wptyw
polimorfizmu genu MTHFD1 na pojawienie sie wad rozwojowych cewy nerwowej u dzieci
[117, 119-121], utraty cigz w Ill trymestrze [117, 122].

Omawiany polimorfizm zwigzany jest réwniez z procesem karcinogenezy. Wykazano,
ze jest on czynnikiem ryzyka wystgpienia najczestszych nowotworéw zitosliwych. Stevens i
wsp. [117, 123] wykazali zwiekszone ryzyko zachorowania na nowotwor ztosliwy piersi u
kobiet w wieku pomenopauzalnym, ktore byty nosicielkami allelu T w postaci homo i
heterozygotycznej. Podobne wyniki uzyskano w pracy Li Sy i wsp. [117, 124]. Omawiany
wariant polimorficzny genu MTHFD1 byt zwigzany z pojawieniem sie nowotworow
ptaskonabtonkowych gtowy i szyi u os6b naduzywajgcych alkoholu oraz palgcych papierosy
[129], podobnie jak omawiany powyzej polimorfizm genu MTHFR. Biorgc pod uwage, ze
palenie papierosow jest czynnikiem karcinogennym mozna réwniez uzna¢ niedobér kwasu
foliowego w diecie jako czynnik ryzyka transformacji nowotworowe;.

Inne nowotwory, dla ktérych wykazano zwigzek badanego polimorfizmu, to rak
zotagdka [117, 125], ptuc w populacji chinskiej [117, 124] oraz ostrej biataczce limfo
blastycznej [117, 126]. W opublikowanych danych dotyczacych nowotworéw narzadéw
piciowych kobiet nie ma danych dotyczgcych raka jajnika i blony $luzowej trzonu macicy.
Natomiast sg dane dotyczgce raka szyjki macicy nie wykazujg zwigzku omawianego
polimorfizmu z tym nowotworem w populacji polskiej [80]. Oprécz choréb nowotworowych
omawiany  polimorfizm  jest analizowany w  chorobach  neurologicznych i
neuropsychiatrycznych. W pracy Kempisty i wsp. [117, 127] wykazano powigzanie badanego
wariantu polimorficznego z schizofrenig oraz zwigkszonym ryzykiem migren u mezczyzn
bedacych nosicielami allelu A. W pracy Dorszewska i wsp. [128] wykazano, ze nosicielstwo

dwdch alleli A ma wptyw na zwigkszone ryzyko wystgpienia choroby Parkinsona i Alzheimera.

Przedstawione powyzej dane literaturowe pokazujg, ze niektére z wybranych w
niniejszej pracy polimorfizméw genéw obiegu aktywnego metylu zostaty analizowane w

nowotworach ziosliwych jajnika czy bitony $luzowej trzonu macicy w grupie chorych z
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populacji polskiej po raz pierwszy. Uzasadnia to uznanie tematyki mojej pracy jako zasadnej.
Wyniki analiz bedgcych przedmiotem niniejszej pracy — brak zwigzku polimorfizméw genéw
obiegu aktywnego metylu CBS, MTR, MTHFR, MTRR, MTHFD1, TCN2, BHMT oraz BHMT2
z ryzykiem zachorowania na nowotwory ztosliwe jajnika i btony Sluzowej trzonu macicy majg
istotne znaczenie w badaniach nad ustaleniem genetycznego podtoza tych chorob.
Kontynuowanie badan nad genami obiegu aktywnego metylu, zwtaszcza w potgczeniu z
oceng stopnia metylacji w tkance nowotworowej, jest nowym kierunkiem w ustaleniu istoty
transformacji nowotworowej i niewatpliwie wyzwaniem dla genetykow i lekarzy. Wynika to z
faktu, ze badania wieloo$rodkowe, przeprowadzane na duzych grupach chorych majg
najwiekszg warto$¢ w ujeciu analiz genetycznych.

