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2 Zestawienie publikacji 
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3 Wstęp 

3.1 Epidemiologia raka jajnika 

W 2020 na świecie odnotowano ok. 314 000 nowych przypadków raka jajnika (OC, ang. 

ovarian cancer) i 207 000 zgonów (1). OC stanowi poważny problem dotyczący zdrowia 

kobiet. Odnosząc się do innych nowotworów złośliwych, rak ten pod względem częstości 

występowania plasuje się na ósmym miejscu oraz jest siódmą przyczyną zgonów kobiet 

zmagających się z chorobą onkologiczną (2). 

Według raportu opracowanego przez Krajowy Rejestr Nowotworów w 2021 roku w Polsce 

odnotowano 3624 nowych przypadków raka jajnika oraz 2639 zgonów czyniąc ten nowotwór 

szóstym pod względem częstości zachorowalności oraz czwartą przyczyną zgonów (3). Rak 

jajnika uważany jest za najbardziej śmiertelny nowotwór ginekologiczny (4). Wczesne stadia 

raka jajnika najczęściej przebiegają bezobjawowo lub występują objawy niespecyficzne, 

skutkuje to w ok. 75% przypadków postawieniem diagnozy w zaawansowanym stadium 

choroby – III i IV, gdy współczynniki przeżycia 5-letniego wynoszą odpowiednio 40% i 20% 

(5, 6). Natomiast szacuje się, że w przypadku rozpoznania raka jajnika we wczesnym stadium 

5-letni wskaźnik przeżycia przekracza nawet 90% (5). 

3.2 Czynniki ryzyka zachorowania na raka jajnika 

Ryzyko zachorowania na OC wzrasta wraz z wiekiem. Ponadto istnieje szereg innych 

czynników ryzyka takich jak: wczesna menarche (przed 12. rokiem życia), późna menopauza 

(po 50. roku życia), urodzenie pierwszego dziecka po 30. roku życia, nierództwo, niestosowanie 

doustnych środków antykoncepcyjnych, estrogenowa terapia zastępcza stosowana przez ponad 

5 lat, niepłodność, brak karmienia piersią. Endometrioza, zespół policystycznych jajników oraz 

choroba nowotworowa w wywiadzie pacjentki a także rak jajnika, piersi, macicy lub jelita 

grubego w rodzinie zwiększają ryzyko wystąpienia raka jajnika. Do czynników związanych ze 

stylem życia można zaliczyć dietę bogatotłuszczową i otyłość oraz palenie tytoniu (7, 8). 

Do zachorowania na raka jajnika mogą przyczyniać się również predyspozycje genetyczne. 

Szacuje się, że ok. 23% przypadków OC charakteryzuje się etiologią dziedziczną a za rozwój 

nowotworu odpowiedzialne są głównie germinalne warianty patogenne (GPVs, ang. germline 

pathogenic variants) w genach kodujących białka zaangażowane w naprawę DNA poprzez 

rekombinację homologiczną (HR, ang. homologous recombination) oraz naprawę 

niedopasowania (MMR, ang. mismatch repair). Do szlaku HR należą BRCA1, BRCA2, 
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RAD51D, RAD51C, BRIP1 natomiast do MMR zalicza się geny związane z zespołem Lyncha: 

MLH1, MSH2 i MSH6 (9, 10). 

3.3 Klasyfikacje raka jajnika 

System oceny zaawansowania raka jajnika FIGO (International Federation of Gynecology 

and Obstetrics) jest narzędziem pomagającym klinicystom w określeniu rokowania oraz 

doborze leczenia. Klasyfikacja ta opisuje zakres rozprzestrzenienia się nowotworu i odnosi się 

do stopnia zaawansowania nowotworów jajnika, jajowodów i otrzewnej. W Tabeli 1. 

przedstawiono tę klasyfikację (11). 

Stopień I: Nowotwór ograniczony do 

jajników lub jajowodów 

IA Guz ograniczony do 1 jajnika lub jajowodu 

(nienaruszona ciągłość torebki guza) brak zmian na 

powierzchni jajnika lub jajowodu, brak komórek 

nowotworowych w płynie lub w popłuczynach z jamy 

otrzewnowej 

IB Guz ograniczony do 2 jajników lub jajowodów 

(nienaruszona ciągłość torebki guzów) brak zmian na 

powierzchni jajników lub jajowodów, brak komórek 

nowotworowych w płynie lub w popłuczynach z jamy 

otrzewnowej 

IC Guz ograniczony do 1 lub 2 jajników lub 2 jajowodów z: 

IC1 śródoperacyjnym uszkodzeniem ciągłości torebki 

IC2 naruszoną ciągłością torebki przed operacją lub 

IC3 obecnością guza na powierzchni jajowodu lub jajnika 

komórkami nowotworowymi w płynie lub popłuczynach z 

jamy otrzewnowej 

Stopień II: Nowotwór ograniczony do 

jajników lub jajowodów z zajęciem 

struktury miednicy mniejszej (poniżej 

płaszczyzny wchodu miednicy) lub 

pierwotny rak otrzewnej 

IIA Zajęcie i/lub wszczepy na powierzchni macicy i/lub 

jajowodu/jajowodów 

IIB Zajęcie innych struktur miednicy mniejszej 

Stopień III: Nowotwór obejmujący 1 lub 2 

jajniki lub jajowód/jajowody, lub pierwotny 

rak otrzewnej z przerzutami do otrzewnej 

poza miednicą mniejszą i/lub przerzuty do 

węzłów chłonnych zaotrzewnowych 

IIIA1 Przerzuty nowotworowe obecne tylko w węzłach 

chłonnych zaotrzewnowych (potwierdzony cytologicznie 

lub histologicznie) 

