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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BRCA1
BRCAZ2
BRMS

CA125
CA15.3
CA19.9
c AMP
CSF-1
CXCR4
CXCRY7
EGF-R
FIGO

GLOBOCAN
GOG

HBOC

HE4

HNPCC

HOC

IAP-4

KAI1

KISS1

MET

MMP

- gen raka piersi 1 (gen breast cancer 1)

- gen raka piersi 2 (gen breast cancer 2)

- gen hamowania przerzutéw w raku jajnika (breast cancer

metastasis suppressor)

- antygen nowotworowy 125 (cancer antigen 125)

- antygen nowotworowy 15.3 (cancer antigen 15.3)

- antygen nowotworowy 19.9 (cancer antigen 19.9)

- cykliczny monofosforan adenozyny
- czynnik stymulujgcy kolonie makrofagéw
- receptor dla chemokiny SDF1
- receptor dla chemokiny SDF1
- receptor czynnika wzrostu naskérka
- Miedzynarodowa Federacja Ginekologow i Potoznikéw (International

Federation of Gynecology and Obstetrics)

- Swiatowy Rejestr Nowotworéw

- Grupa ds. Onkologii Ginekologicznej (Gynecologic Oncology
Group)

- zespot rodzinnego raka piersi i jajnika (hereditary breast-ovarian

cancer syndrom)

- ludzkie biatko wystepujgce w najgdrzach (human epididymis

protein 4)
- dziedziczny rak jelita grubego niezwigzany z polipowatoscig
(hereditary non-polyposis colorectal cancer)

- zespot rodzinnego raka jajnika (hereditary ovarian cancer syndrom)
- inhibitor aktywatora plazminogenu 1 (inhibitor of apoptosis proteinl)
- gen supresji przerzutdow (metastasis suppressor protein)

- kisspeptyna 1 (metastatyna)

-produkt protoonkogenu cMET (mesenchymal-epithelial transition

factor)

- metaloproteinazy macierzy pozakomorkowe;



MSH - gen naprawczy DNA

MLH - gen naprawczy DNA

NM-23-H1 - gen supresji przerzutdéw (non metastatic clone no 23-H1)

PDGF - ptytkopodobny czynnik wzrostu

PI3K - kinaza fosfatydyloinozytolu-3

SDF1 - czynnik komérek zrebu 1 (stroma cell derived factor 1)

TP53 - biatko p53 (tumor protein 53)

u PA - rozpuszczalna postac receptora aktywatora plazminogenu typu
moczowego

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization)

VEGF - haczyniowo-srodbtonkowy czynnik wzrostu (vascular endothelial

growth factor)



1. WSTEP

1.1. EPIDEMIOLOGIA | ETIOLOGIA RAKA JAINIKA

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

Nowotwory jajnika stanowig jeden z najwiekszych probleméw w ginekologii
onkologicznej.

Swiatowe raporty epidemiologiczne wskazujg na staty wzrost zachorowalnosci na
raka jajnika.

Wedlug GLOBOCAN roczng liczbe zachorowan na raka jajnika na swiecie szacuje
sie na 225 484 [1].

Polska nalezy do krajéw o sredniej zachorowalnosci na raka jajnika. W 2008 roku w
Polsce zachorowato 3280 kobiet (standaryzowany wspotczynnik zachorowalnosci
10,5). W strukturze zachorowalnosci na nowotwory ztosliwe u kobiet rak jajnika
zajmuje pigtg pozycje po raku piersi, jelita grubego, ptuca i trzonu macicy.

W tym samym roku Polsce zarejestrowano 2507 zgondw (wspétczynnik
standaryzowany smiertelnosci wynosit 7,05). Rak jajnika zajmuje czwartg pozycje w

strukturze zgonow po raku ptuca, piersi i jelita grubego [2].

1.1.2. ETIOLOGIA

Rak jajnika wywodzi sie z komérek nabtonka powierzchni jajnika, ktérego prawidtowe
funkcjonowanie, jak réwniez czynniki wptywajgce na proces karcynogenezy sg
dotychczas stabo poznane. Nabtonek powierzchni jajnika wywodzi sie z nabtonka
pokrywajgcego pierwotng jame ciata w procesie embriogenezy. Komoérki te
zachowujg zdolnos$¢ do réznicowania sig, co w efekcie powoduje znaczng
réznorodnos¢ histologiczng raka jajnika. W ramach procesu karcynogenezy w
obrebie nabtonka powierzchni jajnika dochodzi do szeregu zmian, w tym
obejmujgcych zaburzenia w regulacji mechanizmu cyklu komoérkowego, nadmierng
ekspresje gendw onkogennych oraz dezaktywacje gendw supresorowych, co
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prowadzi do powstania nowotworu ztosliwego. Jednak szczegétowy mechanizm tego
procesu nie zostat dotychczas precyzyjnie okreslony. Przypadki o nieustalonej
etiologii ( 90-95%) zostaty sklasyfikowane jako ,sporadyczne” raki jajnika [3].
Przypadki rodzinnego wystepowania raka jajnika obejmujg 5-10% wszystkich rakéw
jajnika. Badania genetyczne ustality, Ze ryzyko rozwoju raka jajnika zwigzane jest z
trzema zespotami:

- Zespot dziedzicznego wystepowania raka sutka i raka jajnika ( HBOC- Hereditary
Breast Ovarian Cancer). Zespét HBOC dotyczy okoto 75-90% przypadkdéw
rodzinnego wystepowania raka jajnika. Zdecydowana wiekszos¢ przypadkow w tej
grupie zwigzana jest z mutacjami w obrebie genu BRCA 1.

- Swoisty miejscowo zespét dziedzicznego wystepowania raka jajnika (HOC-
Hereditary Ovarian Cancer lub Site Specific Ovarian Cancer Syndrom). Dotyczy
jedynie 5% przypadkdéw rodzinnego raka jajnika. W tym zespole nie wystepuja
rodzinne przypadki raka piersi. Wystepujgce zaburzenia genetyczne dotyczg mutacji
w obrebie genéw BRCA 1 2.

- Zespot Lyncha (Lynch Syndrom, HNPCC- Hereditary Nonpolyposis Colorectal
Cancer ). Obejmuje szacunkowo jedynie okoto 2 % przypadkow rodzinnego raka
jajnika. W tej grupie wystepuje zwiekszone ryzyko zachorowania na raka jelita
grubego, bez polipowatosci oraz raka gruczotowego o innych lokalizacjach
(endometrium, jajnik, zotgdek, drogi moczowe, jelito cienkie, drogi zétciowe).
Mutacje powodujgce HNPCC dotyczg gendéw naprawczych ( MSH2, MSH6, MLH1,
PMS1, PMS2) [4].

1.2. CZYNNIKI PROGNOSTYCZNE RAKA JAINIKA

Czynniki prognostyczne definiowane sg jako cechy, ktore korelujg gtdwnie z

przezyciem.

Do podstawowych czynnikow prognostycznych w raku jajnika nalezg:

- stopien zaawansowania klinicznego wedtug FIGO (staging),

- stopien zréznicowania histopatologicznego (grading) oraz typ histologiczny
nowotworu,

- stan pacjentki: wiek chorej w chwili rozpoznania nowotworu, stan ogoéiny,
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- leczenie: doswiadczenie zespotu leczgcego, masa pozostawionych tkanek
nowotworowych (resztek) po pierwotnej operacji cytoredukcyjnej [5].
Inne czynniki prognostyczne to: obecnosc oraz wielko$¢ wodobrzusza, ploidia DNA,
wartosc¢ stezenia markera CA 125, obecnos¢ mutacji w obrebie genu BRCA 1 i
BRCA 2, zwiekszona ekspresja takich czynnikow molekularnych jak: biatko p53,
interleukina 6 (IL6), protoonkogen c-erbB2, receptor czynnika wzrostu naskérka
(EGF- R), ptytkopodobny czynnik wzrostu (PDGF), rozpuszczalna postaé
urokinazowego receptora aktywatora plazminogenu (u PA), naczyniowo
srodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF), czynnik stymulujgcy kolonie makrofagéw
(CSF-1) [6].

1.2.1. WIEK

Do waznych czynnikdéw prognostycznych zalicza sie wiek chorej w czasie
rozpoznania. Rokowanie u mtodszych kobiet jest lepsze niz u starszych. Dzieje sie
tak dlatego, iz u pacjentek przed 40 rokiem zycia czesciej rozpoznaje sie nowotwory
0 granicznej ztosliwosci oraz raki wysoko zréznicowane. Poza tym w tej grupie kobiet
w 50% rozpoznaje sie nowotwory o niskim stopniu zaawansowania [7].

Gorsze rokowanie u starszych pacjentek wigze sie z roznicami w samej biologii
nowotworu oraz w odpornosci organizmu. Rzadziej u starszych kobiet stosuje sie

.,agresywne” leczenie [8].

1.2.2. STOPIEN ZAAWANSOWANIA KLINICZNEGO

Stopien zaawansowania klinicznego raka jajnika wg FIGO uwazany jest za
najwazniejszy czynnik rokowniczy [5]. Odsetek piecioletnich przezy¢ w zaleznosci
od stopnia zaawansowania klinicznego w latach 1999-2001 wynosit na Swiecie:
la-89,9%, |b-84,7%, Ic- 80,0%, lla- 69,9%, IIb- 63,7%, llc- 66,5%, llla- 58,5%,

ll1b- 39,3%, llic- 28,7%, V- 25% [9].
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Obecna klasyfikacja raka jajnika oparta jest na podziale zaproponowanym przez

Miedzynarodowg Federacje Ginekologow i Potoznikow (International Federation of

Gynecology and Obstetrics — FIGO) w 1988 roku [10].

Tabela 1. Stopnie zaawansowania nowotwordw jajnika wg FIGO (1988)

Stopien Opis
Guz ograniczony do jajnikéw (jednego lub obu)
| a - guz ograniczony do jednego jajnika; torebka niezmieniona, nie
stwierdza sie guza na powierzchni jajnika
I b - guz ograniczony do obu jajnikow; torebki niezmienione, nie
stwierdza sie guza na powierzchni jajnika; brak komoérek
nowotworowych w ptynie otrzewnowym lub poptuczynach z jamy
otrzewnej
| ¢ - guz ograniczony do jednego lub obu jajnikdéw oraz jedna z
nastepujgcych cech: pekniecie torebki, obecnos¢ guza na
powierzchni jajnika, obecnos¢ komorek nowotworowych w ptynie
otrzewnowym lub poptuczynach z jamy otrzewnowej
Guz zajmujacy jeden lub obydwa jajniki z naciekaniem tkanek miednicy
Il a - guz szerzgcy sie na macice i/lub przerzuty do macicy i/lub jednego
lub obu jajowodow, brak komaorek nowotworowych w ptynie
I otrzewnowym lub w poptuczynach z jamy otrzewnej
Il b - guz naciekajgcy inne narzgdy miednicy; brak komérek
nowotworowych w ptynie otrzewnowym i poptuczynach z jamy
otrzewnowej
Il ¢ - naciekanie narzgdow miednicy (Il a lub Il b) z obecnoécig komérek
nowotworowych w ptynie otrzewnowym lub poptuczynach z jamy
otrzewnowej
Guz zajmujacy jeden lub obydwa jajniki mikroskopowo potwierdzonymi
przerzutami do otrzewnej, poza miednicg mniejsza, i/lub przerzutami do
regionalnych weztéw chtonnych
i Il a - mikroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednicg mniejsza
Il b - makroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednicg mniejszg o
wielkosci <2 cm w wiekszym wymiarze
Il c - przerzuty do otrzewnej poza miednicg mniejszg o wielkosci > 2 cm w
najwiekszym wymiarze i/lub przerzuty do regionalnych weztéw chtonnych
v Przerzuty odlegte (z wyjatkiem przerzutéw do otrzewnej)
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1.2.3. KLASYFIKACJA HISTOLOGICZNA

Klasyfikacja histologiczna zostata ustalona przez WHO w 1973 roku [9].
Nowotwory wywodzgce sie z nabtonka pokrywajgcego jajnik i z podscieliska sg
najliczniejszg grupg pierwotnych nowotworow jajnika. Stanowig one okoto 60%
wszystkich nowotworow jajnika i okoto 80-90% nowotworow ztosliwych jajnika [6].
Raki jajnika (nowotwory nabtonkowe) dzieli sie na nastepujgce typy:

- surowicze,

- Sluzowe,

- endometrioidalne,

- jasnokomérkowe,

- z komoérek nabtonka przejsciowego,

- ptaskonabtonkowe,

- mieszane,

- niezréznicowane,

- niesklasyfikowane.

Ze wzgledu na czestos¢ wystepowania najwieksze znaczenie praktyczne majg
nowotwory nabtonkowe surowicze (60-80%), Sluzowe (5-15%) i endometrioidalne
(10-25%) [6].

Nowotwory nabtonkowe mogg mie¢ charakter tagodny, ztosliwy lub nowotwory

o tzw. ztosliwosci graniczne;j.

1.2.4. STOPIEN ZROZNICOWANIA HISTOPATOLOGICZEGO

Uzupetnieniem weryfikacji histopatologicznej guza jest ocena stopnia dojrzatosci —
ocena stopnia zréznicowania histopatologicznego ( grading).
Wyrdznia sie trzy stopnie zréznicowania histopatologicznego. Oznaczono je literg G.
- GX — stopien zréznicowania niemozliwy do okreslenia,
- G1 — nowotwory o wysokim stopniu zréznicowania (komorki niezréznicowane

nie przekraczajg 5% wszystkich komoérek), sg to guzy dobrze rokujgce

- G2 — nowotwory zawierajgce do 50% komorek niezréznicowanych,
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- G3 - nowotwory, w ktérych utkanie niezréznicowane przekracza 50%.

W wysoko zréznicowanych typach nowotworu wykazano dtuzsze przezycia chorych
z rakiem jajnika. Odsetek piecioletnich przezy¢ wynosi: dla G1- 77%, G2- 30%, G3-
17% [9].

1.2.5. PIERWOTNA CYTOREDUKCJA

Doszczetna pierwotna cytoredukcja jest jednym z elementow leczenia.

Obecnie za optymalng operacje uwaza sie takg, po ktorej wielkos¢ pozostawionych
resztek nie przekracza 1 cm [11].

GOG (Gynecologic Oncology Group) przeprowadzita badanie , ktére wykazato, ze u
pacjentek z chorobg resztkowg nie wiekszg niz 1 cm, u ktérych po leczeniu
operacyjnym zastosowano chemioterapie z paklitakselem i cisplatyna, sredni czas do
wznowy wyniost 22 miesigce, a srednie catkowite przezycie 52 miesigce. Natomiast u
pacjentek, u ktorych podczas pierwotnego zabiegu cytoredukcyjnego pozostawiono
resztki > 1 cm Sredni czas do wznowy wyniost 14 miesiecy, a srednie catkowite
przezycie wyniosto 26 miesiecy [11,12].

Réwniez waznym czynnikiem rokowniczym podczas pierwotnej cytoredukcji jest stan
torebki guza. Vergote i wsp. [13] wykazali, ze pekniecie torebki guza jajnika podczas
pierwotnej operacji jest czynnikiem prognostycznym w przewidywaniu dtugosci czasu
do wystgpienia wznowy. Pordwnano piecioletnie przezycia. Odsetek pacjentek z
piecioletnim przezyciem, u ktorych nie doszto do pekniecia torebki guza byt wiekszy
(83,3%) niz pacjentek, u ktérych doszto do przerwania ciggtosci torebki guza
(70,2%).

1.2.6. WODOBRZUSZE

Niezaleznym czynnikiem prognostycznym jest obecno$¢ wysieku otrzewnowego
podczas rozpoznania. U pacjentek z wodobrzuszem w Il i IV stopniu zaawansowania
klinicznego wg FIGO, odsetek piecioletnich przezy¢ wynosit 5%, a u pacjentek bez

wodobrzusza w tych samych stopniach zaawansowania klinicznego odsetek wyniost
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45% [14]. Obecnos$¢ wodobrzusza wigze sie takze z wystgpieniem opornosci na
chemioterapie, krotszym czasem do wystgpienia progres;ji i krotszym catkowitym

przezyciem.

1.3. MARKERY NOWOTWOROWE W RAKU JAJINIKA

Antygeny towarzyszgce nowotworom to substancje wielkoczgsteczkowe- pod
wzgledem budowy najczesciej biatka, glikoproteiny, glikolipidy, lipoproteiny -
wytwarzane przez komoérki nowotworowe, pochodzgce z bton cytoplazmatycznych,
ale takze wytwarzane przez komoérki i tkanki prawidtowe w odpowiedzi na rozwijajgcy
sie nowotwor. Antygeny te mogg by¢ uwalniane do krgzenia drogami
konwencjonalnymi lub w nastepstwie martwicy komorek. Nasilenie tego ostatniego
procesu podobnie jak i intensyfikacja wytwarzania ma istotne znaczenie w
zwiekszeniu stezenia antygenu w osoczu chorych.

Nie wszystkie z poznanych dotychczas antygendw towarzyszgcych nowotworom
mogty znalez¢ zastosowanie jako krgzgce markery nowotworowe [6].

Wyniki badan markeréw nowotworowych mogg znajdowac zastosowanie na kazdym
z etapdw procesu diagnostycznego u chorych na nowotwory ztosliwe.

Ws$rdd zastosowan badan markeréw wymienia sig ich przydatnosé do:

- wykrywania nowotworu,

- ustalenia rozpoznania,

- oceny zaawansowania,

- oceny rokowania,

- monitorowania przebiegu choroby, oceny efektywno$ci stosowanego leczenia,
kontroli chorych po leczeniu w celu wczesnego wykrycia ewentualnej wznowy i/lub
odlegtych przerzutéw, monitorowania leczenia uzupetniajgcego [6].

Opracowanie doktadnej i nieinwazyjnej metody wczesnego wykrywania raka jajnika

jest bardzo wazne.
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1.3.1. ANTYGEN CA 125

Do chwili obecnej najczesciej wykorzystywanym i najdoktadniej przebadanym
markerem jest produkt genu MUC16 znany jako CA 125. Przeciwciata dla CA 125
zostaty wykryte przez zesp6t badaczy R. Bast i R. Knapp w 1981r. [15].