Nalezatoby réwniez zwréci¢ uwage na czynniki moggce wptywaé na wykazany w
mojej pracy brak zwigzku analizowanych polimorfizméw genéw CBS, MTR, MTHFR, MTRR,
MTHFD1, TCN2, BHMT oraz BHMT2 z czestoscig wystepowania nowotworéw ztosliwych
jajnika oraz btony sluzowej trzonu macicy w populacji polskiej. Uzyskane wyniki mogag
wynikac réwniez z:

o zbyt matej liczebnosci grupy chorych z nowotwdr ztodliwy jajnika i btony Sluzowej
trzonu macicy oraz grupy kontrolnej, aby mozliwe byto wykazanie wszystkich istotnych
statycznie réznic w czestosciach poszczegdlnych alleli oraz genotypéw badanych
wariantéw genowych

e Zzbyt matej liczby analizowanych polimorfizméw, aby mozliwa byta petna analiza
udziatu wariantéw nukleotydowych danych genéw w etiologii badanych nowotworéw

o wplywu zjawiska réznorodnosci genetycznej wystepujgcego miedzy populacjami, ktére
polega na tym, ze w kazdej populacji mogg istnie¢ inne geny lub loci wykazujgce
zwigzek z ryzykiem wystgpienia nowotworu ztosliwego jajnika i btony sluzowej trzonu
macicy (ang. genetic heterogeneity), lub tez rézne warianty polimorficzne danego
genu kandydackiego (ang. allelic heterogeneity)

e obecnosci innych rodzajow polimorfizméw niz pojedynczego nukleotydu —
polimorfizmy liczby kopii (ang. copy number variation, CNV), insercje czy tez delecje

e mozliwosci wystgpienia epistatycznych interakcji miedzy genami czy polimorfizmami

e wyboru polimorfizméw o czestoéci allelu rzadszego MAF = 0,2 (20%) w populaciji
kaukaskiej zgodnie z zasadg ,czesta choroba — powszechny allel’; rzadkie allele
(< 1%) réowniez mogg by¢ zwigzane z podatnoscig na nowotwory badane w pracy

e obecnoscig zjawisk epigenetycznych, czyli dziedzicznosci zmian ekspresji gendéw
niezaleznych od sekwencji DNA (opartej gtownie na metylacji DNA i posttranslacyjnej
modyfikacji histonéw) i ich zwigzku z czynnikami srodowiskowymi, np. niedobér kwasu

foliowego w diecie.
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7. WNIOSKI

Zagadnienie identyfikacji zjawisk towarzyszgcych wystepowaniu nowotworow

ztosliwych jest jednym z gtdwnych celdw badan zwigzanych ze zrozumieniem genetycznego

podioza tych choréb i z ich diagnostyka. Jednym z kierunkéw badan prowadzonych na

Swiecie jest ocena polimorfizméw gendéw w aspekcie nowotwordw ztosliwych. Prezentowana

praca zwigzana jest z tym kierunkiem.

Whioski wynikajgce z przeprowadzonych badan, sformutowa¢ mozna nastepujaco:

1.

Polimorfizmy genéw kodujgcych enzymy obiegu aktywnego metylu: CBS
(844ins68), MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133), MTRR (rs1801394), MTHFD1
(rs2236225), TCN2 (rs1801198), BHMT (rs7356530), BHMT (rs3733890), BHMT2
(rs526264), BHMT2 (rs625879) nie wykazujg zwigzku z ryzykiem zachorowania na
nowotwor ztosliwy jajnika w grupie badanej. Polimorfizmy te nie wykazujg takze

kooperatywnego udziatu w etiologii nowotworu ztosliwego jajnika.

Polimorfizmy gendéw kodujgcych enzymy obiegu aktywnego metylu: CBS
(844ins68), MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133), MTRR (rs1801394), MTHFD1
(rs2236225), TCN2 (rs1801198), BHMT (rs7356530), BHMT (rs3733890), BHMT2
(rs526264), BHMT2 (rs625879) nie wykazujg zwigzku z ryzykiem zachorowania na
nowotwoér ztosliwy btony sluzowej trzonu macicy w grupie badanej. Polimorfizmy te
nie wykazujg takze kooperatywnego udzialu w etiologii nowotworu ziosliwego

btony sluzowej trzonu macicy.
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8. ANEKS

8.1. Analiza polimorfizmu 844ins68 genu CBS

538 pz
470 pz

Rycina 10. Analiza PCR RFLP polimorfizmu 844ins68 genu CBS.

Allel z insercjg (I) — 538 pz, allel bez insercji (ID) — 470 pz. Sciezki: 1, 4, 9 —
heterozygoty ID, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10 — homozygoty DD, M — wzorzec wielkosci.

8.2. Analiza polimorfizmu rs1805087 genu MTR

883 pz —
381 pz

202 pz

Rycina 11. Analiza PCR RFLP polimorfizmu rs1805087 genu MTR.