IIIA1(i) Szerokość przerzutów w największym wymiarze ≤ 

10 mm 

IIIA1(ii) Szerokość przerzutów w największym wymiarze > 

10 mm 

IIIA2 Mikroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednicą 

mniejszą (powyżej płaszczyzny wchodu miednicy) z lub bez 

przerzutów do węzłów chłonnych zaotrzewnowych 

IIIB Makroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednicą 

mniejszą o średnicy ≤ 2 cm w największym wymiarze z lub 

bez przerzutów do węzłów chłonnych zaotrzewnowych 

(włączając w to zajęcie przez nowotwór torebki wątroby i 

śledziony bez naciekania ich miąższu) 

IIIC Makroskopowe przerzuty do otrzewnej poza miednicą 

mniejszą o średnicy > 2 cm w największym wymiarze z lub 

bez przerzutów do węzłów chłonnych zaotrzewnowych 
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(włączając w to zajęcie przez nowotwór torebki wątroby i 

śledziony bez naciekania ich miąższu) 

Stopień IV: Odległe przerzuty (wyłączając 

przerzuty do otrzewnej) 

IVA Wysięk w jamie opłucnowej z potwierdzonymi 

cytologicznie komórkami nowotworowymi 

 IVB Przerzuty do miąższu wątroby i śledziony oraz 

przerzuty do narządów poza jamą brzuszną (włączając w to 

węzły chłonne pachwinowe i węzły chłonne poza jamą 

brzuszną) 

Tabela 1. Klasyfikacja FIGO. 

Klasyfikacja WHO (World Health Organization) wyróżnia następujące główne typy raka 

jajnika: 

1. guzy nabłonkowe (ang. epithelial tumors) 

2. guzy mezenchymalne (ang. mesenchymal tumors) 

3. guzy mieszane nabłonkowe i mezenchymalne (ang. mixed epithelial and 

mesenchymal tumors) 

4. guzy zrębu sznurów płciowych (ang. sex-cord stromal tumors) 

5. guzy z komórek rozrodczych (ang. germ cell tumors) 

6. potworniak monodermalny i guzy typu somatycznego powstające w torbieli 

dermoidalnej (ang. monodermal teratoma and somatic type tumors arising in 

dermoid cyst) 

7. guzy inne (ang. miscellaneous tumors) 

8. guzy mezotelialne (ang. mesothelial tumors) 

9. guzy tkanek miękkich (ang. soft tissue tumors) 

10. zmiany guzopodobne (ang. tumor-like lesions) 

11. guzy limfoidalne/mieloidalne (ang. lymphoid/myeloid tumors) 

12. guzy wtórne (ang. secondary tumors) (12). 
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Ponad 95% wszystkich przypadków OC stanowi nabłonkowy rak jajnika (EOC, ang. 

epithelial ovarian cancer), który na podstawie stosowanej w praktyce klinicznej klasyfikacji 

histologicznej dzieli się na pięć podtypów: 

¶ surowiczy o niskim stopniu złośliwości (LGSC, ang. low-grade serous ovarian cancer) 

¶ surowiczy o wysokim stopniu złośliwości (HGSOC, ang. high-grade serous ovarian 

cancer) 

¶ śluzowy (MC, ang. mucinos ovarian cancer) 

¶ jasnokomórkowy (CCC, ang. clear cell ovarian cancer) 

¶ endometrioidalny (EC, ang. endometrioid ovarian cancer) (6, 13, 14). 

3.4 Charakterystyka molekularna surowiczego raka jajnika o wysokim stopniu 

złośliwości i leczenie ukierunkowane molekularnie 

Spośród wymienionych podtypów EOC najczęściej – w ponad 70% przypadków występują 

HGSOC. Guzy te charakteryzują się licznymi, złożonymi zmianami genetycznymi oraz 

znaczną heterogenicznością zarówno wewnątrz guza (ITH, ang. intratumor heterogeneity), jak 

i pomiędzy guzami (15). Przekłada się to na skuteczność planowanego leczenia. Przykładem 

jest terapia celowana inhibitorami PARP (PARPi, ang. poly-ADP-ribose polymerase inhibitors), 

która wykazuje skuteczność u pacjentek z HGSOC z niedoborem rekombinacji homologicznej 

(HRD, ang. homologous recombination deficiency) spowodowanej m.in. mutacjami w genach 

BRCA1 i BRCA2. Szacuje się, że zmiany molekularne w tkance guza powodujące niedobór HR 

występują w 50% przypadków kobiet z rozpoznanym HGSOC co potencjalnie kwalifikuje do 

leczenia celowanego. Jednak pomimo początkowo występującej dobrej odpowiedzi na leczenie 

obserwuje się narastającą lekooporność (16). Z tego względu istnieje nieustająca potrzeba 

poszukiwania nowych skutecznych biomarkerów pozwalających na przewidywanie 

skuteczności planowanej terapii oraz opracowywania nowych strategii leczniczych, do których 

pacjentki kwalifikowane byłyby na podstawie badań genetycznych. 

3.5 Sekwencjonowanie następnej generacji 

Postęp technologiczny umożliwił rozwój technik sekwencjonowania. Sekwencjonowanie 

następnej generacji (NGS, ang. next-generation sequencing) ma szerokie zastosowanie w 

onkologii. Wykrycie specyficznych mutacji somatycznych pozwala na dobór terapii celowanej, 

zaś wariantów germinalnych na identyfikację pacjentów z grupy wysokiego ryzyka i objęcie 

ich opieką medyczną. Działania te wpisują się w koncepcję medycyny spersonalizowanej i 

przyczyniają się do polepszenia stanu zdrowia poszczególnych jednostek a tym samym 
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społeczeństwa. Oprócz zastosowania klinicznego NGS wykorzystywany jest w badaniach 

naukowych w celu stałego pogłębiania wiedzy na temat choroby i opracowywania nowych 

potencjalnych terapii i strategii diagnostycznych (17, 18, 19). 