Antygen CA 125 jest glikoproteing blonowg obecng na powierzchni wielu rodzajéw
komorek nabtonkowych i uwalniang do krwiobiegu u pacjentek z rakiem jajnika oraz
rzadziej w przypadku rakow przewodu pokarmowego, piersi oraz endometrium.
Antygen CA 125 jest jednym z najwazniejszych markeréw nowotworowych stuzgcych
do rozpoznania i monitorowania leczenia raka jajnika.

Gorna granica normy stezenia CA 125 w surowicy krwi wynosi 35 U/ml.

CA 125 wykryto w tkankach ptodowych przewodéw Miillera. Slady antygenu s3
obecne takze w prawidtowych tkankach: optucnej, osierdziu, otrzewnej, w nabtonku
wyscielajgcym jajowody oraz w btonie $luzowej kanatu szyjki i trzonu macicy [16,17].
Marker CA 125 jest syntetyzowany w obrebie komaérki.

W procesie ztosliwym architektura tkanek zostaje zniszczona i dochodzi do
uwolnienia antygenu CA 125 do krgzenia. To samo zjawisko moze wystgpi¢ w
procesie tagodnym, jezeli dojdzie do zmian w architekturze tkanek.

Podwyzszone stezenia markera stwierdza sie w surowicy krwi w warunkach
fizjologicznych (w czasie miesigczki, pierwszym trymestrze cigzy, po porodzie), a
takze w warunkach patologicznych (krwawieniach do jamy brzusznej , zakazeniach,
chorobach zapalnych miednicy mniejszej, miesniakach macicy, endometriozie, cigzy
ektopowej, zespole Meigsa). Podwyzszone stezenia tego markera opisywano w
przebiegu choréb niezwigzanych z zenskimi narzgdami ptciowymi ( rak trzustki, rak
ptuc, zotgdka, jelit, chtoniaki). Wynika stad, ze marker CA 125 nie jest swoisty dla
raka jajnika [16- 20].

Ekspresja CA 125 jest giéwnie zwigzana ze ztosliwymi nowotworami pochodzenia
nabtonkowego- rakami. Ze wzgledu na duzg czutosc (78-85,5%) i swoistosc (78,3 —
93%) CA 125 jest uwazany za najlepszy marker dla niesluzowych rakéw jajnika [6].
Istnieje korelacja miedzy stezeniem CA 125 w surowicy krwi a masg guza.
Zmniejszenie masy guza u wszystkich chorych powoduje obnizenie sie stezenia
markera CA 125 w surowicy krwi [21]. Tydzieh po radykalnej operacji stezenie

markera obniza sie $srednio o 51% wartosci przed operacjg, a po 6-30 tygodniach do
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wartosci ok. 9%.W zaawansowanych rakach jajnika stezenie markera jest wysokie
zarowno po pierwszym jak i po nastepnych 6-8 tygodniach. Moze to wskazywacé na
uwalnianie antygenu z ognisk przerzutowych [22].

Waznym problemem w monitorowaniu przebiegu raka jajnika jest wczesne
rozpoznanie wznowy. Oznaczanie stezenia Ca 125 jest przydatne w wiekszoSci
przypadkow. W 70% przypadkow podwyzszenie stezenia markera jest pierwszym
objawem wznowy [23].

Wznowe kliniczng wyprzedza wzrost stezenia CA 125 na 0,5 do 24 miesiecy [24].

1.3.2. ANTYGEN CA 19.9

CA 19.9 - weglowodanowy antygen surowiczy, oligosacharyd. Graniczna wartos¢
u oséb zdrowych wynosi 37U/ml. Jest markerem dla raka trzustki i przewodu
pokarmowego. U 17-18% chorych na raka jajnika stezenie CA 19.9 jest rowniez

podwyzszone. Jest to uzyteczny marker w monitorowaniu sluzowego raka jajnika [6].

1.3.3. ANTYGEN CA 15.3

Stezenie tego markera jest podwyzszone u okoto 70% chorych na raka jajnika,
szczegolnie w przypadkach bardziej zaawansowanej choroby.

Wzrost jego stezenia zaobserwowano w raku piersi, zapaleniach watroby, tagodnych
zmianach piersi i jajnika, a nawet raku macicy, jajnika czy ptuc. Jako marker znajduje
on jednak zastosowanie gtéwnie w raku piersi.

Warto podkresli¢, ze cechuje go niewielka czutos¢ diagnostyczna w pierwszych
stadiach choroby. Waha sie ona bowiem miedzy 20 a 30%, wzrastajgc w kolejnych
do 70% . Jest ona Scisle uzalezniona od stezenia markera w surowicy. W stadiach
zaawansowanych raka, tj. w lll i IV stopniu TNM, jego poziom wyraznie wzrasta ze
wzgledu na obecnosc¢ przerzutdéw raka piersi.

Liczne badania dowodzg wysokiej korelacji poziomu CA 15.3 z wielkoscig guza oraz
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odpowiedzi na leczenie. Wzrost stezenia bywa takze wykorzystywany we wczesnym

wykrywaniu nawrotu choroby [24].

1.3.4. COX-2

Cyklooksygenaza jest enzymem, ktory katalizuje reakcje biosyntezy prostanoidéw z
kwasu arachidonowego. COX-2 pojawia sie w w komorkach w odpowiedzi na bodzce
zapalne lub stres fizjologiczny. W warunkach fizjologicznych COX-2 jest obecny w
niewielkich ilosciach w mdzgu, jadrach, jajnikach, nerkach oraz w tchawicy. COX-2
odgrywa wazng role w biologii nowotworéw. Jego ekspresja nastepuje pod wptywem
dziatania EGF, VEGF, FGF oraz cytokin [25]. Uwaza sie, ze nadekspresja COX-2
koreluje z dobrym zréznicowaniem guza, ale takze jest obecna w przerzutach
nowotworow. Nadekspresja tego biatka w raku jajnika zalezy od typu histologicznego
raka (w rakach sluzowych tylko 5,6%) [26] | okazata sie niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym u chorych leczonych cytostatykami. Ekspresja COX-2 korelowata
ponadto z ekspresjg p53 i VEGF. Mozliwe jest tez, ze COX-2 generuje powstawanie
opornosci wielolekowej, réwniez na cisplatyne i taksany [27,28].

Duze ilosci COX-2 produkujg monocyty w odpowiedzi na dziatanie taksanow.
Powoduje o powstanie objawdow niepozgdanych takiej terapii oraz moze zmniejszaé
site dziatania lekéw. Wydaje sie, iz stosowanie inhibitoréw COX-2, czyli
niesterydowych lekdéw przeciwzapalnych razem z taksanami jest obiecujgce klinicznie
wtasnie poprzez zmniejszenie toksycznosci oraz mozliwe nasilenie terapeutycznego
dziatania leku [26]. Nie sg dotychczas znane wyniki randomizowanych badan, w

ktorych stosowano inhibitory COX-2 razem z taksanami i pochodnymi platyny.

1.3.5. GENOMIKA

Genomika jest to dziedzina biologii molekularnej i biologii teoretycznej (pokrewna
genetyce i $cisle zwigzana z bioinformatykg) zajmujgca sie analizg genomu
organizmow. Gtéwnym celem genomiki jest poznanie sekwencji materiatu

genetycznego oraz mapowanie genomu, ale rowniez okre$lenie wszelkich zaleznosci
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i interakcji wewnatrz genomu. Najnowsze badania sugerujg, iz za pomocg genomiki
mozliwe jest wykrycie u cztowieka podatnosci na poszczegdlne choroby. Przy
pomocy tej metody diagnozowania moze sie znacznie poprawi¢ wyleczalnosc
choréb, a nawet zapobieganie ich rozwojowi [29].

W 2001 roku opublikowano catg sekwencje genomu cztowieka. Genom cztowieka
zawiera okoto 35-40 tysiecy gendw.

Badania genomiczne z uzyciem mikromacierzy DNA znalazty zastosowanie w
onkologii, gdzie wykorzystuje sie je do opisywania molekularnego fenotypu, czyli
profilu ekspresji gendw charakterystycznych dla danego nowotworu. Dokonuje sie
identyfikacji gendw, ktore ulegajg zwiekszonej lub obnizonej ekspresji w
poszczegodlnych rodzajach i fazach rozwoju procesu nowotworowego. Na tej
podstawie mozna okresli¢ genotyp nowotworu, a takze wyodrebnic¢ produkty
biatkowe.

Zaletg testow proteomicznych jest to, ze wystarczy kropla krwi, wydzieliny lub
poptuczyn, a test trwa krécej niz minute [30].

W przypadkach, kiedy oznaczenie pojedynczego biomarkera w surowicy krwi nie
wystarcza do wykrycia choroby we wczesnym, bezobjawowym klinicznie stadium
zaawansowania mozna jednoczesnie analizowac wiele biomarkerow [31,32].
Dotychczas oceniono przydatnos¢ oznaczania ponad 30 markeréw samych lub w
potgczeniu z CA 125.

Najbardziej obiecujgce wydajg sie: HE4 (human epididymis protein4), mezotelina,

M-CSF, osteopontyna, kalikreiny oraz rozpuszczalny receptor EGF.

1.3.6. HE4

Najlepszym biomarkerem surowiczym - poza CA 125 —na podstawie ostatnich
doniesien jest HE4. Biatko to nalezy do grupy matych termostabilnych czgsteczek
zwigzanych przede wszystkim z hamowaniem aktywnosci proteaz. Gen WFDC2
kodujgcy biatko HE4 zostat zidentyfikowany w ludzkim najgdrzu. Poczgtkowo
wigzano jego funkcje z dojrzewaniem nasienia. Do tej pory rola biologiczna HE4

pozostaje niejasna [33].
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Zaobserwowano jednak znamienng nadekspresje genu i zwiekszone stezenie biatka
w surowicy chorych na raka jajnika [34].

Havrilesky i wsp. [35] przeprowadzili niezwykle interesujgce badanie, w ktorym
analizie poddano caty panel markerow z trzech gtéwnych rodzajéw biatek
odgrywajacych role w fizjologii i patologii jajnika. Pierwszg grupe stanowity biatka
odpowiedzialne za kontrole proliferacji (glikodelina i inhibina). Druga grupa sktadata
sie z CA 125 oraz Muc-1(cell surface associated, Mucin-1) - biatek zaangazowanych
w tworzenie macierzy pozakomorkowej oraz interakcje miedzy komérkami
nabtonkowymi. Do trzeciej grupy zakwalifikowano czynniki regulujgce proteolize,
takie jak: biatko HE4 (human epididymis protein4) oraz MMP7 (matrix
metalloproteinase-7), PAI-1 (plazminogen activator inhibitor -1) , uPAR (urokinase
plazminogen activator receptor) i SLPI (secretory leukocyte peptidase inhibitor).
taczna analiza stezen CA125, HE4, glikodeliny, uPAR, Muc-1 oraz PAI-1 okazata sie
najlepszg kombinacjg biomarkeréw do badan przesiewowych, osiggajgc czutosc
80,5% i swoistos¢ 96,5% dla raka jajnika w stopniu I/ll, niezaleznie od wieku kobiety.
Sposrdéd pojedynczych biomarkerow to wtasnie biatko HE4 najlepiej wykrywato
wczesne postacie choroby, zdecydowanie przewyzszajgc CA125 pod wzgledem
czutosci (82,7 vs 46%) [35].

Ponad dwadziescia lat temu Jacobs i wsp. [36] opracowali RMI (Risk of Malignancy
Index), ktéry uwzgledniat wartos¢ CA 125, obraz USG guzow oraz stan
menopauzalny kobiet.

Moore i wsp. [37,38] doniesli, ze algorytm ROMA ( Risk of Ovarian Malignancy
Algorithm) biorgcy pod uwage stezenia biomarkeréw CA125 i HE4 oraz status
menopauzalny kobiety charakteryzuje sie wyzszg czutoscig (94,3%) niz opisany
wczesniej RMI, ktory charakteryzuje sie nizszg czutoscig-84,6%. ROMA
charakteryzuje sie wyzszg czuto$cig w wykrywaniu rakow jajnika w | i Il stopniu

zaawansowania klinicznego wg FIGO.

1.3.7. MEZOTELINA

Réwnolegle do HE4 badacze zainteresowali sie¢ mezoteling. Mezotelina to

funkcjonalnie zblizona do CA125 glikoproteina btonowa, ktéra odgrywa role w
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przyleganiu komorek. Jej rozpuszczalna forma powstaje w wyniku usuniecia motywu
kotwiczgcego poprzez proteolize lub alternatywny splicing mRNA [39].
Zastosowanie mezoteliny moze mieC wieksze implikacje praktyczne, jezeli wezmie
sie pod uwage fakt, ze jako biatko o matej masie czgsteczkowej ulega ona
przesgczaniu w kiebuszkach nerkowych. Badgwell i wsp. [40] poréwnywali czutos¢
oznaczenia mezoteliny w moczu oraz w surowicy. Po normalizacji wynikow
wzgledem stopnia przesgczania ktebuszkowego (GFR) stezenie mezoteliny w moczu
okazato sie znacznie lepszym wskaznikiem raka jajnika, w tym wczesnych jego
postaci, niz stezenie markera w surowicy. Czutos¢ dla I/ll stopnia zaawansowania
raka wynosita 42% w poréwnaniu z 12% dla stezenia w surowicy przy zatozone;j
95-procentowej swoistoSci.

Wykazano, ze wysoka ekspresja mezoteliny w komorkach raka jajnika korelowata
istotnie z dtuzszym przezyciem u tych chorych, ktére miaty odbarczajgca
cytoredukcje i chemioterapie adjuwantowg [41].

Oprocz mezoteliny rowniez inne markery oznaczane w moczu poddano wnikliwe;

ocenie.

1.3.8. BIALKO Bcl-2

Bcl-2 — antyapoptotyczne biatko. Jego nadekspresja w komorkach nowotworowych
powoduje stabilizacje btony mitochondrialnej i zapobiega uwalnianiu wapnia z
siateczki srodplazmatycznej pod wptywem leczenia onkologicznego.

Kruk i wsp. [42] zaobserwowali u 97% kobiet chorych na raka jajnika wystepowanie w
moczu biatka Bcl-2. Przy rownie wysokiej swoistosci Bcl-2 doniesienia naukowcéw z
Uniwersytetu Potudniowej Florydy nalezy potraktowac jako bardzo optymistyczne.
Mozliwo$¢ wykonania badan przesiewowych réwnie fatwo, jak domowy test cigzowy
jest niezwykle interesujgca. Ale wymaga to dalszych badan klinicznych na wiekszej
populaciji.
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1.3.9. KALIKREINY TKANKOWE

Kalikreiny to rodzina proteaz serynowych o aktywnosci zblizonej do trypsyny lub
chymotrypsyny. Geny kalikrein (15 poznanych do tej pory) zlokalizowane sg
bezposrednio obok siebie na chromosomie 19. Najbardziej znang czgsteczkg jest
hK3- znana jako PSA (antygen specyficzny dla prostaty). Jest to jeden z najlepszych
markerow nowotworowych stuzgcych do wczesnego wykrywania raka prostaty.
Badania ekspresji genow w tkance nowotworowej jajnika potwierdzity znaczng
nadekspresje pozostatych kalikrein oraz jej lokalizacje na obrzezach guza [43].
Potwierdza to role kalikrein w procesie naciekania i rozsiewu nowotworowego.
Ws$rdd sugerowanych mechanizmow dziatania znalazty sie proteolityczna aktywacja
czynnikdéw wzrostowych, uwalnianie czynnikdbw angiogennych oraz degradacja biatek
strukturalnych macierzy pozakomorkowej.

Réznice w ekspresji poszczegolnych kalikrein w tkance nowotworowej istotnie
wptywaty na rokowanie pacjentek. Kalikreiny 5, 6, 7 oraz 10 byty zwigzane z
wyzszym stopniem zaawansowania klinicznego, nizszg dojrzatos$cig guza oraz
zmniejszeniem przezywalnosci [44]. Odwrotnie: kalikreiny 8, 11 i 13 wskazywaty na
lepsze rokowanie, mozliwos¢ przeprowadzenia optymalnej cytoredukcji oraz lepszg

odpowiedz na chemioterapie [45,46].

1.4. GENY PRZERZUTOWANIA W RAKU JAJNIKA

Cechg charakterystyczng nowotwordw ztosliwych i gtdwng przyczyng zgondw z
powodu raka jest przerzutowanie. W wielostopniowym procesie nowotworzenia
dochodzi do gromadzenia sie mutacji i zmian w ekspresji gendéw, co wigze sie z
nabywaniem w miare uptywu czasu nie tylko cech fenotypu wzrostowego, ale takze
fenotypu inwazyjnego, charakterystycznego dla nowotworu ztosliwego,
posiadajgcego zdolnos¢ do pokonywania barier bton podstawnych naczyn, tkanek i
narzgdow oraz do inicjowania wzrostu wtornego w odlegtych od zmiany pierwotnej

miejscach [47].
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Przemiana komérki prawidtowej w nowotworowg (transformacja nowotworowa)
wymaga dziedziczonych lub nabytych w nastepstwie proceséw wewnetrznych, zmian
w jej genomie. W ewolucji przemiany komorki prawidtowej w nowotworowg istotng
role odgrywajg zmiany w genach odpowiedzialnych za homeostaze.

Proces transformacji nowotworowej, ktérego nastepstwem jest nabycie fenotypu
wzrostowego, prowadzi do powstania klonu komoérek dziedziczgcych mutacje
odpowiedzialng za utrzymujgcg sie nieograniczong zdolnos¢ do proliferacji. Prowadzi
to do powstania zmiany nowotworowej, w ktérej komaorki, dopoki wielkos¢ zmiany-
guza nowotworowego nie osiggnie krytycznych rozmiaréw 2-3 mm? , zaopatrywane
sg w czynniki utrzymujgce ich egzystencje drogg dyfuzji.