Polimorfizm rs1805087 genu MTR (A/G) powoduje powstanie miejsca restrykcyjnego
dla enzymu Haelll. Allel A: 583 pz, allel G 381 + 202 pz. Sciezka: 1, 2, 6, 8 —

homozygota AA, 3, 4, 5, 7, 10 — heterozygota AG, 9 — homozygota GG,
M — wzorzec wielkosci.
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8.3. Analiza polimorfizmu rs1801133 genu MTHFR

425 pz ——— ——=
260 pz — =
165 pz
52 pz

Rycina 12. Analiza PCR RFLP polimorfizmu rs1801133 genu MTHFR.

Polimorfizm rs1801133 genu MTHFR (C/T) powoduje powstanie miejsca
restrykcyjnego dla enzymu Hinfl. Allel C: 425 + 52 pz, allel T: 260 + 165 + 52 pz.
Sciezka: 1, 5 — homozygota TT, 2, 3, 4, 7, 9 — homozygota CC, 6, 8, 10 —
heterozygota CT, M — wzorzec wielkoSci.

8.4. Analiza polimorfizmu rs2236225 genu MTFHD1

416pz -
255 pz
161 pz

Rycina 13. Analiza PCR RFLP polimorfizmu rs2236225 genu MTFHD1.

Polimorfizm rs2236225 genu MTHFD1 (C/T) powoduje zniesienie miejsca
restrykcyjnego dla enzymu Mspl. Allel C: 255 + 161 pz, allel T: 416 pz. Sciezka: 3 —
homozygota TT, 1, 8, 10 — homozygota CC, 2, 4, 5, 6, 7, 9 — heterozygota CT,
M — wzorzec wielkosci.
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8.5. Analiza polimorfizmu rs1801198 genu TCN2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

481 pz
363 pz -

M8pz =

Rycina 14. Analiza PCR RFLP polimorfizmu rs1801198 genu TCN2.

Polimorfizm rs1801198 genu TCN2 (C/G) powoduje zniesienie miejsca restrykcyjnego
dla enzymu Mval. Allel C: 363 + 118 pz, allel G: 481 pz. Sciezka: 1, 8 — homozygota

CC, 4 — homozygota GG, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 10 — heterozygota CG, M — wzorzec
wielkosci.

8.6. Analiza polimorfizmu rs7356530 genu BHMT

316 pz
233pz — ~
121pz —— =

112 pz

Rycina 15. Analiza PCR RFLP polimorfizmu rs7356530 genu BHMT.

Polimorfizm rs7356530 genu BHMT powoduje powstanie miejsca restrykcyjnego dla
enzymu Nlalll. Allel A: 316 + 233 pz, allel G: 316 + 121 + 112 pz. Sciezka: 1, 2 —
homozygota AA, 4 — homozygota GG, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 — heterozygota AG
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8.7. Analiza polimorfizmu rs526264 genu BHMT2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

576 pz R

329pz
247 pz

Rycina 16. Analiza PCR RFLP polimorfizmu rs526264 genu BHMT2.

Polimorfizm rs526264 genu BHMT2 (A/T) powoduje powstanie miejsca restrykcyjnego
dla enzymu Mbol. Allel A: 576 pz, allel T: 329 + 247 pz. Sciezka: 2, 9 — homozygota

AA, 1, 3, 5 6, 7, 10 - homozygota TT, 4, 8 - heterozygota AT,
M — wzorzec wielkosci.
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8.8. Analiza polimorfizmu rs1801394 genu MTRR

Difference RFU
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Rycina 17. Analiza krzywych topnienia polimorfizmu rs1801394 genu
MTRR.

Dwie mozliwosci graficznego przedstawienia analizy.
Kolorem zielonym oznaczono homozygoty GG,
niebieskim homozygoty AA,
czerwonym heterozygoty AG.
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Rycina 18. Analiza pikow topnienia DNA polimorfizmu rs1801394 genu MTRR

CAAAGGCCATCGCAGAAGAAAT@TGTGAGCAAGCTGTGGTACATGGATTTT
3 380 390 400

mAhhnl;h.uuma.n.mlm _

CAAAGGCCATCGCAGAAGAAATTGTGAGCAAGCTGTGGTACATGGATTTT
440 450 460 470

Ll

430

O A

CAAAGGCCATCGCAGAAGAAATETGTGAGCAAGCTGTGGTACATGGATTTT
290 300

30 320 330

mummm_x.mnmm Wy

Rycina 19. Analiza sekwencjonowania DNA dla polimorfizmu rs1801394
genu MTRR

a) homozygota AA, b) homozygota GG, c) heterozygota AG

66




ANEKS

8.9. Analiza polimorfizmu rs3733890 genu BHMT

Differemce Curve

0,10

0,05

Difference RFU

po0 4. -

21

B2 B3 B4 25
Temperature

Normalized Melt Curve

08 1+ 1.