Technologia NGS umożliwia identyfikację różnych zmian genomowych często 

obserwowanych w nowotworach, w tym wariantów pojedynczego nukleotydu (SNV, ang. 

single nucleotide variants), małych insercji/delecji (indel), zmienności liczby kopii (CNV, ang. 

copy number variation) oraz genów fuzyjnych w nowotworach hematologicznych lub guzach 

litych (20). Ze względu na zakres analiz wykonywanych w technologii NGS można wyróżnić: 

sekwencjonowanie ukierunkowane (TS, ang. targeted sequencing) pozwalające na wykrycie 

wariantów w panelu genów powiązanych z daną jednostką chorobową; sekwencjonowanie 

całego eksomu (WES, ang. whole exome sequencing) oceniające wszystkie fragmenty kodujące 

białka oraz sekwencjonowanie całego genomu (WGS, ang. whole genome sequencing) 

pozwalające na przeanalizowanie ok. 95-98% ludzkiego DNA (21). Najważniejsze informacje 

o wymienionych rodzajach sekwencjonowania przedstawiono na Rycinie 1. 

 

Rycina 1. Porównanie technik sekwencjonowania NGS w zależności od zakresu analiz. 

 

Mimo iż, WES i WGS dostarczają zdecydowanie więcej informacji a przechowywane 

surowe dane można poddać powtórnej analizie po zakończeniu procesów laboratoryjnych, w 
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praktyce klinicznej stosowane jest sekwencjonowanie ukierunkowane. Wraz ze wzrostem 

zakresu analizy NGS rośnie koszt, czas realizacji badania a także niezbędne są bardziej 

zaawansowane analizy bioinformatyczne wymagające wydajniejszych rozwiązań 

informatycznych oraz bardziej wykwalifikowanego personelu (20, 21). Wzrost dostępności 

metod wysokoprzepustowych i stale pogłębiająca się wiedza na temat patogenezy molekularnej 

chorób skłaniają do ponownego przeanalizowania i ustalenia zakresu badań genetycznych a 

także opracowania skutecznych oraz ekonomicznych rozwiązań laboratoryjnych (22). 

3.6 Zalecenia odnośnie badań molekularnych 

ESMO (European Society for Medical Oncology) zaleca pacjentkom z HGSOC wykonanie 

badań w technologii NGS w zakresie genów BRCA1/2 w połączeniu z sygnaturą HRD. 

Natomiast jeśli jakość wyizolowanego DNA jest nieoptymalna i/lub w przypadku wywiadu 

rodzinnego, kobiety, u których nie wykryto somatycznych mutacji BRCA1/2, powinny zostać 

skierowane do genetyka klinicznego. Warto wspomnieć, iż ESMO rekomenduje badania NGS 

guza w krajach, w których dostępne są ukierunkowane terapie (23). Należy opracować strategie 

diagnostyczne, które przyniosą korzyść jak największej liczbie pacjentów. Istnieje potrzeba 

doprecyzowania lokalnych wytycznych odnośnie rekomendowanego rodzaju badań 

molekularnych w zależności od cech klinicznych pacjentki a także kwestii ich refundacji. W 

celu rozpowszechniania koncepcji onkologii ukierunkowanej kluczowym zadaniem systemów 

opieki zdrowotnej jest zapewnienie pacjentom dostępu do diagnostyki genetycznej poprzez 

powoływanie nowych specjalistycznych jednostek oraz utworzenie sieci placówek 

umożliwiającej wykonanie badania niezależnie od miejsca zamieszkania. Należy podkreślić 

również potrzebę stałego podnoszenia kwalifikacji personelu medycznego zaangażowanego w 

proces diagnostyczno-terapeutyczny oraz współpracy w multidyscyplinarnym zespole (24, 25). 

3.7 Perspektywy oraz wyzwania w diagnostyce i terapii raka jajnika 

W pracy przeglądowej wchodzącej w skład rozprawy doktorskiej (publikacja nr 1) 

przedstawiono dostępne opcje terapeutyczne oferowane pacjentkom z HGSOC oraz terapie 

celowane na etapie badań przedklinicznych lub klinicznych z obiecującymi wynikami. 

Omówiono również kwestię badań molekularnych u pacjentek z grupy wysokiego ryzyka 

wystąpienia raka jajnika, tj. z rodzinną predyspozycją oraz poruszono temat analiz NGS – 

możliwości i wyzwania związane z tą techniką badawczą. 
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Szacuje się, że ok. 50% guzów HGSOC charakteryzuje się defektami HR (ang. homologous 

recombination), które oprócz zmian w genach BRCA1 i BRCA2 mogą być spowodowane 

mutacjami w ATM, BRIP1, CHEK2, NBN, PALB2, RAD51B (26, 19). Guz może nabyć 

niestabilność genomową poprzez wzajemnie wykluczające się zaburzenia w innych szlakach. 

Zmianami takimi są amplifikacja CCNE1 i inaktywacja RB1 (26). 

Wykrycie powyżej wymienionych zmian molekularnych pozwala na dobór odpowiedniej 

terapii celowanej. W przypadku występowania HRD (ang. homologous recombination 

deficiency) rak jajnika może być z powodzeniem leczony inhibitorami PARP. Guz z utratą 

funkcji RB1 jest wrażliwy na terapie związkami platyny, natomiast w przypadku nadekspresji 

CCNE1 występuje większa oporność na tego typu leczenie (27). 