Z nabyciem fenotypu inwazyjnego komoérki nowotworowe stajg sie zdolne do ruchu i
przemieszczania sie, ich wzrost jest niezalezny od sygnatow przekazywanych przez
czynniki wzrostowe, nie odpowiadajg na czynniki inhibitoréw proliferacji i sg
niepodatne na apoptoze. Komorki o fenotypie inwazyjnym sg zdolne do przezywania
w krgzacej krwi, do przechodzenia i opuszczania swiatta naczyn krwionosnych,
indukowania powstawania nowych naczyn krwionosnych i realizowania wtérnego
wzrostu nowotworowego w odlegtym od zmiany pierwotnej miejscu, czyli do
tworzenia przerzutéw [48].

Przetomowe znaczenie w badaniach mechanizmu przerzutowania miato poréwnanie
uzyskanych réznymi metodami klondw i subklondw linii nowotworowych, réznigcych
sie zdolnoscig do przerzutowania. Badania te wkroczyty w ostatnim dwudziestoleciu
w nowg faze, dzieki wprowadzeniu i wykorzystaniu dynamicznie rozwijajgcych sie
metod biologii komorkowej i molekularnej. Klony komorek nowotworowych o wysokim
potencjale przerzutowania r6znig sie od ich odpowiednikéw, nisko przerzutujgcych,
pod wzgledem cech geno- i fenotypowych [47].

Nie wszystkie raki wykazujg tg samg inwazyjno$¢, czy tez potencjat przerzutowania.
Droga przerzutowania jest rozna. Czesto raki majg ,utarte szlaki’ np. rak gruczotu
krokowego do kosci, rak zotgdka do jajnikow itd.

Nie kazde oddzielenie komorki raka od masy guza i penetracja do ukfadu
limfatycznego, czy tez krwionosnego skutkuje rozwojem przerzutu. Muszg nastgpi¢
zmiany w srodowisku raka- w integrynach, kadherynach, proteazach itd., aby
komorka mogta sie zakotwiczy¢ i nastepnie namnozyc¢ sie. Mechanizmy

przerzutowania sg przedmiotem wielu badan [47].
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Znane sg juz terapie celowane przeciwko czynnikom majgcym zwigzek z
przerzutowaniem np. integrynom i kadherynom (VOLOCIXIMAB- chimeryczne
przeciwciato przeciwko integrynie a5p1 —Il faza badan klinicznych- w potgczeniu z
liposomalng doksorubicyng dla pacjentéw z platynoopornym zaawansowanym
rakiem jajnika i pierwotnym rakiem otrzewnej).

Dobrze poznano do tej pory kilka gendw zwigzanych z przerzutowaniem.
Poznanie biologii wzrostu inwazyjnego i mechanizmu procesu przerzutowania
wskazuje nowe cele dla terapii przeciwnowotworowej, w ktorej leczenie
przeciwprzerzutowe winno stanowic strategie uzupetniajgca leczenie eliminujgce,
czy niszczgce komorki nowotworowe. Powinno to poprawi¢ dotychczasowe efekty
leczenia przeciwnowotworowego, niezadawalajgco efektywnego w zaawansowanej

chorobie nowotworowej z diagnostycznie dostepnymi przerzutami.

1.4.1. Gen SDF1

Gen SDF1 ( stromal cell- derived factor-1) zlokalizowany jest na chromosomie
10g11.1. Posiada dwie izoformy uzyskiwane w wyniku alternatywnego skfadania
(splicing) SDF1a i SDF1B. Bardziej poznana forma jest SDF1a.

Dziata poprzez receptory CXCR4 i CXCR7. Kompleks SDF1/CXCR4 regulowany jest
przez mechanizmy zwigzane z zapaleniem i zniszczeniem tkanki oraz odgrywa role
w przerzutowaniu komorek nowotworowych CXCR4 dodatnich do narzagdow
posiadajgcych ekspresje SDF1 poprzez naprowadzanie przerzutéw [49,50].

Szczegotowo gen ten omoéwiono w dalszej czesci rozprawy.

1.4.2. Gen BRMS1

Innym genem zwigzanym z przerzutowaniem jest BRMS1 (breast cancer metastasis
suppressor). Gen ten zlokalizowany jest na chromosomie 11g13.1-q13.2. Odkrycia
tego genu dokonali Seraj i wsp. [51].

BRMS1 angazuje w swoje dziatanie supresorowg sciezke sygnatowania jgdrowego

(NF-kB) oraz sygnatowanie fosfoinozytolowe.
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Obnizona ekspresja BRMS1 powoduje obnizenie adhezji komorek, reguluje biatko
fascyne (skupiajgce aktyne w peczki, zwigzane z ruchliwoscig komorek), modyfikuje
fenotypy zwigzane z przerzutami (utrata heterozygotycznosci chromosomu 11q).
BRMSL1 ulega ekspresji w raku piersi, czerniaku, ale réwniez w zdrowej tkance
jajnika, prostaty, jadra, okreznicy, co moze sugerowac, ze gen ten moze odgrywac
role hamowania przerzutow w rakach pochodzacych z tych tkanek. Wykazano, ze
delecje chromosomu 11q sg czestsze w przerzutach i w inwazyjnym guzie, i ze utrata
heterozygotycznosci chromosomu 11q jest czestsza w wiekszosci rakow jajnika.
Fakty te wskazujg, ze gen supresji guza moze odgrywac wazng role w progresiji i
przerzutowaniu raka jajnika. Moze byc rowniez tarczg w terapii celowanej raka jajnika
[51].

1.4.3. Gen MET

Gen MET (mesenchymal-epithelial transition factor) zlokalizowany jest na
chromosomie 7q31. Jest protoonkogenem kodujgcym biatko MET, znane jako c-
MET. Jedynym jego ligandem jest HGF (hepatocyte growth factor)

W procesie nowotworzenia stymulacja c-MET przez HGF pobudza naciekanie i jest
niekorzystnym czynnikiem rokowniczym (rak ptuca, rak brodawkowaty nerki typ I).
Nadekspresja zwigzana jest z przerzutowaniem zwtaszcza do weztow
paraaortalnych poprzez aktywizacje metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9.

Inhibitory kinaz Met moga by¢ terapig celowang [52].

1.4.4. Gen IAP-4

Gen IAP-4 (inhibitor of apoptosis protein)- gen surwiwiny zlokalizowany jest na
chromosomie 17925. Produktem jego jest biatko nalezgce do inhibitorow apoptozy-
surwiwina. Charakterystyczna dla IAP jest domena BIR (baculovirus IAP repeat),
przez ktore IAP wigzg sie z kaspazami- enzymami proteolitycznymi, uczestniczgcymi

w programowanej smierci komorki.
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Surwiwina ulega ekspresji na komoérkach nowotworowych i tkankach réznicujgcych
sie. Obecna jest w wielu typach nowotworow i okresla sie jg jako uniwersalny
antygen nowotworowy ( raka jelita, zotgdka, trzustki, piersi, chtoniakow, glejaka
mozgu). Surwiwina nie wystepuje w prawidtowych komaorkach i dlatego mozna
selektywnie eliminowac lub hamowac proliferacje komoérek nowotworowych w terapii
celowanej przez blokowanie ekspresji genu (strategia tripleksu lub nonsensu) - bez
wptywu dla zdrowych tkanek [53].

Ekspresja mRNA surwiwiny koreluje z przerzutami raka jajnika do weztéw chtonnych

i kojarzona jest z progresjg tego raka [54].

1.4.5. Gen KISS-1

Gen KISS-1( kisspeptyna, metastatyna) zlokalizowany jest na chromosomie 1g32.
Gen koduje receptor GPR54- ligandem jest kisspeptyna ( neurohormon).
Kisspeptyna bierze udziat w regulacji rozrodu (owulacja, implantacja, utrzymanie
cigzy, prawidiowy rozwoj ptodu). Kisspeptyna jest hormonem zapoczatkowujgcym
proces dojrzewania. Kisspeptyna dziata na wiele nowotworéw poprzez np.
hamowanie przerzutdéw w raku piersi, hamowanie migracji komaérek raka trzustki,
hamowanie migracji komérek melanoma in vitro [55,56]. Obnizone stezenie
kisspeptyny odpowiedzialne jest za inwazje i ztg prognoze raka zotgdka. Stezenie
kisspeptyny koreluje z patologicznym rozrostem trofoblastu i stezeniem hCG. W raku
jajnika dziatanie kisspeptyny odbywa sie na drodze hamowania migracji komoérek
nowotworowych, kierowania komorek na szlak apoptozy, uposledzenia zdolnosci
komorek raka do tworzenia kolonii. Wedtug dobrze udokumentowanych
wieloosrodkowych badan immunoreaktywnosc¢ kisspeptyny i jej receptora GPR54
kojarzona jest z dobrg prognozg i dtuzszym przezyciem w jasnokomorkowym raku
jajnika i uwazana jest za niezalezny biomarker prognostyczny w tym typie raka
jajnika [57]. Wzmocnienie aktywnosci kisspeptyny rozwazane jest w terapii celowanej
[58].
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1.4.6. Gen KAI1

Gen KAl1l(metastasis suppressor protein) zlokalizowany jest na chromosomie
11pl11.2. Jest on genem supresji przerzutéw. Obnizona ekspresja biatka supresiji
przerzutow zwigzana jest z niekorzystng prognozg (krotsze przezycia, bardziej
agresywny przebieg kliniczny choroby, zwiekszong iloscig przerzutéw) w raku jajnika
(rowniez w wielu innych guzach: prostaty, szyjki macicy, piersi, ptuca, trzustki, jelita
grubego) [59-64]. Ekspresja KAI1 jest zmienna w pecherzykach w jajniku w fazie

folikularnej i lutealnej, co sugeruje jej fizjologiczng role w cyklu miesigczkowym.

1.4.7. Gen NM-23-H1

Gen NM-23-H1(non metastatic clone no 23-H1) zlokalizowany jest na chromosomie
17921. Nalezy on do genow kodujgcych rodzine strukturalnie i czynnosciowo
konserwatywnych biatek, wykazujgcych aktywnos$¢ enzymatyczng

kinaz NDP (nukleazy dwufosfohydrolazowe), ktére uczestniczg w procesach naprawy
DNA i utrzymujg réwnowage miedzy nukleotydami wewngtrzkomdrkowymi.

Z ich aktywnos$cig enzymatyczng zwigzane jest réwniez funkcjonowanie mikrotubul
oraz biatek filamentowych, wptywajgcych na ksztatt wrzeciona podziatowego.

U cziowieka zidentyfikowano dotychczas 8 genéw NM23 (NM23-H1, NM23-H2,
DR-NM23, NM23-H4, NM23-H5, NM23-H6, NM23-H7, NM23-H8). Sklonowane

po raz pierwszy przez Rosengarda i wsp. [65] oraz Stahla i wsp. [66] geny NM23-H1
i NN23-H2, oprdcz swojej aktywnosci enzymatycznej biorg udziat w procesie wzrostu
i roznicowania komérek. Majg rowniez zwigzek z progresjg nowotwordw i tworzeniem
przerzutow.

W wielu ludzkich nowotworach wykazano istnienie odwrotnej korelacji miedzy
poziomem ekspresji biatka nm23-H1 a potencjatem przerzutowym nowotworu [67].
Opisywane zaleznosci badane byly zarébwno na poziomie ekspresiji biatka nm23-H1
jak réwniez jakosciowych i ilosciowych aberracji genu NM232-H1. Utrata
heterozygotycznosci (LOH) lub/i mutacje punktowe prowadzgce do obnizenia
ekspresiji tego biatka okazaty sie by¢ zwigzane z progresjg i tendencjg do
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przerzutowania w raku jelita grubego, nerki, ptuca, jajnika, oraz w nerwiaku
ptodowym [68-71]. W przypadkach raka jelita grubego, Zzotgdka i jajnika

komoérki pochodzgce z przerzutéw nowotworowych cechowata nizsza niz w
komérkach guza pierwotnego ekspresja biatka nm23-H1 [71]. Obserwacje te
doprowadzity do okreslenia genu NM23-H1 mianem kandydata na gen supresorowy
dla przerzutowania. Spadek ekspresji zwigzany jest z przerzutami do weztéw

chtonnych w raku jajnika [72].

1.5 CYTOKINY W RAKU JAJNIKA

Cytokiny sg biatkami regulujgcymi i kontrolujgcymi podstawowe funkcje komérek, w
tym rozplem, réznicowanie sie i migracje poprzez oddziatywanie auto- i parakrynne.
Wsrod wielu podziatow cytokin wyrdznia sie cytokiny prozapalne, proangiogenne,
hematopoetyczne i inhibitorowe, chociaz wiele cytokin petni szereg rownolegtych
funkciji.

Chemokiny to rodzina prozapalnych cytokin chemotaktycznych. Ich nazwa pochodzi
od zdolnosci ukierunkowania chemotaksji w poblize wrazliwych komorek.

Sg CHEMO- taksyjnymi cyto- KINAMI. Historyczne nazwy tych biatek to : rodzina
cytokin SIS, rodzina cytokin SIG, rodzina cytokin SCY.

SDF-1 to mata cytokina nalezgca do rodziny chemokin, oficjalnie mianowana jako
CHEMOKINE (C- X -C motif) ligand12 (CXCL12).

1.5.1. KLASYFIKACJA CHEMOKIN

Klasyfikacja biatek nalezgcych do rodziny chemokin oparta jest na ich
charakterystycznych cechach strukturalnych, a nie na umiejetnosciach przyciggania
komorek. Wszystkie chemokiny sg mate, z masg molekularng miedzy 8 a 15 kDa.
Wydzielane sg przez leukocyty i linie komorek zrebu, takie jak: komorki sSrodbtonka,
makrofagi/ monocyty, fibroblasty mezenchymalne i komorki nabtonkowe w
odpowiedzi na zapalenie [73].
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Sg one w okoto 20-50 % identyczne , roznigc sie sekwencjg genowg oraz
aminokwasowg. Aminokwasy sg wazne do kreowania struktury trzeciorzedowe;,
ktora w przypadku chemokin nabiera ksztattu ,klucza greckiego”. Chemokiny
zbudowane sg z czterech cystein potgczonych wigzaniami dwusiarczkowymi
(pierwsza z trzecig , druga z czwartg). Pierwsze dwie cysteiny w chemokinie sg
usytuowane razem w poblizu N- konca, trzecia w srodku, a czwarta na koncu
zwanym C-koncem. W zaleznos$ci od rozmieszczenia pierwszych dwdch cystein

chemokiny podzielono na cztery grupy:

chemokiny CC (B chemokiny), ktére zawierajg cztery lub w niektérych
nielicznych przypadkach sze$¢ cystein. Chemokiny CC odpowiedzialne sg za

migracje monocytow , komorek NK oraz komorek dendrytycznych.

- chemokiny CXC (a chemokiny), w ktérych N - korncowe cysteiny przedzielone sg
,X aminokwasem. Odkryto okoto 17 réznych CXC chemokin. Sg miedzy innymi

opisywane w gruczole piersiowym.

- chemokiny C ( y chemokina). W przeciwienstwie do innych grup ta grupa
posiada tylko jedng cysteine. W tej grupie zostaty opisane dwie chemokiny: XCL1
i XCL2 , ktore przyciggajg prekursory komorki T do grasicy.

- chemokiny CX3C , ktére posiadajg trzy aminokwasy pomiedzy dwiema
cysteinami. Jedyna odkryta chemokina tej grupy nazywa sie fraktalking (CX3CL1)
[74,75].

1.5.2. FUNKCJA CHEMOKIN

Chemokiny odgrywajg istotng role w wielu procesach fizjologicznych i chorobowych,
takich jak: migracja komorek, promowanie angiogenezy, zakazenia bakteryjne i
wirusowe, choroby autoimmunologiczne, a takze w patogenezie wielu nowotworow

np. raka jajnika, raka piersi [75-78].
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1.5.3. RECEPTOR CXCR4

Chemokiny zazwyczaj tagczg sie z wieloma receptorami, a te same receptory mogag
tgczyC sie z wiecej niz jedng chemoking. SDF1 tgczy sie z dwoma receptorami
CXCR4 i CXCRY7 [75,79]. Do niedawna uwazano, ze CXCR4 jest jedynym
receptorem oddziatywajgcym z SDF-1. Tymczasem badania prowadzone nad
czynnikiem pochodzenia stromalnego wykazaty, ze obie jego postaci: SDF-1a i SDF-
1B, taczg sie z dwoma typami receptoréw wigzgcych chemokiny: CXCR4 i CXCRY7 .
Oba receptory wykazujg duze powinowactwo do SDF-1, receptor CXCR7 dodatkowo
wigze sie z interferonem (I-TAC lub CXCL11), ktory jest a -chemoatraktantem
komoérek T. Receptor CXCR7 ulega ekspresji na powierzchni wielu komorek
nowotworowych, prawdopodobnie bierze udziat w procesach nowotworzenia, wzrostu
i adhezji.

Obecne badania wskazuja, iz receptor CXCR7 nie bierze udziatu w procesie

hematopoezy, w ktérych gtéwng role odgrywa CXCR4 i SDF-1 [80].

1.5.4. SDF-1 JAKO LIGAND RECEPTORA CXCR4

Jedynym ligandem receptora CXCR4 jest SDF1 z podrodziny a chemokin [81-83].
SDF1 jest kodowany przez gen SDF1 znajdujgcy sie na chromosomie 10g11.1
[50,84].

1.5.5. KOMPLEKS SDF-1/CXCR4 | JEGO FUNKCJA W ORGANIZMIE

SDF-1 dziata przez swoje receptory CXCR4 i CXCRY7. Interakcja SDF-1 z CXCR4
moze prowadzi¢ do opornosci na apoptoze przez pobudzenie AKT-PKB (protein
kinase B) lub do pobudzenia apoptozy (drogg szlaku MAPK- miogen-activated
protein kinase). Los komorki zalezy od rownowagi sygnatow pro- i antyapoptycznych,

przewodzonych roznymi szlakami sygnalizacyjnymi, co jest niezwykle istotne w
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prawidtowym i zaburzonym cyklu komérkowym zwigzanym z rozwojem raka [75,85].
Funkcja kompleksu SDF-1-CXCR4 jest regulowana przez rézne biologiczne
mechanizmy.

Chemokiny dziatajg poprzez receptory. Receptory chemokinowe, to receptory
,serpentynowe” o siedmiu domenach przez btonowych, transdukcja ich sygnatow
odbywa sie za posrednictwem biatek cytoplazmatycznych G w komaérkach
docelowych. Dotychczas scharakteryzowano 19 réznych receptoréw. Receptory
chemokinowe zawierajg okoto 350 aminokwasow.