Nommlized RFU

02 1+...1.

a.0 RAREE &

a8 +---1-

044 .. ).

81

22 23 24 25
Temperature

Rycina 20. Analiza krzywych topnienia polimorfizmu rs3733890 genu

Dwie

BHMT.

mozliwosci graficznego przedstawienia analizy.
Kolorem zielonym oznaczono heterozygoty AG,
niebieskim homozygoty AA ,
czerwonym homozygoty GG.
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-d(RFU)/MT

Melt Peak

Temperature, Celsius

Rycina 21. Analiza pikéw topnienia DNA polimorfizmu rs3733890 genu

BHMT
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CATGAAGG.’-\GGGCTTGGAGGCTGCCC@ACTGAAAGCTCACCTGATGAGCC
80 Ell 100 110 120

* T

CATGAAGGAGGGCTTGGAGGCTGCCCACTGAAAGCTCACCTGATGAGCC
Gl 90 100 10 120

i

ATGAAGGAGGGCTTGGAGGCTGCCC@ACTGAAAGCTCACCTGATGAGCC
il a0 100 "o 120

Rycina 22. Analiza sekwencjonowania DNA dla polimorfizmu rs3733890
genu BHMT

a) homozygota GG,
b) heterozygota AG,
c) homozygota AA.
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8.10. Analiza polimorfizmu rs625879 genu BHMT2

Difference RFU
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Rycina 23. Analiza krzywych topnienia polimorfizmu rs625879 genu

BHMT2

Dwie mozliwosci graficznego przedstawienia analizy.

Kolorem zielonym oznaczono homozygoty GG,
niebieskim homozygoty TT ,
czerwonym heterozygoty GT.
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Rycina 25. Analiza sekwencjonowania DNA dla polimorfizmu rs625879
genu BHMT2
a) heterozygota GT, b) homozygota GG, ¢) homozygota TT.
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STRESZCZENIE

10. STRESZCZENIE

Nowotwory ztosliwe jajnika i btony $luzowej trzonu macicy sg jednymi z najczestszych
nowotworow ztosliwych u kobiet. Istotng role w patogenezie tych nowotworéw odgrywajg
czynniki genetyczne. Identyfikacja polimorfizméw gendéw predysponujgcych do wystgpienia
tych nowotworéw jest konieczna dla ustalenia ich podtoza genetycznego. Genami
kandydackimi dla nowotworéw ztosliwych jajnika i btony Sluzowej trzonu macicy sg geny
obiegu aktywnego metylu zwigzane z procesami metylacji DNA. Hipo- i hipermetylacja to
procesy epigenetyczne zwigzane z regulujgca ekspresji gendw. Zaburzenia procesu metylacji

moga prowadzi¢ do transformacji nowotworowej.

Celem pracy jest analiza zwigzku 10 wybranych polimorfizméw gendéw kodujgcych
enzymy obiegu aktywnego metylu: CBS (844ins68), MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133),
MTRR (rs1801394), MTHFD1 (rs2236225), TCN2 (rs1801198), BHMT (rs7356530), BHMT
(rs3733890), BHMT2 (rs526264), BHMT2 (rs625879) z ryzykiem zachorowania na howotwory

ztosliwe jajnika i btony sluzowej trzonu macicy w grupie kobiet nalezgcej do populacji polskiej.

Badaniami zostata objeta grupa 136 pacjentek z potwierdzonym histopatologicznie
nowotworem ztosliwym jajnika oraz grupa 86 pacjentek potwierdzonym histopatologicznie
nowotworem zitosliwym bfony sluzowej trzonu macicy. Grupe kontrolng stanowito 160

zdrowych kobiet.