FDA (Food and Drug Administration) dopuściła do stosowania w leczeniu raka jajnika oraz 

piersi kilka inhibitorów PARP. Mogą być one również podawane w połączeniu z lekami 

antyangiogennymi (28). Ze względu na rozwijającą się z czasem lekooporność oraz różne cechy 

molekularne guzów poszukiwanie nowych strategii leczniczych stało się tematem wielu badań 

naukowców na całym świecie. Na Rycinie 2. przedstawiono opcje leczenia celowanego 

zaakceptowane przez FDA oraz znajdujące się w fazie badań klinicznych opisane w publikacji 

nr 1 wchodzącej w skład rozprawy doktorskiej. 

 

Rycina 2. Opcje leczenia ukierunkowanego HGSOC zatwierdzone przez FDA i będące w fazie badań. 
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 Wraz ze wzrostem opcji leczenia celowanego istnieje potrzeba dostosowywania zakresu 

laboratoryjnych badań molekularnych. Istotne jest, aby testy nie ograniczały się do 

poszukiwania wariantów sekwencyjnych jedynie w BRCA1 i BRCA2, lecz uwzględniały inne 

geny odpowiedzialne za HRD a także zaangażowane w pozostałe szlaki, których zaburzenia 

również prowadzą do rozwoju raka jajnika. Wynik takiego badania daje pacjentce szansę na 

pozarejestracyjne stosowanie leku (ang. off-label treatment) lub otrzymanie terapii w ramach 

udziału w badaniach klinicznych (29). 

 Rak jajnika może być spowodowany genetycznymi predyspozycjami. Wyróżnia się 

następujące zespoły chorobowe powodujące wzrost ryzyka rozwoju raka jajnika: dziedziczny 

rak jajnika (HOC, ang. Hereditary Ovarian Cancer) oraz dziedziczny rak piersi i jajnika 

(HBOC, ang. Hereditary Breast and Ovarian Cancer) (30, 31). HOC i HBOC w większości 

przypadków uwarunkowane są przez patogenne warianty w genie BRCA1 lub BRCA2 (31, 32). 

Wśród innych mutacji powiązanych z tymi zespołami chorobowymi wymienia się zmiany w 

genach PALB2, ATM, RAD51C/D, BRIP1 a także MLH1, MSH2 i MSH6 (32). Z tego powodu 

ważne jest, aby testy wykonywane w celu wykrycia genetycznych predyspozycji umożliwiały 

identyfikację wariantów w innych genach niż jedynie BRCA1 i BRCA2 (33). W przypadku tych 

badań istotne jest również, aby umożliwiały wykrycie charakterystycznych wariantów 

występujących ze zwiększoną częstotliwością w danej grupie etnicznej (34). 

 Na Rycinie 3. podsumowano znaczenie badań molekularnych wykonywanych w 

technologii NGS zarówno dla pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem jajnika, jak i dla członków 

rodziny chorej. 

 

Rycina 3. Zastosowanie technologii NGS w procesie diagnostyczno-terapeutycznym raka jajnika. 
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 Zastosowanie technologii NGS w praktyce klinicznej niewątpliwie znacząco przyczynia 

się do poprawy rokowania pacjentek z rakiem jajnika oraz wspiera programy prewencyjne 

umożliwiając identyfikację osób z grupy wysokiego ryzyka rozwoju nowotworu. Należy mieć 

jednak na uwadze wyzwania i trudności jakie wiążą się z tą techniką badawczą. Niezbędne jest 

stałe rozwijanie i opracowywanie bardziej wydajnych protokołów procedur laboratoryjnych w 

celu uniknięcia otrzymania błędnych wyników badań molekularnych z materiału biologicznego 

jakim jest tkanka FFPE (ang. Formalin-Fixed Paraffin-Embedded oraz poprawa czułości 

płynnej biopsji zanim będzie mogła być stosowana w praktyce klinicznej (35, 36). W badaniu 

wykonanym w technologii NGS generowane są dane wymagające obróbki przy użyciu narzędzi 

bioinformatycznych, które powinne być nieustannie udoskonalane, aby analiza dostarczała jak 

najwięcej wiarygodnych informacji mających znaczenie kliniczne (37). Należy mieć na 

uwadze, iż guzy wykazują się znaczną heterogennością czasową. Z tego względu badanie NGS 

powinno być wykonane również po leczeniu oraz w przypadku nawrotu choroby (38). Wiąże 

się to z generacją dodatkowych kosztów. Do walidacji testów NGS mogą być wykorzystane 

dane in silico zamiast fizycznych próbek, przyczyni się to do ograniczenia wydatków (39). 

Kluczowym aspektem odnoszącym się do danych z sekwencjonowania jest klasyfikacja 

wykrytych wariantów. Istnieją klasyfikacje odrębne dla wariantów somatycznym i 

germinalnych , które zostały przedstawione w Tabeli 2. (40, 41). Ze względu na różnice 

występujące w obu skalach na raporcie z badania warto przedstawić słowną nazwę kategorii 

odnoszącą się do opisywanego wariantu, aby uniknąć potencjalnych nieporozumień. 