Receptory chemokinowe mozemy podzieli¢ na cztery grupy w zaleznosci od rodzaju
chemokin, z ktérymi sie taczg. | tak: CXCR z CXC chemoking, CCR z CC
chemoking, CX3CR1 z CX3C oraz XCR1, ktéry blokuje dwie inne chemokiny ( XCL1
i XCL2).

Wigzanie chemokin do receptorow sprzezonych z biatkiem G na komoérkach
docelowych prowadzi do serii zdarzen przenoszenia sygnatu, obejmujgcych
wytwarzanie 1,4,5- trojfosforanu inozytolu, kinazy biatkowej zaleznej od cyklicznego
monofosforanu adenozyny (c AMP), aktywacje kinazy fosfatydyloinozytolu-3 (PI3K),
fosforylacje kinazy biatkowej B ( AKT), fosforylacje kinazy regulowanej sygnatem
pozakomorkowym (ERK), sktadowych kompleksow adhezji ogniskowej i aktywacije
kinazy biatkowej C. Aktywacja receptora chemokinowego moze powodowac wzrost
komorki, przyleganie i kierunkowg migracije [86].

Receptor CXCR4 kodowany jest przez wysoce konserwatywny gen o dwoch
egzonach rozdzielonych sekwencjg intronu [87]. CXCR4 ulega bogatej ekspresji na
limfocytach, neutrofilach, neuronach, komaérkach gleju, komérkach endotelium,
obwodowych miesniach szkieletowych, myokardium, a takze na komorkach
nowotworow przerzutujgcych, wtgcznie z rakiem sutka, jajnika, prostaty, pecherza
moczowego, rakiem trzustki i szpiczakiem mnogim [50,76,81,84,85,88].
Funkcjonowanie receptora CXCRA4 fizjologicznej i komdrki nowotworowej
modulowane jest przez rézne czynniki: poziom ekspresji receptora na powierzchni
komorki oraz poziom sulfatacji N - koricowej czesci. Inne czynniki to: ekspresja i
biologiczna dostepnos¢ SDF1 na tkankach, a takze modulacja dodatnia wigzania
CXCR4 w czesci lipidowej btony przez komérki zwigzane z zapaleniem i
remodelujgce tkanki oraz ujemna przez antybiotyki polienowe. Takze roztam

N - koncowej czesci na komorki i SDF1 w przestrzeni miedzykomorkowej poprzez
proteaze serynowg i metaloproteinazy MMPs. Wszystkie te czynniki mogg
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modulowaé odpowiedz CXCR4 normalnych i nowotworowych komorek na stezenie
SDF1 i wptywac na ich transformacje lub przerzuty [89].

W wyniku splicingu tego samego pre-mRNA SDF1 posiada dwie izoformy: SDF-1a i
SDF-183, ktore rdznig sie zawartoscig aminokwasow oraz funkcjg (89 i 93). Obecnie
szerzej poznana jest izoforma SDF-1a [81,82,85]

Zidentyfikowano kilka czynnikéw, ktére zwiekszajg odpowiedz komorek CXCR4+ na
stezenie SDF-1. Do tych czynnikow nalezg: anafilatoksyna C3a, des-Arg C3a
(produkt degradacji C3a przez karboksypeptydaze), kwas hialuronowy i sfingozyna
fosforowa [90,91]. Podobnie znaleziono kilka innych molekut takich jak: fibronektyna,
fibrynogen, trombina, rozpuszczalne uPAR (receptor aktywatora plazminogenu typu
urokinazy),VCAM-1 (pierwsza czgstka adhezyjna $rodbtonka naczyniowego),
uwrazliwiajgcych odpowiedz na niskie stezenia SDF-1 [92]. Te obserwacje
podkreslajg koncepcije, ze kompleks SDF-1-CXCR4 moze by¢ modulowany przez
rézne wymienione molekuty powigzane z zapaleniem lub zniszczeniem tkanki
(anafilatoksyna C3a, Arg C3a, fibronektyna, kwas hialuronowy), koagulacjg
(fibrynogen, uPAR, trombina), czy aktywacjg komoérek (s-VCAM-1, s-ICAM-1) [92,93].
Badania na poziomie molekularnym wykazaty, ze stezenie SDF-1 jest zalezne od
zawartosci cholesterolu w btonie komorkowej. W zwigzku z tym leki (np. antybiotyki
polienowe: amfoterycyna B, nystatyna), ktore zaburzajg czesc¢ lipidowg btony poprzez
wykorzystanie cholesterolu z komorek mogtyby negatywnie wptywac na statynowg
wrazliwos¢ komoérek nowotworowych. Antynowotworowe wtasciwosci zwigzkow
statynowych zostaty udowodnione. Zatrzymujg one synteze wewnatrzkomérkowego
cholesterolu, co moze by¢ wyjasnione przez zmniejszenie ilosci btonowego
cholesterolu i w ten sposdb zmniejszenie budowy czesci lipidowej btony komorkowej,
ale wymaga to dalszych badan.

Interakcja SDF-1-CXCR4 na komdrkach docelowych powoduje wzmozenie
przechodzenia noszgcych ten receptor komorek limfopoetycznych do narzgdéw
limfopoetycznych i akumulacje tych komorek w tkankach objetych zapaleniem.
Opisana interakcja wywotuje rowniez migracje komorek progenitorowych w ciggu
organogenezy i regeneracji tkanek, czy narzgdéw. Kompleks SDF-1-CXCR4 wptywa
na wady w rozwoju serca, mozgu, duzych naczyn [85,94].

SDF-1-CXCR4 odpowiedzialny jest za r6zne mechanizmy sygnatowania majgce
wptyw na promocje wzrostu i hamowanie apoptozy, indukcje angiogenezy, aktywacje
inwazji komorkowej. Powoduje przerzutowanie komoérek CXCR4+ do narzadow, ktore
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wykazujg ekspresje SDF-1 (kosci, wezty chionne, ptuca, watroba), dziatajgc przez
wptyw SDF-1 na migracje komorek nowotwordw ztosliwych, chemotaksje i adhezje
[49]. Wykazano, ze mechanizm ten odgrywa istotng role w naprowadzaniu komérek
raka piersi do ptuc i tworzeniu przerzutow [76].

Potgczenie SDF-1 z receptorem CXCR4 prowadzi do zwiekszania integryn na
komorkach nowotworowych i wzmozonej adhezji tych komorek do komorek zrebu i
czgsteczek macierzy pozakomorkowej, co prowadzi do wzmozonej opornosci
komérek nowotworowych na chemioterapie [49,95,96].

W ostatnich latach wykazano, ze kompleks SDF-1-CXCR4 odgrywa kluczowg role
W przerzutowaniu przynajmniej 23 typow nowotwordw, w tym raka piersi, raka
jajnika, raka drobnokomaérkowego ptuca, raka gruczotu krokowego, a takze raka
gruczotowego szyjki macicy [50,95-99].

Wykazano réowniez, ze poziomy SDF-1 korelujg z zajeciem weztéw chtonnych i
przezyciem pacjentek chorych na raka piersi.

Kompleks SDF-1-CXCR4 stymuluje proliferacje linii komdrkowych raka piersi i raka
jajnika szlakiem parakrynnym, w taki sam skuteczny sposéb, jak estradiol [97].
Wykazano, ze swoiste przeciwciata monoklonalne przeciwko CXCR4 hamujg
przerzutowanie raka piersi do ptuc i do weztéw chtonnych, uposledzajg
przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych, angiogeneze i migracje komorek.

Na przyktad przeciwciata anty-HER-2 (trastuzumab - Herceptin) w raku piersi

wywotujg efekt ,down regulation” CXCR4 [100].

1.6. OBJAWY RAKA JAJNIKA

Objawy kliniczne w raku jajnika, szczegdlnie w | i Il stopniu zaawansowania
klinicznego wg FIGO, nie sg typowe. Dlatego rak jajnika stanowi najwiekszy problem
w ginekologii onkologicznej. Wiekszos¢ chorych (60-70%) zgtasza sie do ginekologa
w 1§ IV stopniu zaawansowania klinicznego wedtug FIGO. A jak wiadomo
identyfikacja wczesnych objawow choroby ma wazne kliniczne znaczenie, poniewaz
piecioletnie przezycie we wczesnych stadiach choroby wynosi 70-90% w poréwnaniu

z 20-30% w zaawansowanych stadiach [9].
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Guzy jajnika nie dajg charakterystycznych objawdw klinicznych. W poczatkowym
okresie chore nie zgtaszajg zadnych dolegliwosci.

Subiektywne objawy pojawiajg sie, gdy masa guza jest duza i proces nowotworowy
jest rozsiany. Swoiste objawy zalezg od wielkosci, miejsca i typu guza
nowotworowego. Dolegliwosciami sg zazwyczaj bél o matym nasileniu w miednicy
mniejszej, uczucie petnosci w jamie brzusznej oraz powiekszenie obwodu brzucha.
Do objawow, ktére wystepujg znamiennie czesciej w zaawansowanych postaciach
raka jajnika nalezg: zaburzenia przewodu pokarmowego, uczucie zmeczenia,
powiekszenie obwodu brzucha, béle brzucha oraz zmiana masy ciata. Zaburzenia
przewodu pokarmowego: nawracajgce wzdecia, zaparcia, nudnosci i uczucie
dyskomfortu w jamie brzusznej wystepujg czesto, ale nie sg swoiste [10].

W ostatnim okresie choroby nastepuje wyniszczenie chorych, zaostrzenie rysow
twarzy okreslane jako ,facies ovarica”, znaczne powiekszenie sie obwodu brzucha na
skutek obecnosci duzej ilosci ptynu. Niestety dopiero wtedy mozna samym

ogladaniem ustali¢ z duzym prawdopodobienstwem rozpoznanie.

1.7. LECZENIE RAKA JAJNIKA

Leczenie raka jajnika jest leczeniem skojarzonym: zabieg operacyjny z nastepowg

chemioterapia.

1.7.1. LECZENIE CHIRURGICZNE

Leczenie operacyjne odgrywa podstawowg role. Wynikiem operacji powinna by¢
skuteczna cytoredukcja, okreslenie rodzaju guza oraz zaawansowania procesu
nowotworowego wedtug FIGO.

Radykalny zabieg operacyjny wigze sie z wycieciem macicy z przydatkami, siecig
wiekszg, w razie mozliwosci z usunieciem weztéw chtonnych miednicy mniejszej oraz
wyrostka robaczkowego w typie sluzowym raka jajnika. Wazne tez jest podczas
operacji pobranie wymazdéw i poptuczyn z jamy brzusznej, pobranie wycinkéw ze

wszystkich podejrzanych miejsc. U chorych w stopniu zaawansowania IA i IB i
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zréznicowaniu histopatologicznym G1 i G2 leczenie mozna ograniczy¢ tylko do
leczenia chirurgicznego, pod warunkiem wykonania prawidtowego stagingu [102-
104]. U pacjentek, ktore chcg zachowac ptodnos¢, w stopniu IA i zréznicowaniu G1
mozna wykonaé operacje oszczedzajgcg (jednostronne usuniecie przydatkéw oraz
pobraniu wycinkéw z drugiego, niezmienionego jajnika) [103-105].

W zaawansowanym raku jajnika leczenie powinno by¢ przeprowadzone w
wyspecjalizowanych osrodkach. Najlepsze wyniki leczenia uzyskiwane sg wéwczas,
gdy pacjentce pierwotny zabieg cytoredukcyjny przeprowadza ginekolog onkolog
[106-108].

1.7.2. CHEMIOTERAPIA

Podczas nastepowej chemioterapii w leczeniu raka jajnika nalezy za standard przyjg¢
zgodnie z zaleceniami NCI oraz NCCN: paklitaksel wraz z karboplatyng

(w schemacie co 3 tygodnie 6 cykli). Wtgczenie paklitakselu do leczenia pierwszego
rzutu obnizyto ryzyko zgonu o 30% [109].

Za opcje alternatywng mozna uzna¢ docetaksel z karboplatyng i paklitaksel z
cisplatyng. Badania poréwnujgce zastosowanie karboplatyny i cisplatyny w
potgczeniu paklitakselem wykazaty lepszg tolerancje przy zastosowaniu
karboplatyny [110]. W 2006 roku NCI (National Cancer Institiute) po opublikowaniu
wynikéw badania GOG-172 wydat zalecenia dotyczgce stosowania chemioterapii
dootrzewnowej u chorych na raka jajnika. W badaniu GOG-172 w grupie chorych, u
ktérych zastosowano chemioterapie dootrzewnowg srednie catkowite przezycie
wyniosto 66,9 miesiecy, natomiast w grupie leczonej chemioterapig dozylng 49,5
miesiecy [111].

W Kiinice Ginekologii Onkologicznej Poznanskiego Uniwersytetu Medycznego
stosujemy chemioterapie dootrzewnowg z duzym powodzeniem.

Pacjentki, u ktérych stwierdza sie nawr6t choroby w okresie krotszym niz 6 miesiecy
od zakonhczenia chemioterapii pierwszego rzutu zalicza sie do grupy opornej na
pochodne platyny, a jesli progresje lub stabilizacje choroby stwierdza sie w trakcie
chemioterapii pierwszego rzutu, pacjentki zaliczamy do grupy pierwotnie opornej.
W tej grupie leczeniem kolejnej linit mogg by¢: topotekan, liposomalna
doksorubicyna, gemcytabina.
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Chore, u ktérych do nawrotu choroby dochodzi w okresie dtuzszym niz 6 miesiecy,
zalicza sie do grupy platynowrazliwej. U tych pacjentek zalecany jest ponowny

schemat paklitaksel i pochodne platyny (ICON-4) [112].
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2. CEL PRACY

1. Ocena ekspresji SDF1 v1-4 i CXCR4 v1-2 u kobiet z rakiem jajnika

w poréwnaniu z ekspresjg w jajnikach kobiet grupy kontrolnej.

2. Ocena stezen SDF1 w surowicy kobiet chorych na raka jajnika

przed operacjg, po operacji ( 6 doba) i po chemioterapii I-go rzutu

(w 6 cyklach co 3 tygodnie)

3. Ocena stezen SDF1 w surowicy kobiet z rakiem jajnika w zaleznosci od typu
i zroznicowania histopatologicznego, zaawansowania klinicznego nowotworu

oraz obecnosci wodobrzusza.

4. Poréwnanie stezen SDF1 i CA125 w analizowanych grupach chorych.
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3. MATERIAL | METODY

Badaniami zostato objetych 113. kobiet operowanych w Katedrze Onkologii Klinice
Onkologii UM w Poznaniu:

- | grupa badana — 27 pacjentek,

- | grupa kontrolna — 13 pacjentek,

- Il grupa badana — 43 pacjentki,

- Il grupa kontrolna — 30 pacjentek.

Badania histopatologiczne wykonano w Zaktadzie Patologii Nowotworow
Wielkopolskiego Centrum Onkologii w Poznaniu pod kierownictwem

prof. dr hab. n. med. Jana Breborowicza.

Oznaczenia wykonano w Katedrze Histologii i Embriologii UM w Poznaniu pod
kierownictwem prof. dr hab. n. med. Ludwika K. Malendowicza.

Na badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej UM w Poznaniu.

Nr uchwaty 164/11 z dn. 17.02.2011.

3.1. CHARAKTERYSTYKA | GRUPY

3.1.1. | GRUPA BADANA

Pierwszg grupg badang stanowito 27 pacjentek operowanych w Katedrze Onkologii
Klinice Onkologii UM w Poznaniu z powodu raka jajnika.

Srednia wieku w tej grupie wynosita 62 lata (od 47 do 85 roku zycia).

W badanej grupie najwiecej byto pacjentek z rakiem jajnika surowiczym w stopniu
zaawansowania klinicznego Ill, o niskim stopniu zréznicowania. Doktadng

charakterystyke grupy przedstawia tabela nr 2.
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3.1.1. | GRUPA KONTROLNA

Pierwsza grupe kontrolng stanowito 13 kobiet operowanych w Klinice Onkologii

UM w Poznaniu z powodu miesniakow macicy lub wypadania narzgdu rodnego po
menopauzie. Srednia wieku tych pacjentek to 63 lata (od 51 do 77 roku zycia).
Podczas operacji pobierano pacjentkom z grupy badanej fragment guza jajnika (ok.
0,5 cm?), a pacjentkom z grupy kontrolnej fragment jajnika (ok. 0,5 cm?®). Nastepnie
fragmenty te umieszczano w pojemnikach z ptynem RNA later i zamrazano je w

temperaturze -70°C.

Tabela 2. Charakterystyka I grupy badanej

CHARAKTERYSTYKA PACJENTKI (n=27)
Wiek
-zakres 47-85 lat
-Srednia 62 lata

Dojrzatos¢ guza

Gl 3
G2 11
G3 23
FIGO

I

1 4
[ 18
v 3

Histopatologia
- Adenocarcinoma serosum 18
- Adenocarcinoma mucinosum

- Adenocarcinoma endometrioides

- Adenocarcinoma clarocellulare
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3.2. 1ZOLACJA RNA

Zebrane tkanki rozmrazano i usuwano ptyn RNA later. Przeprowadzano
homogenizacje materiatu stosujgc 0,5 ml odczynnika lizujgcego TriReagent,
nastepnie probki przenoszono do probowek o objetosci 1,5 ml. Dodawano 100 pl
chloroformu, energicznie wytrzgsano przez 20 s, wirowano przy 12.000x g przez 15
min. w temp. 4° C. Gorng frakcje zawierajgcg RNA przenoszono do nowych
proboéwek oraz wytrgcano z fazy wodnej przez dodawanie 0,5 ml izopropanolu.
Catos$¢ inkubowano przez godzine w temp. —20° C, po czym wirowano przy 12000x ¢
przez 20 min. w temp. 4° C, usuwano supernatant, po czym dodawano 1 ml 70%
etanolu. Mieszanine energicznie wytrzgsano przez 20 s i nastepnie wirowano przy
12000x g przez 15 min w temp. 4° C. Przemywanie etanolem powtarzano, nastepnie
osad RNA suszono, po czym rozpuszczano go w 20 ul wody. Pozostatosci DNA
usuwano za pomocg trawienia DNAzg. RNA oczyszczano z mieszaniny reakcyjnej
poprzez wirowanie na kolumienkach. Zwigzane z membrang kolumienek RNA
wyptukiwano 20. pl wody. Za pomocg spektrofotometru okreslano stezenie
wyizolowanego RNA, a nastepnie sprawdzano jego jakos¢ poprzez rozdziat

elektroforetyczny na 1% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny.