Amplifikacje fragmentéw gendéw z badanymi polimorfizmami przeprowadzono przy
uzyciu metody PCR (reakcja fancuchowa polimerazy DNA), a genotypowanie polimorfizméw
metodg RFLP (analiza polimorfizmu dlugosci fragmentow restrykcyjnych) lub HRM

(wysokorozdzielcza analiza temperatury topnienia produktow PCR).
Wyniki przeprowadzonych badan sg nastepujace:

1. Poréwnanie czestosci alleli oraz genotypow polimorfizméw genéw CBS, MTR, MTHFR,
MTRR, MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 nie wykazato istotnych statystycznie
réznic pomiedzy grupg chorych z nowotworami zto$liwymi jajnika oraz btony $luzowej trzonu

macicy a grupg kontrolna.

2. Analiza ilorazu szans oraz interakcji pomiedzy poszczegolnymi polimorfizmami gendw
CBS, MTR, MTHFR, MTRR, MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 nie wykazata
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zwigzku tych wariantow genowych ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia nowotworow

ztosliwych jajnika i btony Sluzowej trzonu macicy.

3. Badanie rozktadu poszczegodlnych haplotypéw dla polimorfizméw genéw BHMT (rs7356530
i rs3733890) i BHMT2 (rs526264 i rs625879) nie wykazato zwigzku z ryzykiem zachorowania

na nowotwor ztosliwy jajnika oraz btony sluzowej trzonu macicy.
Na podstawie przeprowadzonych badan i analiz sformutowano nastepujgce wnioski:

Polimorfizmy gendéw kodujgcych enzymy obiegu aktywnego metylu: CBS (844ins68),
MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133), MTRR (rs1801394), MTHFD1 (rs2236225), TCN2
(rs1801198), BHMT (rs7356530), BHMT (rs3733890), BHMT2 (rs526264), BHMT2
(rs625879) nie wykazujg zwigzku z ryzykiem zachorowania na nowotwér ztosliwy jajnika i
btony sluzowej trzonu macicy w grupie badanej. Polimorfizmy te nie wykazujg takze

kooperatywnego udziatu w etiologii tych nowotwordw.
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11. SUMMARY

Ovarian and endometrial cancer are the most common malignancies in women.
Genetic factors may play an important role in the pathogenesis of these tumors. Candidate
genes for ovarian and endometrial cancer are activated by methyl cycle and associated with
the processes of DNA methylation. Hypo- and hypermethylation are epigenetic processes
that regulate gene expression. Abnormalities in the methylation process can lead to
neoplastic transformation. ldentification of candidate genes is necessary to establish the

genetic background of this disease.

To evaluate the association between selected 10 polymorphisms of genes methyl
cycle: CBS (844ins68), MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133), MTRR (rs1801394),
MTHFD1 (rs2236225), TCN2 (rs1801198), BHMT (rs7356530), BHMT (rs3733890), BHMT2
(rs526264), BHMT2 (rs625879) and the risk of developing ovarian and endometrial cancer in
women belonging to the Polish population.

The analysis of selected polymorphisms was conducted in the group of 136 patients
with ovarian cancer and 86 patients with endometrial cancer. Control group contain 160
healthy women.

The amplification of DNA fragments containing selected polymorphisms was
performed using polymerase chain reaction (PCR). The genotyping of selected
polymorphisms was conducted using RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) or

HRM (High - Resolution Melting) analyses.
Results of research carried out are as follows:

1. Comparison of allele frequencies and genotypes of polymorphisms of genes CBS,
MTR, MTHFR, MTRR, MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 showed no
statistically significant differences between the group of patients with ovarian and endometrial

cancer and the control group.

2. Analysis of odds ratios and interaction between polymorphisms of genes CBS,
MTR, MTHFR, MTRR, MTHFD1, TCN2, BHMT, BHMT, BHMT2, BHMT2 showed no

relationship of these genetic variants with increased risk of ovarian and endometrial cancer.
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SUMMARY

3. Study the distribution of individual haplotypes for BHMT gene polymorphisms
(rs7356530 and rs3733890) and BHMT2 (rs526264 and rs625879) showed no relation to the

risk of developing ovarian cancer and endometrial cancer.

Based on research and analysis carried and the following conclusions were stated:
Polymorphisms genes: CBS (844ins68), MTR (rs1805087), MTHFR (rs1801133), MTRR
(rs1801394), MTHFD1 (rs2236225), TCN2 (rs1801198), BHMT (rs7356530), BHMT
(rs3733890), BHMT2 (rs526264), BHMT2 (rs625879) show no relation to the risk of
developing ovarian and endometrial cancer in the study group. These polymorphisms do not

show the cooperative participation in the etiology of these tumors.
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