 

Somatyczne warianty sekwencyjne Germinalne warianty sekwencyjne 

Tier I - warianty o dużym znaczeniu klinicznym Klasa 1 - niepatogenne 

Tier II - warianty o potencjalnym znaczeniu 

klinicznym 

Klasa 2 - prawdopodobnie niepatogenne 

Tier III - warianty o nieznanym znaczeniu 

klinicznym (VUS, ang. variant of uncertain 

significance) 

Klasa 3 - niepewne 

Tier IV - warianty o znanym nieistotnym znaczeniu 

(uważane za łagodne lub prawdopodobnie 

łagodne) 

Klasa 4 - prawdopodobnie patogenne 

 Klasa 5 - zdecydowanie patogenne 

Tabela 2. Klasyfikacja wariantów sekwencyjnych o charakterze somatycznym i germinalnym. 
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4 Cele pracy 

Rak jajnika stanowi istotny globalny problem dotyczący zdrowia kobiet a tym samym jest 

wyzwaniem współczesnej medycyny. W dobie medycyny spersonalizowanej kluczowe jest 

indywidualne podejście do każdego przypadku, pomimo takiej samej diagnozy klinicznej. 

Możliwe jest to dzięki zastosowaniu nowoczesnej technologii sekwencjonowania następnej 

generacji pozwalającej na charakterystykę danego pacjenta na poziomie molekularnym. 

Cele niniejszej pracy były następujące: 

1. Identyfikacja wariantów sekwencyjnych zarówno o charakterze somatycznym, jak i 

germinalnym, które mogą odpowiadać za dziedziczną predyspozycję do wystąpienia 

raka jajnika. 

2. Próba powiązania na poziomie molekularnym raka jajnika z najczęstszymi chorobami 

współistniejącymi poprzez wykrycie wariantów germinalnych. 
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5 Materiał i metody 

Szczegółowe informacje na temat wykorzystanych materiałów oraz zastosowanych metod 

zostały przedstawione w pracy oryginalnej wchodzącej w skład rozprawy doktorskiej 

(publikacja nr 2). 

5.1 Materiał 

Analizy miały charakter retrospektywny i zostały wykonane na 20 próbkach pobranych 

od kobiet z rozpoznanym HGSOC. Materiał biologiczny został zgromadzony w Biobanku 

Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku w ramach projektu MOBIT – High Quality MOBIT 

Oncology Biobank a na wykonanie badania uzyskano zgodę Komisji Bioetycznej Uniwersytetu 

Medycznego w Białymstoku (numer referencyjny: APK.002.54.2022). Kryterium włączenia 

pacjentek do badania była dostępność materiału badawczego w postaci tkanki z guza, 

zarchiwizowanej w postaci bloczków parafinowych oraz próbki krwi pełnej pobranej na EDTA 

a także dane kliniczne zawarte w ankietach. 

Biobank UMB spełnia europejskie standardy jakości pozyskiwania oraz 

przechowywania materiału biologicznego. Próbki tkanek pobierane są tuż po resekcji guza 

przez wykwalifikowany personel – lekarz patolog lub przeszkolona pielęgniarka, którzy 

pobierają fragment zgodnie ze schematem określonym w procedurach. W niniejszym badaniu 

użyto próbek utrwalonych w formalinie zatopionych w parafinie (FFPE, ang. Formalin-Fixed 

Paraffin-Embedded). Pobrane fragmenty guza zostały umieszczone w oznakowanych numerem 

identyfikacyjnym probówkach z formaliną a następnie przetransportowane do Zakładu 

Patologii w celu opracowania bloczków parafinowych. Natomiast krew została pobrana od 

pacjentek w dniu zabiegu operacyjnego do probówek z EDTA. Antykoagulant ten umożliwia 

wykonanie badań technikami biologii molekularnej. Próbki krwi przechowywane są w 

Biobanku w zamrażarkach niskotemperaturowych (-800C). 

5.2 Charakterystyka kliniczno-morfologiczna raka w badanej grupie 

Wszystkie pacjentki (N=20) miały rozpoznanego raka jajnika HGSOC. W Tabeli 3. 

przedstawiono podział badanej grupy pod względem zaawansowania nowotworu wg 

klasyfikacji FIGO. 

Stopień zaawansowania Liczba pacjentek 

IC3 1 

IIA 2 

IIIA1 1 



18 
 

IIIB 3 

IIIC 12 

IV 1 

Tabela 3. Liczba pacjentek w zależności od stopnia zaawansowania nowotworu wg klasyfikacji FIGO. 

5.3 Metody 

5.3.1 Izolacja DNA 

Do izolacji DNA wykorzystano komercyjne zestawy odczynników zgodnie z instrukcją 

producenta. Zestaw ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System (Promega, USA) został 

zastosowany do izolacji materiału genetycznego z tkanek nowotworowych utrwalonych w 

formalinie i zatopionych w parafinie (FFPE). Z kolei izolację DNA z krwi przeprowadzono 

przy użyciu zestawu NucleoSpin Dx Blood (Macherey-Nagel, Niemcy). 

Następnie uzyskane izolaty DNA oznaczono ilościowo oraz jakościowo przy użyciu 

spektrofotometru NanoDrop™ 2000c (Thermo Scientific, USA). Dodatkowo stężenie 

wyizolowanego DNA określono przy użyciu fluorymetru Qubit 3.0 z wykorzystaniem zestawu 

Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, USA). 

5.3.2 Sekwencjonowanie następnej generacji (NGS) 

W celu identyfikacji zmian o charakterze somatycznym wykorzystano celowane panele 

genowe. Zgodnie z zaleceniami producenta przygotowano biblioteki do sekwencjonowania 

NGS przy użyciu zestawów VariantPlex BRCA + PALB2 v.2 (Archer, USA) oraz VariantPlex 

Solid Tumor (Archer, USA). Zastosowanie tych dwóch paneli pozwoliło zarówno na wykrycie 

wariantów sekwencyjnych typowych dla raka jajnika, jak i zmian w 67 genach, o których 

wiadomo, że są zaangażowane w rozwój wielu nowotworów litych. Sekwencjonowanie 

przeprowadzono na sekwenatorze MiSeq działającym na platformie Illumina. 