3.3. ODWROTNA TRANSKRYPCJA

Do mieszaniny reakcyjnej dodawano 1 ug wczesniej wyizolowanego RNA, 1 ul
startera (dT):1s i wode dejonizowang, do koncowej objetosci 10 ul, inkubowano przez
5 min w temp. 70° C, a nastepnie schtadzano na lodzie. W zaleznosci od liczby
badanych préb przygotowywano mieszanine reakcyjng w odpowiedniej proporcji. Dla
pojedynczej proby jej sktad zawierat: 4 ul buforu reakcyjnego, 1 ul 20 U/ul inhibitora
RNaz i 2 ul 10 mM dNTP oraz 2 ul 200 U/ul odwrotnej transkryptazy AMV. Dla reakcji
kontrolnych (-RT) przeprowadzano doktadnie te samg procedure z zastgpieniem

odwrotnej transkryptazy takg samg objeto$cig wody. Reakcje przeprowadzano z
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uzyciem termocyklera UNO Il (Biometra) w temperaturze 42° C w czasie 60 min.
Uzyskane cDNA wykorzystywano do tradycyjnej reakcji PCR jak i PCR w czasie
rzeczywistym (QPCR) z systemem detekcji poprzez fluorescencje barwnika SYBR

green.

3.4. QPCR

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym (QPCR lub Real-Time PCR) przeprowadzano
na urzadzeniu Lightcycler 2.0 firmy ROCHE. Teoretycznie zatozenie tej metody
opiera sie na analizie kinetyki reakcji PCR, gdzie ilo§¢ produktu (Nn) zalezy od ilosci
cykli (n), poczatkowej ilosci matrycy (No) oraz od wydajnosci reakcji amplifikacji
oszacowanej na podstawie krzywej standardowej (E). Teoretycznie maksymalna
wydajnosci reakcji (E) rowna sie 2, tzn. kazda czgsteczka matrycy daje w wyniku
jednego cyklu amplifikacji dwie czgsteczki potomne, jednakze w rzeczywistych
warunkach reakcji rozne czynniki mogg obnizac (np. inhibitory) lub podwyzsza¢ (np.
reakcje niespecyficzne) wydajnos¢ reakcji. Rzeczywistg wydajnos¢ reakcji okresla sie
na podstawie krzywej standardowej wykreslanej po amplifikacji serii kolejnych
rozcienczen cDNA lub wczesniej uzyskanych produktow PCR. Do detekcji przyrostu
produktu PCR uzyto barwnika SYBR Green, ktory interkalujgc z dwuniciowym DNA
emituje fluorescencje. Poniewaz barwnik ten moze wigza¢ sie réwniez z
niespecyficznymi produktami PCR, dokonano analizy krzywej topnienia otrzymanych
produktéw oraz dokonano analizy elektroforetycznej wybranych préb. Uzyskane
wyniki normalizowano wzgledem genu referencyjnego (gen o statej ekspresji we
wszystkich analizowanych probach, bez wzgledu na warunki doswiadczalne).

QPCR z zastosowaniem SYBR Green.

Kazde 10 pl mieszaniny reakcyjnej przypadajgcej na pojedynczg reakcje zawierato

skfad podanej w tabeli nr 3.
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Skiadnik Stezenie wyjsciowe Objetos¢ [pl]

DNA Master SYBR Green | 10x 1
Mieszanina starterow L+P 5 uM kazdy 1
Matryca cDNA - 1
MgCl, 25 mM 0,6
Woda dejonizowana - 6,4
Objetos¢ koncowa - 10

Tabela 3. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla QPCR z zastosowaniem SYBR Green.

Startery zaprojektowano z wykorzystaniem programu Primer 3. Pierwszym etapem
reakcji PCR w czasie rzeczywistym byta 10-minutowa denaturacja majgca na celu
aktywacje polimerazy Taq DNA. Bezposrednio po niej przeprowadzano wiasciwg
reakcje PCR skfadajgcg sie z 45. cykli, w skiad ktérych wchodzity: denaturacja w
temperaturze 95° C przez 10 s, przytgczanie startera w temperaturze 60° C przez5 s
oraz wydtuzanie w temperaturze 72° C przez 7 s. W celu okreslenia specyficznosci
reakcji przeprowadzano analize krzywej topnienia dla kazdego z produktu reakcji, z
doktadnoscig 0,1° C/s.

3.5. PRZYGOTOWANIE KRZYWEJ STANDARTOWEJ

W celu okreslenia efektywnosci reakcji PCR w czasie rzeczywistym dla kazdego z
badanych gendéw przygotowano krzywg standardowg. W tym celu wykorzystano
produkty klasycznej reakcji PCR rozdzielone na 2% zelu agarozowym, ktére
wyizolowano z zelu przy uzyciu DNA gel extraction kit (MILLIPORE). llosé
uzyskanego w ten sposéb DNA szacowano spektrofotometrycznie. Krzywe
standardowe tworzono poprzez amplifikacje seryjnych dziesieciokrotnych
rozcienczen uzyskanego wczesniej cDNA doktadnie w tych samych warunkach

reakcji jak badane préby.
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Tabela 4. Charakterystyka starterow uzytych w reakcji QPCR (sekwencje starterow

sensownych (S), antysensownych (A) oraz sond typu tagman)

cDNA Numer Starter Sekwencja startera (5’-3’) Pozycja Dtugosc¢
dostepu produktu PCR
Genbank (p2)
(CXCL12), | NM_199168 S TACAGATGCCCATGCCGATT | 174-193 262
transcript A GCCCTTTCATCTCTCACAAGG | 414-435
variant 1 T
(CXCL12), | NM_000609 S TGTGCATTGACCCGAAGCTA | 301-320 144
transcript A CAGGCCCTTCCCTAACACT 426-444
variant 2
(CXCL12), | NM_0010338 S ACTGTGCCCTTCAGATTGTAG | 253-275 260
transcript 86 A CC 490-512
variant 3 AGCAAATTTACAAAGCGCCG
AGA
(CXCL12), | NM_0011781 S TACAGATGCCCATGCCGATT | 174-193 196
transcript 34 A CGCTGATCAGGTTGTTTAAAG | 349-369
variant 4
(CXCR4), | NM_0010085 S CTACATTAATTCTCTTGTGCC | 175-195 241
transcript 40 A ATTTTCTTCACGGAAACAGG | 396-415
variant 1
(CXCR4), NM_003467 S CTGAGTGCTCCAGTAGCC 61-68 281
transcript A TGCAGCCTGTACTTGTCC 314-331
variant 2
MRLP19 NM_014763 S TCCTCGGGTCCAGGAGATT | 529-547 58
A 566-586
(reference CAAGCTATCATCCAGCCGTT
gene) T
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Rycina 1. Lokalizacja zaprojektowanych starterow w obrebie analizowanych gendw.

Pozycje startera zaznaczono strzatkg. Pary starterow zostaty zaprojektowane tak,
aby w miare mozliwosci obejmowaty przynajmniej jeden intron oraz aby specyficznie
amplifikowaly jedng izoforme. Schemat przedstawia analize poréwnania sekwencji
poszczegoblnych izoform badanych gendéw do sekwencji chromosomowej (multiple
alignment). Kolor zétty oznacza 100% homologie, kolor zielony — homologia z

zakresu 99-50%, kolor szary — homologia ponizej 50%.

Uzyskane wyniki sktonity mnie do dalszych badan, ktérych celem byty oznaczenia
SDF1 w surowicy krwi u chorych na raka jajnika przed operacjg, w széstej dobie po
operaciji i po szesciu kursach chemioterapii pierwszorzutowej w poréwnaniu ze

stezeniem SDF1 w surowicy kobiet z grupy kontrolne;.
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3.6. CHARAKTERYSTYKA Il GRUPY

3.6.1. 1l GRUPA BADANA

Il grupe badang stanowity 43 pacjentki operowane w Klinice Onkologii UM w
Poznaniu z powodu raka jajnika.
Najliczniejszg grupg byty chore z surowiczym, nisko zréznicowanym rakiem jajnika w

stopniu zaawansowania klinicznego Il wg FIGO.

Tabela 5. Charakterystyka Il grupy badanej

CHARAKTERYSTYKA PACJENTKI (n=43)
Wiek
zakres 41-84
srednia 57

Dojrzatos¢ guza

Gl 3
G2 13
G3 27
FIGO

I

[l 3
11 32
v 2
HISTOPATOLOGIA

- Adenocarcinoma serosum 29

Adenocarcinoma mucinosum,

Adenocarcinoma endometrioides,

Adenocarcinoma clarocellulare

Adenocarcinoma solidum,

W N P W O

- inne
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Tabela 6. Rodzaj wykonanej operacji u pacjentek z Il grupy badanej

RODZAJ OPERACIJI PACJENTKI
Wyciecie macicy z przydatkami, siecig wiekszg, weztami chtonnymi miednicy 2
mniejszej
Woyciecie macicy z przydatkami, siecig wiekszg, wyrostkiem robaczkowym 1
+ zatozenie portu do chemioterapii dootrzewnowej 1
Wyciecie macicy z przydatkami, siecig wiekszg
+ zatozenie poru do chemioterapii dootrzewnowe;j 9
Woyciecie obustronne przydatkéw, sieci wiekszej 10
+ zatozenie portu do chemioterapii dootrzewnowej 3
Wyciecie obustronne przydatkéw, sieci wiekszej i wyrostka robaczkowego 3
Laparotomia zwiadowcza z cze$ciowym wycieciem jajnikow, biopsjg sieci wiekszej 4
Woyciecie sieci wigkszej (stan po wycieciu macicy z przydatkami z powodu 1
miesniakéw macicy)
Wyciecie obustronne przydatkéw, sieci wiekszej (stan po wycieciu macicy z powodu 1

miesniakoéw macicy)
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3.6.2. 1l GRUPA KONTROLNA

Il grupg kontrolng byto 30 kobiet operowanych w Klinice Onkologii UM w Poznaniu z
innych powoddw ginekologicznych, niz rak jajnika.
Srednia wieku 45 lat (od 38 do 72 roku zycia) i pacjentki bez obcigzen chorobami

nowotworowymi w wywiadzie.

U kobiet z Il grupy badanej pobierano krew zylng z dotu fokciowego trzykrotnie:

- dzien przed operacja,

- na 6 dobe po operacji,

- po 6 cyklach chemioterapii.

Kobietom z grupy kontrolnej Il pobierano krew jednorazowo. Krew odwirowywano, a
uzyskang surowice zamrazano w temp. -70°C.Po skolekcjonowaniu surowic
rozmrozono je i wykonano analize immunoenzymatyczng stezenia SDF-1 w surowicy

krwi.

3.7. ANALIZA IMMUNOENZYMATYCZNA STEZENIA SDF1 W SUROWICY
KRWI

Stezenie SDF-1 oznaczono w surowicy krwi z uzyciem komercyjnego zestawu
(Human CXCL12/SDF-1 Immunoassay, R&D Systems, nr katalogowy DSAOQO).
Oznaczenia dokonano wedtug procedury opisanej przez producenta. Po uprzednim
przygotowaniu ptytek w kolejnych celkach umieszczono znane stezenia SDF-1 w
dwoch powtdrzeniach, rozpuszczalnik peptydu oraz probki surowic pobranych od
pacjentek i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po trzykrotnym
przeptukaniu ptytek do kazdej celki dodano przeciwciato przeciw SDF-1 sprzezone z
enzymem. Po kolejnym cyklu ptukania (Labsystem, Wellwash 4) do celek ptytki
dodano bezbarwny substrat. Uzyskano barwny produkt reakcji i po 30 minutach
reakcja zostata zahamowana roztworem HCI. Absorbancje odczytano przy dtugosci
fali 540 nm w ciggu 10 min od zakonczenia reakcji. Stezenie SDF-1 w badanych
probkach obliczono na podstawie uzyskanych wartosci absorbancji w odniesieniu do
wyznaczonej krzywej standardowe].
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3.8. ANALIZA STATYSTYCZNA

Uzyskane wyniki stezen SDF1 w surowicy 43 pacjentek chorych na raka jajnika
poréwnano z grupg kontrolng (n=30) za pomocga testu U Manna - Whitneya, a=0,05.
Réznice uznano za istotng statystycznie na poziomie p<0,00001.

Poréwnano réwniez stezenia SDF1 w surowicy chorych na raka jajnika przed
leczeniem, po operacji i po chemioterapii pierwszego rzutu za pomocg testu
Wilcoxona, a=0,05.

Przy uzyciu testu U Manna — Whitneya, a=0,05 szukano réwniez réznic w stezeniach
SDF1 dla kilku grup przed operacjg, po operacji i po chemioterapii pierwszego rzutu.

Do obliczeh statystycznych uzywano programu Statistica 7.0.
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4. WYNIKI

4.1. ANALIZA ELEKTROFORETYCZNA

Na rycinie 2 przedstawiono wyniki analizy elektroforetycznej trzech wybranych
produktow reakcji PCR. Stwierdzitam ekspresje obu wariantéw SDF1 oraz receptora
CXCR v1-3 w grupie kontrolnej oraz w grupie z rakiem jajnika. Ekspresja receptora

CXCRA4 v4 nie wystgpita w zadnej z badanych grup.

A

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19

B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Rycina 2. Wynik analizy elektroforetycznej trzech wybranych produktow reakcji
PCR. Panel A —nowotwory jajnika, panel B — grupa kontrolna.
1- marker mas; 2,3,4- SDF1, transcript variant 1; 5,6,7- SDF1, transcript
variant 2; 8,9,10- SDF1, transcript variant 3; 11,12,13- SDF1, transcript
variant 4; 14,15,16- CXCR4, transcript variant 1; 17,18,19 - CXCR4,
transcript variant 2.
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4.2. EKSPRESJA SDF1

Za pomocg QPCR okreslono wzgledny poziom ekspresji SDF1 w badanych
grupach. W GENBANK-u dostepne sg cztery warianty SDF1. Dlatego w pracy

okreslono ekspresje wszystkich wariantéw SDF1v1-4.

4.2.1. EKSPRESJA SDF1v1l

Ekspresja SDF1v1 obecna byta w tkankach grupy kontrolnej i w raku jajnika.
Przedstawiono te zaleznosci na wykresie 1. Wzgledny poziom ekspresji SDF1v1 byt
istotnie statystycznie wyzszy u pacjentek z rakiem jajnika w poréwnaniu z grupg

kontrolng. Roznica statystyczna wyniosta p<0,001.

4.2.2. EKSPRESJA SDF1v2

Ekspresja SDF1v2 obecna byta w obu grupach badanych. Natomiast wzgledny
poziom ekspresji SDF1v2 byt poréwnywalny w grupie kontrolnej oraz w grupie z

rakiem jajnika i nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie.
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SDF1v1

p <0,001

B GRUPA KONTROLNA

(N=13)

RAK JAINIKA (N=27)

Wzgledny poziom ekspresji SDF1v1

Wykres 1. Wzgledny poziom ekspresji SDF1v1 w grupie kontrolnej i w raku jajnika.
Shupki oznaczaja $rednig, zaznaczono takze SD.

GRUPA | BRAK SREDNIA | ODCHYLENIE SEM P
(N) EKSPRESJI | WARTOSC | STANDARDOWE | $redni blad
W GRUPIE pomiaru

Rak 0 4,328 2,910 0,560

jajnika

(N=27)

p < 0.001

Grupa 0 1,020 1,223 0,339
kontrolna

(N=13)

Tabela 7. Ekspresja SDF1 v1 w raku jajnika i w grupie kontrolnej.
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Wykres 2. Wzgledny poziom ekspresji SDF1 v2 w grupie kontrolnej i w raku jajnika.
Stupki przedstawiaja $rednig. Zaznaczono takze SD.

GRUPA BRAK SREDNIA | ODCHYLENIE SEM P
(N) EKSPRESJI | WARTOSC | STANDARDOWE | $éredni blad
W GRUPIE pomiaru

Rak

jajnika 0 1,220 1,183 0,328

(N=27)

p=0,677

Grupa
kontrolna 0 1,099 0,647 0,124

(N=13)

Tabela 8. Ekspresja SDF1 v2 w raku jajnika i w grupie kontrolnej.
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4.2.3. EKSPRESJA SDF1v3

Ekspresja SDF1v3 obecna byta w obu grupach badanych. Natomiast wzgledny
poziom ekspresji SDF1v3 byt poréwnywalny w grupie kontrolnej oraz w grupie z
rakiem jajnika i nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie. Wyniki zostaty

przedstawiono w tabeli 9 oraz na wykresie 3.

4.2.4. EKSPRESJA SDF1v4

Podobnie, jak w przypadku ekspresji SDF1v2 i 3 ekspresja SDF1v4 obecna byta w
grupie kontrolnej i w grupie z rakiem jajnika. Natomiast wzgledny poziom ekspresji
SDF1v4 byt poréwnywalny w grupie kontrolnej oraz w grupie z rakiem jajnika i nie
stwierdzono réznic istotnych statystycznie. Wyniki zostaty przedstawiono w tabeli 10

oraz na wykresie 4.
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Wykres 3. Wzgledny poziom ekspresji SDF1 v3 w grupie kontrolnej i w raku jajnika.
Stupki przedstawiajg $rednig. Zaznaczono takze SD.

GRUPA BRAK SREDNIA | ODCHYLENIE SEM P
(N) EKSPRESJI | WARTOSC | STANDARDOWE | $redni btad
W GRUPIE pomiaru
Rak
jajnika 17 0,000395 0,000314 0,000119
(N=27)
p=0,228
Grupa
kontrolna 4 0,000222 0,000252 0,0000796
(N=13)

Tabela 9. Ekspresja SDF1v3 w raku jajnika i w grupie kontrolnej .
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Wykres 4. Wzgledny poziom ekspresji SDF1 v4 w grupie kontrolnej i w raku jajnika.
Stupki przedstawiajg $rednig. Zaznaczono takze SD.

GRUPA BRAK SREDNI,A, ODCHYLENIE ~ SEM P
(N) EKSPRESJI | WARTOSC | STANDARDOWE | Sredni btad
W GRUPIE pomiaru
Rak
jajnika 10 0,0000513 0,0000329 0,00000822
(N=27)
p=0,208
Grupa
kontrolna 4 0,0000350 0,0000247 0,00000823
(N=13)

Tabela 10. Ekspresja SDF1v4 w raku jajnika i w grupie kontrolnej.
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4.3. EKSPRESJA CXCR4

Za pomocg QPCR okreslitam wzgledny poziom ekspresji CXCR4 w badanych
grupach.

W GENBANK-u dostepne sg dwa warianty CXCR4. Dlatego w pracy okreslono
ekspresje wszystkich wariantow CXCR4v1-2.

4.3.1. EKSPRESJA CXCR4v1

W analizie elektroforetycznej nie stwierdzono ekspres;ji receptora CXCR4v1.

4.3.2. EKSPRESJA CXCR4v2

Ekspresja CXCR4v2 byta obecna w obu grupach badanych. Natomiast wzgledny
poziom ekspresji CXCR4v2 byt poréwnywalny w grupie kontrolnej oraz w grupie z
rakiem jajnika i nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie. Wyniki zostaty

przedstawiono w tabeli 11 oraz na wykresie 5.
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Wykres 5. Wzgledny poziom ekspresji CXCR4 v2 w grupie kontrolnej i w raku jajnika.
Stupki przedstawiajg srednig, zaznaczono takze SD.

GRUPA BRAK SREDNIA | ODCHYLENIE SEM P
(N) EKSPRESJI | WARTOSC | STANDARDOWE | Sredni biad
W GRUPIE pomiaru
Rak
jajnika 0 0,0513 0,0394 0,0109
(N=27)
p=0,318
Grupa
kontrolna 0 0,0404 0,0276 0,00530
(N=13)

Tabela 11. Ekspresja CXCR4v2 w raku jajnika i w grupie kontrolnej.
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4.4, STEZENIE SDF1

4.4.1. STEZENIE SDF1 PRZED OPERACJA

Stezenie SDF1 w surowicy krwi u pacjentek z rakiem jajnika przed operacjg byto
wyzsze niz w grupie kontrolnej i roznito sie istotnie statystycznie (p<0,00001). Wyniki

przedstawiono w tabeli 12 i na wykresie 6.

4.4.2. STEZENIE SDF1 PO OPERACIJI

W grupie z rakiem jajnika po operacji stezenie SDF1 byto istotnie statystycznie
wyzsze (p<0,000024) w poréwnaniu z grupg kontrolng. Wyniki umieszczono w tabeli

13 i na wykresie 7.

4.4.3. STEZENIE SDF1 PO CHEMIOTERAPII | RZUTU

Stezenie SDF1 w surowicy krwi u pacjentek z rakiem jajnika po chemioterapii
pierwszego rzutu byto wyzsze niz w grupie kontrolnej i roznito sie istotnie

statystycznie (p<0,000001). Wyniki przedstawiono w tabeli 14 i na wykresie 8.
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Wykres 6. Stezenie SDF1[ng/ml] w surowicy kobiet z grupy kontrolnej i chorych na raka jajnika

przed operacja. Stupki przedstawiajg srednia, zaznaczono takze SD.

GRUPA (N) SREDNIE | ODCHYLENIE P
STEZENIE | STANDARDOWE
SDF1[ng/ml]

Rak jajnika (N=43)
przed operacja 5,226 0,751

p< 0,00001

Grupa kontrolna
(N=30) 2,959 0,536

Tabela 12. Stezenie SDF1[ ng/ml] w surowicy Krwi kobiet z grupy kontrolnej
i chorych na raka jajnika przed operacja .
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Wykres 7. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet z grupy kontrolnej i chorych na raka jajnika
po operacji. Stupki przedstawiajg $rednia, zaznaczono takze SD.

GRUPA (N) SREDNIE | ODCHYLENIE P
STEZENIE | STANDARDOWE
SDF1[ng/ml]

Rak jajnika (N=43)
po operacji 4,832 1,005
p< 0,000024

Grupa kontrolna
(N=30) 2,959 0,536

Tabela 13. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet z grupy kontrolnej i chorych na raka
jajnika po operacji.
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Wykres 8. Stezenie SDF1 [ ng/ml | w surowicy kobiet grupy kontrolnej i chorych na raka jajnika
po chemioterapii | rzutu. Stupki przedstawiajg srednia, zaznaczono takze SD.

GRUPA (N) SREDNIE | ODCHYLENIE p
STAZENIE | STANDARDOWE
SDF1[ng/ml]

Rak jajnika (N=43)

po chemioterapii 4,151 0,807
p< 0,000001
Grupa kontrolna 2,959 0,536
(N=30)

Tabela 14. Stezenie SDF1 [ ng/ml ] w surowicy kobiet grupy kontrolnej i chorych
na raka jajnika po chemioterapii | rzutu
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Wykres 9. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet grupy kontrolnej i chorych na

raka jajnika przed operacja, po operacji, po chemioterapii | rzutu. Stupki przedstawiajg

$rednig, zaznaczono takze SD.

SREDNIE ODCHYLENIE GRUPA
GRUPA (N) STEZENIE | STANDARDOWE | KONTROLNA + P
SDF1[ng/ml] ODCHYLENIE
STANDARDOWE
Rak jajnika (N=43)
przed operacjg 5,226 0,751 2,959+/-0,536 p< 0,00001
Rak jajnika (N=43)
po operacji 4,832 1,005 2,959+/-0,536 p< 0,000024
Rak jajnika (N=43)
po chemioterapii 4,151 0,807 2,959+/-0,536 p< 0,000001

Tabela 15. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet grupy kontrolnej i chorych na
raka jajnika przed operacja, po operacji, po chemioterapii | rzutu
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Zatem stezenie SDF1 u chorych z rakiem jajnika byto wyzsze w poréwnaniu z grupg
kontrolng zarbwno przed operacjg, po operacji, jak i po chemioterapii pierwszego
rzutu. Byfa to roznica istotna statystycznie. Zbiorcze wyniki przedstawiono na

wykresie 9 oraz w tabeli 15.

4.4.4. STEZENIE SDF1 A TYP HISTOLOGICZNY RAKA JAINIKA

Szukano rowniez roznic w stezeniu SDF1 (test U Manna-Whitneya, a=0,05) w
grupach podzielonych na raki surowicze i pozostate przed operacjg, po operacji i po
chemioterapii.

Grupa z rakiem surowiczym stanowita 29 o0so6b, podczas gdy pozostate typy
histopatologiczne stanowity grupe 14 os6b. W obu badanych grupach nie wykazano
réznic istotnych statystycznie w stezeniu SDF1 przed operacjg, po operacji i po

chemioterapii pierwszego rzutu.
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Wykres 10. St¢zenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka jajnika i na
pozostale typy histologiczne raka jajnika przed operacja. Stupki przedstawiaja $rednisa,

zaznaczono takze SD.

SREDNIE
GRUPA (N) STEZENIE ODCHYLENIE
SDF1 [pg/ml] | STANDARDOWE
PRZED

OPERACJA

Raki surowicze (N=29) 5,125 0,816

Raki pozostate (N=14) 5,630 0,503

p 0,46

Tabela 16. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego
raka jajnika i na pozostate typy histologiczne raka jajnika

przed operacja.
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Whykres 11. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka jajnika
i na pozostate typy histologiczne raka jajnika po operacji. Stupki przedstawiaja
$rednig, zaznaczono takze SD.

GRUPA (N) SREDNIE STEZENIE | ODCHYLENIE
SDF1[ng/ml] STANDARDOWE
PO OPERACJI

RAKI SUROWICZE 4,84 1,003
(N=29)

RAKI POZOSTALE 4,80 1,051
(N=14)

P 0,84

Tabela 17. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka jajnika
I na pozostate typy histologiczne raka jajnika po operacji.
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Wykres 12. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka jajnika

i na pozostate typy histologiczne raka jajnika po chemioterapii | rzutu.
Stupki przedstawiajg $rednia, zaznaczono takze SD.

SREDNIE STEZENIE

GRUPA (N) SDF1[ng/ml] PO ODCHYLENIE
CHEMIOTERAPII STANDARDOWE
RAKI SUROWICZE 411 0,841
(N=29)
RAKI POZOSTALE 4,22 0,750
(N=14)
p 0,05

Tabela 18. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka jajnika i na
pozostate typy histologiczne raka jajnika po chemioterapii | rzutu.
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4.4.5. STEZENIE SDF1 A ZROZNICOWANIE HISTOPATOLOGICZNE RAKA

JAJINIKA

Grupa o wysokim stopniu zroéznicowania histopatologicznego (G1+G2) liczyta 18
pacjentek, natomiast grupa z rakiem o niskim stopniu zréznicowania
histopatologicznego stanowita 25 pacjentek. Przed operacjg, po operacji i po
chemioterapii pierwszego rzutu w obu grupach badanych nie stwierdzono réznic

istotnych statystycznie.

4.4.6. STEZENIE SDF1 A STOPIEN ZAAWANSOWANIA KLINICZNEGO

wg FIGO

Nie stwierdzono réwniez roznic istotnych statystycznie w stezeniu SDF1 w surowicy
krwi chorych na raka jajnika w niskim stopniu zaawansowania klinicznego wg FIGO
(I'i ) oraz w zaawansowanym raku jajnika (Il i IV wg FIGO) zaréwno przed operacja,

po operacji i po chemioterapii pierwszego rzutu.

4.4.7. STEZENIE SDF1 A WODOBRZUSZE

Zarébwno w grupie pacjentek chorych na raka jajnika z wodobrzuszem, jak i bez
wodobrzusza przed operacjg, po operacji i po chemioterapii pierwszej linii nie
stwierdza sie réznic istotnych statystycznie w stezeniu SDF1.
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Wykres 13. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika o zroznicowaniu
histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 przed operacja. Stupki przedstawiaja $rednia,
zaznaczono takze SD.

GRUPA (N) SREDNIE STEZENIE ODCHYLENIE
OPERACJA
G1+G2 (N=18) 5,287 0,843
G3 (N=25) 5,183 0,766
p 0,76

Tabela 19. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika
o zréznicowaniu histopatologicznym (G1 + G2 ) i G3 przed operacja .
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Wykres 14. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika o
zr6znicowaniu histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 po operacji.
Shupki przedstawiaja srednia, zaznaczono takze SD.
GRUPA (N) SREDNIE STEZENIE ODCHYLENIE
SDF1[ng/ml] PO STANDARDOWE
OPERACIJI
G1+G2 (N=18) 4,817 1,106
G3 (N=25) 4,842 0,949
p 0,75

Tabela 20. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika o zréznicowaniu
histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 po operacji .
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Wykres 15. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika o zroznicowaniu
histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 po chemioterapii | rzutu. Stupki przedstawiajg
$rednig, zaznaczono takze SD.

GRUPA (N) SREDNIE STEZENIE ODCHYLENIE
SDF1[ng/ml] PO STANDARDOWE
CHEMIOTERAPII |
RZUTU
G1+G2 (N=18) 4,173 0,803
G3 (N=25) 4,135 0,750
p 0,67

Tabela 21. Stgzenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika
o0 zréznicowaniu histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 po chemioterapii | rzutu .
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Wykres 16. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w stopniu
zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz Il + IV przed operacja.
Stupki przedstawiaja $rednig, zaznaczono takze SD.

GRUPA (N) SREDNIE STEZENIE ODCHYLENIE
SDF1[ng/ml] PRZED STANDARDOWE
OPERACJA
I +11 (N=9) 5,327 0,566
1 +1V (N=34) 5,200 0,846
p 0,87

Tabela 22. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w stopniu
zaawansowania klinicznego wg FIGO I+ II oraz III +IV przed operacjg .
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Wykres 17. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w stopniu
zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz Il +1V po operacji.
Shupki przedstawiaja srednig, zaznaczono takze SD.

GRUPA (N) SREDNIE STEZENIE ODCHYLENIE
SDF1[ng/ml] PO STANDARDOWE
OPERACJI
I +11 (N=9) 4,887 1,013
1 +1V(N=34) 4,817 1,018
p 0,97

Tabela 23. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w stopniu
zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz Il +IV po operacji .
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Rysunek 18. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w stopniu
zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz Il +1V po chemioterapii |
rzutu. Stupki przedstawiajg $rednig, zaznaczono takze SD.

GRUPA (N) SREDNIE STEZENIE ODCHYLENIE
SDF1[ng/ml] PO STANDARDOWE
CHEMIOTERAPII |
RZUTU
I +11 (N=9) 4,295 0,793
1 +1V(N=34) 4,113 0,819
p 0,55

Tabela 24. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w stopniu
zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz Il +IV po chemioterapii | rzutu.
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Wykres 19. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z
wodobrzuszem i bez wodobrzusza przed operacja. Stupki przedstawiajg srednia,
zaznaczono SD.

GRUPA (N) SREDNIE STEZENIE ODCHYLENIE
SDF1[ng/ml] PRZED STANDARDOWE
OPERACJA

WODOBRZUSZE 5,046 0,874
(N=27)

BEZ WODOBRZUSZA 5,548 0,534
(N=16)

p 0,1

Tabela 25. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z wodobrzuszem i
bez wodobrzusza przed operacja.
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Wykres 20. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z wodobrzuszem
i bez wodobrzusza po operacji. Stupki przedstawiaja $rednia, zaznaczono SD.

GRUPA (N) SREDNIE STEZENIE ODCHYLENIE
SDF1[ng/ml] PO STANDARDOWE
OPERACJI
WODOBRZUSZE (N=27) 4,695 1,026
BEZ WODOBRZUSZA 5,062 0,955
(N=16)
p 0,2

Tabela 26. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z wodobrzuszem
i bez wodobrzusza po operacji.
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Wykres 21. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z
wodobrzuszem i bez wodobrzusza po chemioterapii | rzutu.
Stupki przedstawiaja $rednia, zaznaczono SD.
GRUPA (N) SREDNIE STEZENIE ODCHYLENIE
SDF1[ng/ml] PO STANDARDOWE
CHEMIOTERAPII
WODOBRZUSZE 4,059 0,878
(N=27)
BEZ WODOBRZUSZA 4,305 0,670
(N=16)
p 0,32

Tabela 27. Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z wodobrzuszem
i bez wodobrzusza po chemioterapii I rzutu.
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4.5. STEZENIE SDF1i CA 125 A STOPIEN ZAAWANSOWANIA

KLINICZNEGO wg FIGO

W grupach chorych z rakiem jajnika z niskim (I'i Il) i wysokim (111 i V) stopniem
zaawansowania klinicznego wg FIGO stezenie SDF1 byto wysokie bez roznicy
istotne statystycznie. Poréwnujgc natomiast zachowanie sie stezenia markera CA125
w surowicy obu tych grup, wykazano, ze stezenie CA125 jest wyzsze w

zaawansowanym raku jajnika. Réznica istotna statystycznie na poziomie p<0,001.

4.6. STEZENIE SDF1i CA 125 A WODOBRZUSZE

Stezenie SDF1 jest wysokie i nie wykazuje roznicy istotnej statystycznie u pacjentek
z rakiem jajnika z wodobrzuszem i bez wodobrzusza. Natomiast marker CA 125 jest

znamiennie wyzszy u pacjentek z wodobrzuszem (p<0,0001).

SREDNIE STEZENIE STEZENIE
GRUPA (N) SDF1[ng/ml]+ODCHYLENIE | CA125[U/ml]+ODCHYLENIE
STANDARDOWE STANDARDOWE
| + 11 (N=9) 5,327+0,566 233,86+343,37
1+ 1V (N=34) 5,200+£0,846 2615,53+3703,32
P 0,87 0,001

Tabela 28. Porownanie zachowania si¢ stezen SDF1 i CA 125 w surowicy kobiet w roznych stopniach
zaawansowania klinicznego.
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Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet
chorych na raka jajnika w stopniu
zaawansowania wg FIGO lill oraz lll i IV.

Stezenie CA125 [U/mI] w surowicy kobiet
chorych na raka jajnika w stopniu
zaawansowania wg FIGO lill oraz lll i IV.

Wykres 22. Poréwnanie zachowania si¢ stezen SDF1 [ng/ml] i CA 125 [U/mI] w surowicy kobiet
w ro6znych stopniach zaawansowania klinicznego. Stupki przedstawiaja $rednia,
zaznaczono SD.

SREDNIE STEZENIE

SREDNIE STEZENIE

GRUPA (N) SDF1[ng/ml] + ODCHYLENIE | CA125[U/ml][*ODCHYLENIE
STANDARDOWE STANDARDOWE
WODOBRZUSZE 5,046 + 0,874 2954,76 + 3811,37
(N=27)
BEZ 5,548 + 0,534 748,74 + 2151,16
WODOBRZUSZA
(N=16)
p 0,1 0,0001

Tabela 29. Por6wnanie zachowania si¢ stezen SDF1 i CA 125 w surowicy kobiet chorych na raka
jajnika z wodobrzuszem i bez wodobrzusza.
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Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet Stezenie CA 125 [U/ml] w surowicy
chorych na raka jajnika z wodobrzuszem i kobiet chorych na raka jajnika z
bez wodobrzusza. wodobrzuszem i bez wodobrzusza.

Wykres 23. Porownanie zachowania si¢ stezen SDF1[ng/ml] i CA 125 [U/mI] w surowicy
kobiet chorych na raka jajnika z wodobrzuszem i bez wodobrzusza. Stupki przedstawiajg
srednig, zaznaczono SD.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

5.1. OCENA EKSPRESJI SDF1v1-4 | CXCR4v1-2 U KOBIET Z RAKIEM
JAJNIKA W POROWNANIU Z EKSPRESJA W JAJNIKACH KOBIET
GRUPY KONTROLNEJ

Chemokiny odgrywajg wazng role w patogenezie wielu nowotworow. Wczesniejsze
badania pokazaly wazng korelacje pomiedzy obecnoscig receptorow chemokinowych
a prognozg lub przerzutowaniem w réznych ztosliwych nowotworach u ludzi.