Sekwencjonowanie całego eksomu (WES) przeprowadzono, aby zidentyfikować 

warianty o charakterze germinalnym. Biblioteki do sekwencjonowania zostały przygotowane 

przy użyciu protokołu Illumina DNA Prep with Enrichment (Illumina, USA), 

sekwencjonowanie wykonano na sekwenatorze NovaSeq 6000 działającym na platformie 

Illumina. 

5.3.3 Analiza danych z sekwencjonowania 

Dane uzyskane z sekwencjonowania przy użyciu ukierunkowanych paneli genowych 

zostały przekonwertowane na zdemultipleksowane pliki FASTQ, a następnie przetworzone 



19 
 

przy użyciu oprogramowania Archer Analysis dostarczanego przez producenta odczynników. 

Na potrzeby tego badania do analizy wybrano warianty o częstotliwości występowania (VAF) 

≥ 2%. 

Natomiast do obróbki bioinformatycznej danych pochodzących z sekwencjonowania 

całego egzomu użyto potoku Sarek (nf-core/sarek v3.4.2). Surowe odczyty sekwencjonowania 

zostały porównane z ludzkim genomem referencyjnym (GRCh38) przy użyciu Burrows-

Wheeler Aligner (BWA-MEM2). Genome Analysis Toolkit (GATK) HaplotypeCaller 

wykorzystano do wywoływania wariantów dla wariantów pojedynczych nukleotydów (SNV) i 

krótkich insercji/delecji (indels). Następnie warianty zostały przefiltrowane i pozostawiono 

zbiory danych wysokiej jakości. Adnotację wariantów przeprowadzono przy użyciu SnpEff19 

i Variant Effect Predictor (VEP), a następnie dokonano adnotacji w bazie danych Catalogue of 

Somatic Mutations in Cancer (COSMIC). 

W badaniu tym oceniono regiony kodujące 70 genów związanych z chorobami 

nowotworowymi – te same, które wchodziły w zakres panelów zastosowanych do identyfikacji 

wariantów somatycznych. Ponadto po wstępnej analizie informacji zawartych w historii 

choroby pacjentek wyłoniono cztery grupy najczęściej występujących chorób 

współistniejących: otyłość, choroby sercowo-naczyniowe, choroby autoimmunologiczne, 

choroby dróg żółciowych. Na podstawie danych zawartych w literaturze wybrano łącznie 34 

geny związane z patogenezą tych chorób. Skupiono się na wariantach z częstością 

występowania alleli mniejszościowych (MAF) ≤ 2%. Warianty zostały sklasyfikowane zgodnie 

ze standardami American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) i Association 

for Molecular Pathology (AMP). Znaczenie w chorobach współistniejących i klasyfikacja 

wykrytych wariantów zostały sprawdzone w bazie danych ClinVar. 
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Rycina1. Schemat przebiegu badań. 
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6 Wyniki 

Szczegółowy opis uzyskanych wyników znajduje się w pracy oryginalnej włączonej do 

rozprawy (publikacja nr 2). 

6.1 Charakterystyka grupy badanej 

Badana grupa liczyła 20 kobiet z rozpoznanym rakiem HGSOC. Wszystkie pacjentki 

należały do populacji polskiej. Mediana wieku badanych kobiet wynosiła 64 lata (zakres od 39 

do 88 lat). U większości pacjentek – 16 zdiagnozowano raka w stadium Ⅲ, u jednej w stadium 

Ⅰ, u dwóch w stadium Ⅱ i u jednej w stadium Ⅳ. U piętnastu z 20 kobiet (75% pacjentek) w 

ankiecie widniała informacja na temat występowania chorób współistniejących, natomiast u 10 

(50% pacjentek) odnośnie występowania chorób nowotworowych w rodzinie. 

6.2 Wykryte warianty sekwencyjne o charakterze somatycznym 

Wykorzystanie testów panelowych pozwoliło na identyfikację w badanej grupie łącznie 

122 wariantów somatycznych w genach zaangażowanych w proces kancerogenezy. W genach 

o najsilniejszym powiązaniu z rakiem jajnika, czyli BRCA1, BRCA2 oraz PALB1 wykryto 

odpowiednio 7, 16 i 7 wariantów. 

6.3 Wykryte warianty sekwencyjne o charakterze germinalnym 

Dzięki wykonaniu analiz WES łącznie zidentyfikowano 177 wariantów, w tym 92 w 

genach związanych z nowotworami, 53 w genach związanych z chorobami układu krążenia, 13 

w genach związanych z otyłością, 14 w genach związanych z zaburzeniami 

autoimmunologicznymi oraz 5 w genach związanych z chorobami dróg żółciowych. 

Listy zawierające wszystkie zidentyfikowane warianty znajdują się w repozytorium pod 

adresem https://doi.org/10.5281/zenodo.14710360. 

6.4 Analiza przypadków poszczególnych pacjentek 

Po uzyskaniu danych z sekwencjonowania opracowano raporty dla każdej z pacjentek 

obejmujące również dostępne dane kliniczne. Wyróżniono warianty somatyczne, których 

obecność kwalifikuje do zastosowania leczenia ukierunkowanego molekularnie. W kontekście 

wariantów germinalnych skupiono się na tych sklasyfikowanych jako patogenne, 

prawdopodobnie patogenne lub o niepewnym znaczeniu klinicznym, a także wariantach 

związanych z opornością na leki. Ponadto przedstawiono warianty zidentyfikowane zarówno 

w tkance nowotworowej pacjentki, jak i we krwi, niezależnie od ich znaczenia klinicznego. 
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W badanej grupie udało się wykryć trzy mutacje założycielskie w genie BRCA1 

charakterystyczne dla Polskiej populacji. Wariant BRCA1 c.181T > G (p.Cys61Gly) wykryto 

u jednej pacjentki zarówno w tkance guza, jak i we krwi. U kolejnej kobiety zidentyfikowano 

wariant BRCA1 c.4035del (p.Glu1346LysfsTer20) również w tkance oraz we krwi. Natomiast 

obecność BRCA1 c.5266dup (p.Gln1756ProfsTer74) stwierdzono tylko w tkance guza jednej 

pacjentki. 