Ws$rdd wszystkich receptorow CXCR4 jest szczegdlnie wazny w przerzutowaniu
guzéw ztosliwych. CXCR4 jest receptorem najczesciej ulegajgcym nadekspresji w
wielu nowotworach u ludzi. Wiecej niz 23 r6znych nowotworow ztosliwych wykazuje
ekspresje receptora CXCR4.

Guzy nowotworowe czesto wykazujg znaczgcg ekspresje CXCR4. W wielu
nowotworach zwiekszenie ekspresji CXCR4 koreluje z przerzutami na drodze
krwionosnej i limfatycznej oraz obniza czas catkowitego przezycia [113-115].

In vitro, aktywnosé receptora CXCR4 zwigzana jest ze wzrostem proliferacji, migraciji
i inwazji. Te wtasciwosci mogtyby by¢ sprawnie zahamowane poprzez blokade
CXCR4 w guzach.

Znaczgca rola CXCR4 dla rozsiewu komérek nowotworowych potwierdzona zostata
na modelach zwierzecych.

Ekspresje CXCR4 stwierdzono w nastepujgcych nowotworach: raku piersi [76,117]
raku prostaty [117], raku ptuca [118], raku jajnika [119,120], raku trzustki [121],
czerniaku [122], neuroblastoma [123], raku przetyku [124], raku jelita grubego [125],
osteosarkoma [126], raku nerki [127].

W mojej pracy oznaczytam ekspresje wszystkich czterech izoform SDF1 w raku
jajnika i grupie kontrolnej. W przypadku ekspresji SDF1 wariant 1, to w grupie z
rakiem jajnika w poréwnaniu z grupg kontrolng poziom ekspresji wzglednej SDF1 byt

wyzszy niz w grupie kontrolnej i roznica byta istotna statystycznie.
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Wzgledny poziom ekspresji SDF1 wariant 2 w grupach badanych byt rowny,
natomiast SDF1 wariant 3 i 4 w obu grupach byt sladowy nie réznigcy sie istotnie
statystycznie. Podkreslenia wymaga fakt, iz niekoniecznie ta sladowa ekspresja
zwigzana byta z guzem, by¢ moze pochodzita ona z komérek naptywowych , np.
limfocytow.

W przypadku ekspresji receptora CXCR4 wariant 1 nie stwierdzono jej w zadnej z
badanych grup. Aby wykluczy¢ btad w wykonaniu reakcji, wykonatam kontrole
pozytywng na fragmentach tozyska (ktérym dysponowata Katedra Histologii i
Embriologii), gdzie ekspresja CXCR4 wariantu 1 wystgpita. Ekspresja CXCR4
wariant 2 wystgpita w obu badanych grupach bez istotnych réznic statystycznych.

W 2001 i 2002 Scotton i wsp.[119,120] po raz pierwszy odkryli role SDF1 w raku
jajnika. Ekspresje SDF1 i jego receptora wykazano w dziesieciu przypadkach raka
jajnika, szesciu liniach komdérkowych i 20. ptynach z jamy brzusznej w raku jajnika.
Ekspresiji nie wykazano w komérkach prawidtowego jajnika i w komorkach u kobiet z
rodzinng historig raka jajnika.

W nastepnych latach ekspresje CXCR4 i SDF1 byly badane w wielu osrodkach [128-
130].

Kajiyama i wsp. [128] postanowili ustali¢, czy kompleks SDF1/CXCR4 jest
zaangazowany we wzajemne oddziatywanie komorek raka jajnika z komérkami
mezotelium w przerzutach do otrzewnej. Przeprowadzili oni badanie w 36 rakach
jajnika, uzywajgc immunohistochemii. 16 przypadkow (44,4 %) wykazato ekspresje
CXCR4. Wykazano ekspresje CXCR4 w komorkach raka jajnika, jak i w komoérkach
nabtonka surowiczego otrzewnej. Pigcioletni okres catkowitego przezycia u pacjentek
z ekspresjg CXCR4 wynosit 36,1% w poréwnaniu z grupg pacjentek bez ekspresji
CXCR4 78,2%. Wyniki badania zasugerowaty, ze istnieje zalezno$¢ miedzy
kompleksem SDF1/CXCR4 a przerzutami raka jajnika do otrzewnej oraz, ze CXCR4
moze okazac sie nowg tarczg terapeutyczng dla raka jajnika.

Jiang i wsp. [129] w swoim badaniu natomiast wykorzystali materiat pochodzgcy z 6
prawidtowych jajnikow , 44 pierwotnych rakéw jajnika i 30 przerzutéw do sieci
wiekszej. Badali oni ekspresje CXCR4 i SDF1 metodg immunohistochemiczna.
Intensywnosc¢ ekspresji SDF1 korelowata z wodobrzuszem (p=0,04). Wielkos¢
ekspresji CXCR4 w grupie opornej na leczenie i ze wznowg (81% i 28% odpowiednio
p=0,0008) byta znaczgco wyzsza, niz w grupie bez wznowy. Po 37 miesigcach
obserwacji ekspresja CXCR4 towarzyszyta niekorzystnej prognozie z krétszym
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czasem przezycia do wznowy i catkowitym czasem przezycia (odpowiednio 15
miesiecy [p=0,0004] i 27 miesiecy [p=0,017]) w poréwnaniu do chorych, u ktorych nie
wykazano ekspresji CXCR4.

Jiang YP i wsp . [129] w swojej pracy uzyskali ekspresje CXCR4 w 59% w raku
jajnika, podczas gdy ekspresja SDF1 byta obecna w 91% rakdw.

Natomiast Scotton i wsp. [119] doniesli o ekspresji SDF1 w 88%pacjentek z rakiem
jajnika. Sugeruje to, ze kompleks SDF1/CXCR4 odgrywa wazng role w
przerzutowaniu komérek nowotworowych CXCR4+ do narzgdéw posiadajgcych
ekspresje SDF1.

Jiang YP i wsp. [129] przedstawili korelacje pomiedzy ekspresjg SDF1 i CXCR4 a
kliniczno-patologicznymi aspektami. Tylko w przypadku chorych z wodobrzuszem
ekspresja SDF1 byta znaczgco wyzsza. W pozostatych przypadkach (stopnia
zaawansowania klinicznego, typu i stopnia zréznicowania histopatologicznego) nie
byto réznic istotnych statystycznie. Poréwnujgc zaleznosci pomiedzy

ekspresjg SDF1 i CXCR4 a kliniczng prognozg, okazato sig, ze obecnosc ekspresji
CXCR4 zwigzana byta z krotszym czasem do wystgpienia progresiji i skroceniem
czasu przezycia. Te wyniki pozwalajg na dalsze wnioskowanie, ze guzy jajnika z
brakiem ekspresji CXCR4 sg wrazliwe na chemioterapie opartg na platynie i efekt
chemioterapii jest lepszy.

W innym badaniu immunohistochemicznym przeprowadzonym przez

Nowak - Markwitz i wsp. [131] u 82 pacjentek z rakiem jajnika wykazano obecno$¢
biatka SDF-1 w 79/82 (96%) przypadkow. SDF-1 wykazywato ekspresje w jgdrach
komorkowych i w cytoplazmie. Wykazano réwniez ekspresje cytoplazmatyczng
CXCR-4 w 80/82 (97%) przypadkow. Uzyskane wyniki ekspresji na komérkach
nowotworowych skorelowano z danymi klinicznymi i histopatologicznymi. Nie
stwierdzono istotnej korelacji pomiedzy ekspresjg SDF-1 i CXCR-4 na komorkach
nowotworowych z danymi kliniczno-patologicznymi.

Wang i wsp. [132] w lutym biezgcego roku przeprowadzili kolejne badanie majgce na
celu okreslenie ekspresji CXCR4 w raku jajnika. Przeprowadzili oni badanie na 7.
tkankach pochodzgcych ze zdrowych jajnikow, 49. tkankach raka jajnika oraz na
trzech liniach komdérkowych raka jajnika (A2780, SKOV3, CAOV3). W badaniu PCR
ekspresja CXCR4 w raku jajnika byta wyzsza niz w zdrowym jajniku(p<0,001).

Roéwniez ekspresja CXCR4 w linii komorkowej raka jajnika CAOV3 byta wyzsza niz w
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pozostatych liniach komoérkowych. Podobnie w badaniu immunohistochemicznym
ekspresja CXCR4 byta wyzsza w tej linii komdrkowe;.

W swoim badaniu Wang i wsp. [132] nie obserwowali korelacji pomiedzy ekspresjg
CXCR4 a wiekiem pacjentek, stopniem zréznicowania histopatologicznego oraz
stopniem zaawansowania klinicznego wg FIGO. Odnotowali jednak wyzszg
ekspresje CXCR4 u pacjentek z rakiem jajnika z przerzutami do weztow chtonnych
(n=8) niz u pacjentek bez przerzutéw do weztéw chtonnych (n=41) p=0,016. W tym
samym badaniu uzyskano znaczgcg pozytywng korelacje pomiedzy ekspresja
CXCR4 a ekspresjg B-kateniny.

W dostepnej literaturze ekspresja CXCR4 towarzyszy ztej prognozie w wielu
nowotworach ztosliwych.

Nadekspresja CXCR4 w raku jelita grubego koreluje ze stopniem zaawansowania (llI
i IV) i z przerzutami do krwi i weztoéw chtonnych [133].

Ponadto SDF1alfa stymuluje migracje i inwazje w CXCR4+ liniach komérkowych
raka jelita grubego SW480 i SW 620 in vitro [133].

W raku przetyku srednia catkowitego przezycia pacjentéw z CXCR+ wynosita 20.
miesiecy w porownaniu do 76 miesiecy catkowitego przezycia przypadku CXCR4-
[134].

W raku zotgdka ekspresja CXCR4 znaczgco koreluje z rozsiewem nowotworowym do
otrzewnej i wodobrzuszem, gdzie stwierdzono wysokie stezenie SDF1[135].

W rakach trzustki nadekspresja CXCR4 koreluje z wysokim stopniem
zaawansowania klinicznego (lIl i 1V) oraz z tendencjg do przerzutowania drogg
krwionosng i progresjg miejscowg guza , bez wptywu na przezycie [136].

W raku watroby wysoka ekspresja CXCR4 czy CXCR7 zwigzana jest z
Zaawansowaniem pierwotnego guza i przerzutami do weztéw chtonnych [137].
Poza tym nadekspresja CXCR4 prowadzi do znaczgcego wzrostu przerzutow
krwiopochodnych oraz do skrocenia czasu catkowitego przezycia o 3 lata [137].

W raku nerki w 2010 roku Zhao FL i Guo W [138] przeprowadzili ciekawe badanie
obejmujgce 10. tkanek raka nerki oraz 30. tkanek z przerzutow raka nerki do kosci.
Badanie to wykazato wysokg ekspresje CXCR4 oraz SDF1 w obu rodzajach tkanek,
jednak w przypadku przerzutéw do kosci ekspresja zaréwno SDF1, jak i CXCR4 byta

wyzsza.
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Kompleks SDF1/CXCR4 zwigzany jest z przerzutami do kosci w raku prostaty [117]
oraz w niedrobnokomérkowym raku ptuc, zwtaszcza z jego przerzutami do optucnej
[118].

Receptor CXCR4 stat sie mozliwg tarczg do leczenia przerzutdw nowotworowych
[139].

Wykazano, ze swoiste przeciwciata monoklonalne przeciwko CXCR4 hamujg
przerzutowanie raka piersi do ptuc i do weztéw chtonnych, uposledzajg
przepuszczalnos¢ naczyn krwionosnych, angiogeneze i migracje komorek.

Na przyktad przeciwciata anty-HER-2 (trastuzumab-Herceptin) w raku piersi
wywotujg efekt ,down regulation” CXCR4 [100].

Inhibitory dla kompleksu SDF1/CXCR4 mogaq stac sie kolejng tarczg terapeutyczng
w leczeniu raka jajnika.

Badania toczg sie w dwdéch kategoriach. Po pierwsze podawanie przeciwciat
monoklonalnych anty-CXCR4, po drugie specyficznych ,, drobnych komérek”
bedacych antagonistami dla CXCR4 [139].

Retz i wsp. [140] in vitro zahamowali migracje i inwazje komoérek raka pecherza
moczowego przy uzyciu antagonisty CXCR4- 4F-benzoyl-TE14011.

W czerniaku na mysich modelach Takenaga i wsp. [141] zredukowali ilos¢
przerzutow do ptuc przy uzyciu tego antagonisty.

Inny antagonista CXCR4: TN14003 zahamowat migracje i inwazje linii komoérkowej
raka trzustki in vitro [142] oraz zahamowat przerzuty do ptuc w raku piersi na mysich
modelach [143].

AMD3100 (Bicyclam) ostatnio odkryta ,mata molekuta” hamujgca CXCR4 i pokrewny
zwigzek AMD4365 blokuje CXCR4 w glioblastoma , medulloblastoma i raku tarczycy
i redukuje mase guza in vivo [144,145].

Analog SDF1 CTCE-9908 hamuje przerzuty w ptucach na modelach czerniaka i
osteosarkoma [146].

Zaréwno CTCE-9908 jak i AMD3100 sg przedmiotem biezgcych badan klinicznych.
Inny antagonista CXCR4 — T22 mocno hamuje przerzuty do ptuc w mysich
komodrkach B16 czerniaka [147] i przerzuty do krwi w raku prostaty na komédrkach
mysich [148].

Przez wiele lat interakcja pomiedzy SDF1 i CXCR4 byta unikatowa. Ostatnio odkryto,
ze SDF1 fgczy sie réwniez z innym receptorem CXCR7 [149].
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Interakcja SDF1 z CXCR4 wptywa na chemotaksje, a potgczenie z CXCR7
odpowiada za proliferacje komorek guza [150]. Zatem CXCR4 modeluje zdolnosc¢
migracji, a CXCR7 wzmaga proliferacje komorek guza [151].

Kompleks SDF-1-CXCR4 odgrywa kluczowg role w tworzeniu przerzutéw
nowotwordéw i w odpowiedzi na leczenie cytostatykami. Oznaczenie tego kompleksu
moze by¢ uzytecznym czynnikiem prognostycznym w monitorowaniu leczenia wielu
rakow. Mozliwos¢ blokowania CXCR4 wskazuje na istnienie nowych tarcz
terapeutycznych w leczeniu rakéw ( piersi, jajnika, gruczolakoraka szyjki macicy).
Hamowanie lub stymulacja sygnatowania SDF-1-CXCR4 odbywa sie na poziomie
catego ustroju, nawet, jesli korzystne jest dla stanu rozsiewu raka, moze powodowac
ono trudne jeszcze do sprecyzowania powiktania z racji roli tego szlaku w
odpowiedziach immunologicznych i doptywu na obwdd komoérek progenitorowych
tkanek regenerujgcych. W ciggu ostatnich pieciu lat odbywa sie rewolucja
,chemokinowa” w nowotworach.

Naukowcy oraz onkolodzy kliniczni zdajg sobie sprawe z kluczowej roli, jakg
odgrywajg chemokiny we wszystkich stopniach transformacji nowotworowej i
progresjach.

Ztozona zaleznos¢ pomiedzy chemokinami i ich rolg w nowotworach bedzie wkrétce
przetozona na istotne korzysci dla pacjentéw [49].

By¢ moze wkrétce ukaze sie nowy zwigzek , ktory bedzie bardziej skuteczny, bez
efektow ubocznych, ktéry bedzie miat mozliwos¢ kontroli przerzutowania
nowotworowych komoérek CXCR4+ lub wzmocni mobilizacje komorek

progenitorowych dla wykorzystania w regeneracji tkankowej.

5.2. OCENA STEZEN SDF1 W SUROWICY KOBIET CHORYCH NA RAKA
JAINIKA PRZED OPERACJA, PO OPERACJI (6 DOBA) | PO
CHEMIOTERAPII I-GO RZUTU (W 6 CYKLACH CO 3 TYGODNIE)

W badaniu cytokin i ich wolnych receptoréw w surowicy krwi chorych na nowotwory

zaktada sie, ze procesy zachodzgce w guzie nowotworowym z udziatem cytokin
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znajdujg swoje odzwierciedlenie w zmianach ich stezen w surowicy krwi.
Poszukiwanie zwigzkéw miedzy stezeniami roznych cytokin i ich wolnych receptorow
surowicy krwi z réoznymi cechami kliniczno-patologicznymi nowotworéw umozliwia
natomiast posrednie wnioskowanie o zwigzkach przyczynowych z czynnikami, ktére
wyznaczajg charakter i dynamike proceséw nowotworowych [6].

W mojej pracy porownatam stezenie SDF1 w surowicy krwi chorych na raka jajnika
przed operacjg ze stezeniem SDF1 w surowicy krwi grupy kontrolnej. Byto ono
wyzsze u pacjentek chorych na raka jajnika i réznito sie istotnie statystycznie.

Jak wiadomo, SDF-1 jest czynnikiem chemotaksji limfocytow T, monocytéw i
neutrofildw [152,153]. Jego ekspresje wykryto w trzustce, sledzionie, jajniku, jelicie
cienkim, mozgu, okreznicy, ptucach, piersi, sercu, weztach chtonnych i tozysku
[81,82,85].

Wiadomo rowniez, ze sekrecja SDF-1 wzrasta takze podczas uszkodzenia tkanek
(zawat serca, niedokrwienie konczyn, toksyczne uszkodzenie watroby, duze
krwawienie, napromieniowanie organizmu, uszkodzenie tkanek spowodowane
chemioterapig) [89].

W badaniu wykazatam, ze stezenie SDF1 w surowicy krwi chorych na raka jajnika po
operacji byto istotnie statystycznie wyzsze niz u kobiet z grupy kontrolne;.

Podobna sytuacja wystgpita w surowicy pacjentek chorych po szesciu cyklach
chemioterapii pierwszego rzutu w poréwnaniu z grupg kontrolng, gdzie stezenie
SDF1 byto réwniez wyzsze i réznica wykazata istotnos¢ statystyczna.

Stezenia SDF1 po leczeniu operacyjnym, jak i po chemioterapii byty wysokie, mimo,
ze usunieto masy guza. Te wysokie stezenia mogty by¢ zwigzane z uszkodzeniem

tkanek w trakcie zabiegu, jak i po chemioterapii [89].
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5.3. OCENA STEZEN SDF1 W SUROWICY KOBIET Z RAKIEM JAINIKA W
ZALEZNOSCI OD TYPU | ZROZNICOWANIA HISTOPATOLOGICZNEGO,
ZAAWANSOWANIA KLINICZNEGO NOWOTWORU ORAZ OBECNOSCI
WODOBRZUSZA

W mojej pracy porownatam réwniez stezenia SDF1 u chorych z surowiczym rakiem
jajnika z pozostatymi typami histopatologicznymi. Nie uzyskatam réznic istotnych
statystycznie.

Podobnie byto ze znalezieniem =zaleznosci w grupie chorych na wysoko
zréznicowanego raka jajnika (G1+G2) i w grupie z nisko zréznicowanym rakiem
jajnika (G3).

Przy analizowaniu grup podzielonych w zaleznosci od stopnia zaawansowania
klinicznego (gdzie pierwszg grupe stanowity pacjentki w | i Il stopniu zaawansowania
klinicznego, a drugg grupe stanowity pacjentki w Il i IV stopniu zaawansowania
klinicznego) rowniez nie uzyskano réznic istotnych statystycznie.

U pacjentek chorych na raka jajnika z obecno$cig wodobrzusza i bez wodobrzusza
stezenia SDF1 nie roznity sie istotnie statystycznie.

Mozna powiedzie¢, ze wysokie stezenia SDF1 w surowicy krwi chorych na raka
jajnika nie korelujg z danymi klinicznymi i histopatologicznymi.

W pismiennictwie nie spotkatam opracowania, ktére moéwitoby o okresleniu stezen
SDF1 w surowicy chorych na raka jajnika i korelacji tych stezen z danymi kliniczno-
patologicznymi. Istnieje natomiast kilka prac, ktore okreslajg ekspresje SDF1 w raku
jajnika, ktérg uzyskano w badaniach immunohistochemicznych, a ktére zacytowatam

omawiajgc ekspresje SDF1 i jego receptora CXCRA4.
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5.4. POROWNANIE STEZEN SDF1 | CA125 W ANALIZOWANYCH GRUPACH
CHORYCH

Kolejnym celem pracy bylo poréwnanie stezen SDF1 i CA 125 w analizowanych
grupach chorych.

Markery biologiczne stosuje sie do monitorowania odpowiedzi na leczenie,
odrozniania tagodnych guzéw jajnika od ztosliwych, ustalania rokowania,
przewidywania odpowiedzi na poszczegolne leki oraz wykrywania pierwotnej choroby
we wczesnym stadium.

Ws$&rdéd znacznikdédw biologicznych raka jajnika najwiekszg wartos¢ posiada marker
CA125.

Ze wzgledu na ciggte poszukiwania doskonatego markera, ktory przede wszystkim
pozwolitby  na wykrycie wczesnych postaci raka jajnika (w | i |l stopniu
zaawansowania), postanowitam przeanalizowaé, jak zachowuje sie SDF1 w
stosunku do CA 125 w wybranych grupach.

W grupach pacjentek z surowiczym rakiem jajnika i z pozostatymi typami
histopatologicznymi raka jajnika nie wykazano réznic w stezeniach zaréwno CA125,
jak i SDF1. Wiemy, ze podwyzszone stezenie markera CA 125 wystepuje w raku
trzustki, ptuc, zotadka, jelit oraz u chorych na chifoniaki [6]. Ze wzgledu na duzg
czutos¢ (78-85,5%) i swoistos¢ (78,3-93%) CA 125 jest obecnie uwazany za
najlepszy marker dla surowiczych rakéw jajnika [6].

W grupie chorych z nisko zréznicowanym rakiem jajnika (G3) oraz w grupie z wysoko
zroznicowanym rakiem jajnika (G2+G3) nie wykazano réznic w stezeniach w
surowicy krwi zaréwno CA125, jak i SDF1.

W grupie pacjentek z rakiem jajnika w | i Il stopniu zaawansowania klinicznego
poziom CA 125 byt istotnie statystycznie nizszy, niz w grupie pacjentek z lll i IV
stopniem zaawansowania klinicznego. Natomiast stezenia SDF1 zblizone w obu
tych grupach i nie wykazywaty roznic istotnych statystycznie.

Na podstawie analizy 35 badan, obejmujgcych 2501 kobiet chorych na raka jajnika,
Tuxen i wsp. [154] stwierdzili, ze odsetek nieprawidtowych stezen CA 125 wzrastat
wraz z zaawansowaniem choroby: w | stopniu wg FIGO stezenie CA 125 byto

podwyzszone u 51% chorych kobiet, w Il stopniu u 71%, w lll u 91% i w IV stopniu
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choroby u 98% chorych. Srednie stezenie CA125 u kobiet chorych na raka jajnika w |
stopniu klinicznym okreslono na 133 U/ml. Z innych badan wynika, ze stezenie >150
U/ml towarzyszy procesowi rozsianemu [155].

Stezenia SDF1 we wszystkich stopniach wg FIGO w moim badaniu byty bez roznic
istotnych statystycznie. Wysuwanie wniosku, ze SDF1 mdgtby by¢é markerem
wykrywania raka jajnika we wczesnym stopniu zaawansowania klinicznego jest
odwaznym stwierdzeniem. Dlatego mysle, ze mozna byloby pokusi¢ sie o dalsze
badania nad stezeniami SDF1 w surowicy krwi u chorych z rakiem jajnika, aby
wyjasni¢, czy rzeczywiscie SDF1 mégtby by¢ nowym markerem wczesnego
wykrywania raka jajnika.

W dalszej kolejnosci przeanalizowatam stezenia CA125 i SDF1 u chorych z rakiem
jajnika z wodobrzuszem i bez wodobrzusza. Stezenia CA125 u pacjentek z
wodobrzuszem w poréwnaniu z grupg pacjentek bez wodobrzusza byly wyzsze i
réznity sie istotnie statystycznie. Stezenia SDF1 nie wykazaty Zzadnych réznic
istotnych statystycznie.

Hunter i wsp. [156] dowiedli, ze stezenia CA125 w surowicy chorych z wysiekami w
jamie lub jamach ciata nie rdéznig sie znamiennie od wartosci stwierdzanych w
surowicy krwi kobiet z procesem rozsianym, lecz bez wysiekow.

Natomiast wptyw podwyzszonego stezenia SDF1 w surowicy krwi kobiet z rakiem
jajnika na ekspresje genu SDF1, jak i jego receptora CXCR4 w rakach jajnika (up

regulation?) wymaga dalszych badan.
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6. WNIOSKI

1. Zaréwno w jajnikach kobiet grupy kontrolnej, jak i w rakach jajnika na poziomie
MRNA nastepuje ekspresja SDF1v 1i 2 oraz CXCR4 v 2, co moze sugerowac

parakrynne dziatanie SDF1 w gonadzie zenskiej.

2. W rakach jajnika stwierdza sie bardzo znaczne podwyzszenie ekspresji
SDF1 v 1, ale nie podwyzszenie pozostatych wariantéw transkryptow, jak
i transkryptu CXCR4 v 2.

3. Stezenie SDF1 w surowicy kobiet chorych na raka jajnika przed operacjg, po
operacji i po 6-ciu cyklach chemioterapii jest istotnie statystycznie wyzsze w

poréwnaniu do stezen SDF1 w surowicy kobiet grupy kontrolne;.

4. Stezenie SDF1 w surowicy krwi nie koreluje z danymi kliniczno-patologicznymi
(stopniem zaawansowania klinicznego wg FIGO, typem histologicznym,

zroznicowaniem histopatologicznym, bez lub z wodobrzuszem).

5. Stezenie SDF1 w surowicy krwi chorych na raka jajnika jest podwyzszone
zardbwno we wczesnych i pdznych stopniach zaawansowania Kklinicznego

wg FIGO, natomiast CA 125 tylko w stopniach zaawansowanych.
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6. STRESZCZENIE

Rak jajnika stanowi jeden z najwiekszych probleméw w ginekologii onkologiczne;.
Pomimo postepdw w chirurgii i chemioterapii przezywalnosc¢ raku jajnika jest nadal
niska.

SDF1 (stromal derived factor 1) lub CXCL12 nalezy do rodziny prozapalnych cytokin
(CHEMOKIN) . Receptorem dla SDF1 jest CXCR4. Kompleks SDF1/CXCR4 promuje
proliferacje, migracje i inwazje komorek nowotworowych i odpowiada za
przerzutowanie komorek nowotworowych.

Celem pracy byta ocena ekspresji SDF1 v1-4 i CXCR4 v1-2 w raku jajnika w
poréwnaniu z jajnikami grupy kontrolnej, ocena stezen SDF1 w surowicy kobiet
chorych na raka jajnika przed operacjg, po operacji (6 doba) i po chemioterapii I-go
rzutu. Materiat stanowity fragmenty guza jajnika pobrane od 27 kobiet operowanych z
powodu raka jajnika, a grupe kontrolng fragmenty jajnika 13 operowanych kobiet z
powodu miesniakéw macicy lub wypadania narzgdu rodnego po menopauzie. W tych
jednostkach chorobowych przesledzono rowniez stezenie SDF1 w surowicy krwi
przed operacjg, po operacji (na 6 dobe), po 6 cyklach chemioterapii.

Zarowno w jajnikach zdrowych i w rakach jajnika na poziomie mRNA nastepuje
ekspresja SDF1 v 1i2 oraz CXCR4 v 2. W rakach jajnika stwierdza sie bardzo
znaczne podwyzszenie ekspresji SDF1 v 1, natomiast ekspresja pozostatych
wariantow, jak réwniez transkryptu CXCR4 v 2 nie zmienia sie w stosunku do normy.
Stezenie SDF1 w surowicy kobiet chorych na raka jajnika przed operacjg, po operacji
i po 6-ciu cyklach chemioterapii jest istotnie statystycznie wyzsze w poréwnaniu do
stezen SDF1 w surowicy kobiet grupy kontrolnej i nie koreluje ono z danymi
klinicznymi i histopatologicznymi. Pozostaje do wyjasnienia wptyw podwyzszonego
stezenie SDF1 w surowicy krwi kobiet z rakiem jajnika na ekspresje genu SDF1, jak i

jego receptora CXCR4 w rakach jajnika.
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7. SUMMARY

Epithelial ovarian cancer is the most common type of gynecologic malignancy.
Despite advances in surgery and chemotherapy, the survival rate in ovarian cancer is
still low.

Chemokines are a family of proinflammatory chemotactic cytokines. SDF1 is a small
cytokines belonging to the intercrine family. SDF1 works by its receptors CXCR4 and
CXCRY7. The SDF1/CXCR4 complex plays a significant role in the creation of
metastases of neoplasms and as a response to cytostatic treatment.

Identification of this complex may be a useful prognostic factor in the therapy of
ovarian cancer .

The aim of the work was the evaluation of SDF1 v1-4 and CXCR4 v1-2 expression in
ovarian cancer cells comparing to the control group. The aim was also the SDF1
expression in plasma of ovarian cancer patients before the operation, after the
operation (6 days) and after first-line chemotherapy.

The material was taken from the ovarian cancer tumor’s tissue during the operation
of 27 women. The material of the control group was taken from 13 ovaries of the
women who were operated because of myomata or prolapsus after menopause age.
SDF1 expression was examined in ovarian cancer patients' plasma before the
operation, after the operation and after chemotherapy.

There is MRNA SDF v 1 — 2 and CXCR4 v 2 expression in ovarian cancer tissues as
well as in healthy ovarian tissues. There is an important increase in SDF1v 1
expression in ovarian cancer patients. There is no significant different in the other
SDF1 variants expression and CXCR4 v 2 expression. SDF1 expression in ovarian
cancer plasma before the operation, after the operation, and after 6 cycles of
chemotherapy is significantly higher comparing to SDF1 expression in control group
plasma. It does not correlate with clinical and histopathological findings. It is to clear
up the influence of increased SDF1 concentration in ovarian cancer patients to SDF1

gene expression as its CXCR4 receptor (up regulation?) in ovarian cancer patients.
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9. SPIS TABEL

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

- Stopnie zaawansowania klinicznego nowotworu jajnika wg FIGO
- Charakterystyka | grupy badanej
- Skfad mieszaniny reakcyjnej dla QPCR z zastosowaniem SYBR Green
- Charakterystyka starteréw uzytych w reakcji QPCR (sekwencje
starterow sensownych (S), antysensownych (A) oraz sond typu tagman)
- Charakterystyka Il grupy badanej
- Rodzaj wykonanej operacji w raku jajnika
- Ekspresja SDF1v1l w raku jajnika i w grupie kontrolnej
- Ekspresja SDF1v2 w raku jajnika i w grupie kontrolnej
- Ekspresja SDF1v3 w raku jajnika i w grupie kontrolnej
- Ekspresja SDF1v4 w raku jajnika i w grupie kontrolnej
- Ekspresja CXCR4v2 w raku jajnika i w grupie kontrolnej
- Stezenie SDF1[ng/ml] w surowicy krwi kobiet z grupy kontrolne;j
i chorych na raka jajnika przed operacjg
- Stezenie SDF1[ng/ml] w surowicy krwi kobiet z grupy kontrolne;j
i chorych na raka jajnika po operacji
- Stezenie SDF1[ng/ml] w surowicy krwi kobiet z grupy kontrolnej
i chorych na raka jajnika po chemioterapii
- Stezenie SDF1[ng/ml] w surowicy krwi kobiet z grupy kontrolnej
i chorych na raka jajnika przed operacjg, po operacji i po chemioterapii

- Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka
jajnika i na pozostate typy histologiczne raka jajnika przed operacjg

- Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka
jajnika i na pozostate typy histologiczne raka jajnika po operacji
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Tabela 18 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka
jajnika i na pozostate typy histologiczne raka jajnika po chemioterapii

Tabela 19 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika

0 zréznicowaniu histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 przed operacjg
Tabela 20 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika

0 zréznicowaniu histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 po operacji
Tabela 21 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika

0 zréznicowaniu histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 po chemioterapii

Tabela 22 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w
stopniu zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz Il +IV
przed operacjg

Tabela 23 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w
stopniu zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz Il +IV
po operaciji

Tabela 24 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w
stopniu zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz Il +IV
po chemioterapii

Tabela 25 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z
wodobrzuszem i bez wodobrzusza przed operacjg

Tabela 26 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z
wodobrzuszem i bez wodobrzusza po operacji

Tabela 27 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z
wodobrzuszem i bez wodobrzusza po chemioterapii

Tabela 28 - Poréwnanie zachowania sie stezen SDF1 i CA 125 w surowicy kobiet w
réznych stopniach zaawansowania klinicznego

Tabela 29 - Poréwnanie zachowania sie stezen SDF1 i CA 125 w surowicy kobiet

chorych na raka jajnika z wodobrzuszem i bez wodobrzusza
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10.SPIS WYKRESOW

Wykres 1 - Wzgledny poziom ekspresji SDF1v1 w grupie kontrolnej i w raku jajnika
Wykres 2 - Wzgledny poziom ekspresji SDF1v2 w grupie kontrolnej i w raku jajnika
Wykres 3 - Wzgledny poziom ekspresji SDF1v3 w grupie kontrolnej i w raku jajnika
Wykres 4 - Wzgledny poziom ekspresji SDF1v4 w grupie kontrolnej i w raku jajnika
Wykres 5 - Wzgledny poziom ekspresji CXCR4v2 w grupie kontrolnej i w raku
jajnika
Wykres 6 - Stezenie SDF1[ng/ml] w surowicy krwi kobiet z grupy kontrolne;j
i chorych na raka jajnika przed operacjg
Wykres 7 - Stezenie SDF1[ng/ml] w surowicy krwi kobiet z grupy kontrolnej
i chorych na raka jajnika po operacji
Wykres 8 - Stezenie SDF1[ng/ml] w surowicy krwi kobiet z grupy kontrolne;j
i chorych na raka jajnika po chemioterapii
Wykres 9 - Stezenie SDF1[ng/ml] w surowicy krwi kobiet z grupy kontrolne;j
i chorych na raka jajnika przed operacja, po operaciji i po chemioterapii

Wykres 10 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka
jajnika i na pozostate typy histologiczne raka jajnika przed operacjg
Wykres 11 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka
jajnika i na pozostate typy histologiczne raka jajnika po operacji
Wykres 12 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na surowiczego raka
jajnika i na pozostate typy histologiczne raka jajnika po chemioterapii
Wykres 13 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika

0 zréznicowaniu histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 przed operacjg
Wykres 14 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika

o zroznicowaniu histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 po operaciji
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Wykres 15 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika
0 zroznicowaniu histopatologicznym (G1 +G2 ) i G3 po chemioterapii

Wykres 16 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w
stopniu zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz Il +IV
przed operacjg

Wykres 17 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w
stopniu zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz lll +IV
po operaciji

Wykres 18 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika w
stopniu zaawansowania klinicznego wg FIGO | + Il oraz Il +IV
po chemioterapii

Wykres 19 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z
wodobrzuszem i bez wodobrzusza przed operacjg

Wykres 20 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z
wodobrzuszem i bez wodobrzusza po operacji

Wykres 21 - Stezenie SDF1 [ng/ml] w surowicy kobiet chorych na raka jajnika z
wodobrzuszem i bez wodobrzusza po chemioterapii

Wykres 22 - Poréwnanie zachowania sie stezern SDF1 i CA 125 w surowicy kobiet w
réznych stopniach zaawansowania klinicznego

Wykres 23 - Porownanie zachowania sie stezen SDF1 i CA 125 w surowicy kobiet

chorych na raka jajnika z wodobrzuszem i bez wodobrzusza
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11. SPIS RYCIN

Rycina 1 - Lokalizacja zaprojektowanych starterow w obrebie analizowanych
genow
Rycina 2 - Wynik analizy elektroforetycznej trzech wybranych produktéw reakc;ji

PCR

-109 -



-110 -



-111 -



-112 -