 W badanej grupie występowały również mutacje rekurencyjne opisywane w literaturze 

przez polskich badaczy: BRCA1 c.1067A > G (p.Gln356Arg) – w tkance i krwi dwóch 

pacjentek, BRCA1 c.1695dup (p.Lys566fs) – u trzech pacjentek w tkance i u jednej we krwi. 

Jeśli chodzi o gen BRCA2 wykryto jeden przypadek wariantu o charakterze somatycznym. 

BRCA2 c.658_659del (p.Val220fs) jest mutacją rekurencyjną występującą w polskiej populacji 

wśród kobiet ze zdiagnozowanym rakiem piersi. 

 U siedmiu pacjentek (35% pacjentek) wykryto warianty sekwencyjne o charakterze 

zarówno somatycznym, jak i germinalnym w genach BRCA1, BRCA2 i PALB2. Obserwacje 

te zdają się wskazywać na dziedziczny charakter raka, dodatkowo potwierdzają to informacje 

o przypadkach nowotworów w rodzinie u trzech kobiet, niestety w pozostałych przypadkach 

historia choroby była niekompletna. W kwestii współwystępowania wariantów i ich 

potencjalnych interakcji u jednej z pacjentek odnotowano obecność dwóch wariantów w genie 

PALB2 zarówno w guzie, jak i we krwi.  Zastosowanie szerszego panelu genów pozwoliło na 

wykrycie wariantów somatycznych i germinalnych u kolejnych ośmiu kobiet. Występowanie 

kilku wariantów nawet o charakterze łagodnym lub potencjalnie łagodnym w połączeniu z 

dodatnim wywiadem rodzinnym raka jajnika zdaje się potwierdzać tezę o złożonych 

interakcjach wariantów. 

 Dzięki wykonaniu analizy WES zidentyfikowano warianty germinalne o niepewnym 

znaczeniu klinicznym lub sprzecznych klasyfikacjach patogenności. We krwi 17 pacjentek 

(85% pacjentek) wykryto warianty w genach związanych z chorobami sercowo-naczyniowymi. 

Informacja na temat występowania tych schorzeń zawarta była jedynie w historii choroby 

jedynie 8 pacjentek. U dwóch pacjentek z otyłością II i III stopnia występowały warianty w 

genach POMC, FTO i LEPR, wykazano także współwystępowanie wariantów w genach 

PALB2 i BRCA1. Ze względu na powiązanie z chorobami sercowo-naczyniowymi do analiz 

został włączony gen MTHFR. Pozwoliło to na identyfikację u 45% pacjentek wariantu MTHFR 

c.665C > T (p.Ala222Val), który jak podaje baza ClinVar, odpowiedzialny jest za toksyczność 
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metotreksatu. Doustna chemioterapia z zastosowaniem tego leku stanowi obiecującą metodę 

leczenia nawrotowego raka jajnika. 
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7 Wnioski 

1. Integracja wyników analiz NGS z danymi klinicznymi pacjentki ukazuje indywidualny 

charakter każdego przypadku z tym samym rozpoznaniem – HGSOC. 

2. Wykrycie dotychczas nie opisywanych w literaturze wariantów sekwencyjnych 

zarówno o charakterze somatycznym, jak i germinalnym stanowi podstawę do 

poszukiwania kolejnych wariantów, których obecność świadczy o dziedzicznej 

predyspozycji do wystąpienia raka. 

3. Uwzględnienie obciążenia genetycznego chorobami współwystępującymi z rakiem 

jajnika, na których rozwój wpływ ma styl życia może znacząco wpłynąć na 

opracowywanie strategii profilaktycznych. 

4. Kluczowa jest właściwa interpretacja wyników badań i odniesienie ich do stanu 

klinicznego pacjenta a także kompletność informacji przekazywanych przez pacjentki 

pracownikom służby zdrowia. 

5. Wraz ze wzrostem zakresu opcji terapeutycznych konieczne jest opracowanie 

laboratoryjnej ścieżki diagnostycznej, która pozwoli na najlepszą klasyfikację 

pacjentów do określonych terapii. Ważne jest uwzględnienie wariantów sekwencyjnych 

powiązanych z odpowiedzią na leki. 

6. Podejście do raka jak do choroby determinowanej przez zmiany genetyczne i 

wykorzystanie technologii NGS może znacznie poprawić rokowanie kobiet z HGSOC. 
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8 Publikacja nr 1 
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9 Publikacja nr 2 
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10 Streszczenie w języku polskim 

Rak jajnika stanowi poważny problem dotyczący zdrowia kobiet na całym świecie. 

Pomimo postępu jaki dokonał się w medycynie w ostatnich latach nadal przewidywany jest 

wzrost zarówno liczby zachorowań, jak i zgonów z powodu tej choroby. Nowotwór najczęściej 

diagnozowany jest w zaawansowanym stadium, gdy opcje terapeutyczne są ograniczone. 

Poprawa skuteczności diagnostyki i leczenia kobiet z rakiem jajnika stanowi wyzwanie 

współczesnej medycyny. Wielkie nadzieje daje, ciesząca się coraz większą popularnością, 

medycyna spersonalizowana, której koncepcja opiera się na indywidualnym podejściu do 

każdego przypadku klinicznego. Pojawienie się i dynamiczny rozwój zaawansowanych technik 

badawczych, takich jak sekwencjonowanie NGS, umożliwiło poznanie charakterystyki 

molekularnej wielu nowotworów w tym raka jajnika. Wyniki badań ujawniły znaczną 

heterogenność guzów, pomimo tego samego rozpoznania histopatologicznego. Poznanie 

patogenezy choroby na poziomie molekularnym stało się podstawą do opracowania terapii 

celowanych stosowanych w leczeniu HGSOC – najczęstszego podtypu raka jajnika. Kolejnym 

istotnym aspektem w walce z tą chorobą jest identyfikacja osób z grupy wysokiego ryzyka 

wystąpienia nowotworu. Wykrycie predyspozycji rodzinnych, możliwe dzięki wykonaniu 

badań genetycznych, pozwala na objęcie pacjenta opieką medyczną i programami 

profilaktycznymi. Istnieje nieustająca potrzeba poszukiwania wiarygodnych biomarkerów 

pozwalających na kwalifikacje kobiet do leczenia a także prognozowania skuteczności 

zastosowanej terapii oraz pozwalających na ocenę ryzyka zachorowania na raka jajnika. 

Celem badań była identyfikacja wariantów sekwencyjnych linii somatycznej oraz 

germinalnej w genach związanych z kancerogenezą mogących przyczyniać się do rozwoju 

HGSOC oraz wariantów w genach związanych z chorobami współistniejącymi. 

Przeprowadzono zaawansowane badania genetyczne w technologii NGS oraz dokonano 

kompleksowego przeglądu historii medycznej pacjentek, aby wyłonić nowe potencjalne 

biomarkery predyspozycji genetycznych i kwalifikacji do leczenia. Wykonano testy panelowe 

ukierunkowane na regiony genów o potwierdzonej roli w procesie nowotworzenia w celu 

wykrycia wariantów somatycznych. Natomiast do identyfikacji wariantów sekwencyjnych o 

charakterze germinalnym posłużono się analizą WES, w której oprócz regionów kodujących 

genów zaangażowanych w kancerogenezę skupiono się również na genach powiązanych z 

chorobami współistniejącymi. 
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W wyniku integracji danych uzyskanych z sekwencjonowania oraz informacji zawartych 

w historii medycznej pacjentek odnośnie chorób nowotworowych w rodzinie wykryto nowe 

potencjalne warianty mogące powodować rozwój raka jajnika. Ponadto zidentyfikowano 

zmiany genetyczne o charakterze germinalnym w genach związanych z chorobami 

współistniejącymi. Wykorzystanie zaawansowanych metod biologii molekularnej dostarcza 

niezwykle cennej wiedzy o złożoności patomechanizmu choroby, która jest niezbędna do 

opracowywania nowych strategii leczniczych i diagnostycznych.  
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11 Streszczenie w języku angielskim 

Ovarian cancer represents a significant women's health concern on a global scale. Despite 

the advances that have been made in medicine in recent years, a projected increase in both the 

number of cases and deaths from the disease has been predicted. The diagnosis of cancer is 

most often made at an advanced stage, by which time treatment options have become limited. 

The challenge of modern medicine lies in the improvement of the efficiency of diagnosis and 

treatment of women with ovarian cancer. The concept of personalised medicine, which is 

gaining popularity, is predicated on an individual approach to each clinical case. The advent 

and subsequent rapid development of advanced research techniques, such as NGS sequencing, 

has enabled the molecular characterisation of numerous cancers, including ovarian cancer. The 

study's findings indicated significant heterogeneity among the tumours, despite the uniform 

histopathological diagnoses. The molecular pathogenesis of the disease has provided the 

foundation for the development of targeted therapies for the treatment of HGSOC, the most 

prevalent subtype of ovarian cancer. Another significant element in the battle against cancer is 

the identification of individuals with a high risk of developing the disease. The capacity to 

discern familial predisposition, facilitated by genetic testing, enables patients to access 

healthcare services and preventive programmes. There is an ongoing need to search for reliable 

biomarkers that allow women to qualify for treatment and also to predict the effectiveness of 

the therapy used and allow assessment of the risk of ovarian cancer. 

The objective of the present study was to identify somatic and germline sequence variants 

in genes associated with carcinogenesis that may contribute to the development of HGSOC, as 

well as variants in genes associated with comorbidities. A suite of advanced genetic tests was 

conducted, utilising NGS technology. Concurrently, a thorough evaluation of the patients' 

medical histories was undertaken to discern novel, hitherto undiscovered biomarkers that could 

potentially serve as indicators of genetic predisposition and the suitability for specific treatment 

modalities. Panel tests targeting regions of genes with a confirmed role in tumourigenesis were 

performed to detect somatic variants. Conversely, WES analysis was utilised to identify 

germline sequence variants, with a particular emphasis on genes associated with comorbidities, 

in addition to the coding regions of genes implicated in carcinogenesis. 

The integration of data obtained from next-generation sequencing and the analysis of 

patients' medical histories, particularly concerning the presence of cancer within their families, 

has led to the identification of novel potential variants that may be associated with ovarian 



51 
 

cancer. Furthermore, germline genetic alterations in genes linked to comorbidities were 

identified. The application of sophisticated molecular biology methodologies engenders 

profoundly valuable insights into the intricacies of the pathomechanism of the disease, a 

prerequisite for the formulation of novel therapeutic and diagnostic strategies. 
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