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Streszczenie

Rak jajnika od lat jest przedmiotem szczegblnego zainteresowania zaréwno klinicystéw, jak i naukowcow.
Jest ono wynikiem ciagle naszej niewielkiej wiedzy w zakresie szeroko rozumianej biologii tego nowotworu. Sku-
teczna walka z rakiem jajnika powinna by¢ oparta o pierwotna prewencje, wczesng diagnoze i celowane lecze-
nie. Dotychczas nie znamy czynnikéw etiologicznych choroby, nie potrafimy zatem wyselekcjonowac grupy ko-
biet szczegblnie narazonych na zachorowanie i nie znamy skutecznych metod wczesnego wykrywania. We
wszystkich histologicznych typach raka stosuje sie jednakowe schematy leczenia. Nie znamy czynnikéw predyk-
cyjnych, ktére pozwolityby przewidzie¢ wrazliwosé guza na chemioterapie oraz ryzyko nawrotu choroby. Stoso-
wany do wykrywania raka jajnika marker CA 125 jest nieprzydatny ze wzgledu na mata czutos¢ i specyficznosc.
Prowadzone obecnie badania majg na celu znalezienie nowych biomarkeréw, pozwalajacych na wczesne wykry-
cie choroby, prowadzenie celowanego leczenia oraz poznanie czynnikéw prognostycznych w zakresie wrazliwo-
$ci na chemioterapie i remisji choroby. Dzieki badaniom gnomicznym i proteomicznym raka jajnika zidentyfiko-
wano liczne markery molekularne, ktére moga okazac sie przydatne we wczesnym wykrywaniu oraz prognozo-
waniu przebiegu choroby u chorych na raka jajnika. Jednak metody te wymagaja jeszcze opracowania standar-
déw i rekomendacji dotyczacych ich zastosowania, zgodnie z zasadami EBM, co pozwoli na szersze wykorzysta-
nie w praktyce klinicznej.

Stowa kluczowe: rak jajnika, skryning, markery, genomika, proteomika

Summary

Ovarian cancer is characterized by lack of early symptoms, presentation at an advanced stage, and poor
prognosis. The molecular events leading to the development and progression of ovarian carcinoma are not
completely understood. The only available biomarker is CA 125, which has an unacceptably low sensitivity and
specificity for diagnostic use in screening and early detection. Many serum markers have been assessed alo-
ne and in combination with CA 125 in detecting ovarian cancer at an early stage. Some of the most promising
are subjected to investigations leading, we hope, to improve the dismal survival rate. Tumor transcription pro-
filing and serum proteomic profiling are one of the most promising new approaches for cancer diagnosis. Re-
cent developing techniques are capable to assess of global gene expression to distinguish specific tumor ty-
pe, histologic subtypes and different clinical outcome. The use of rapid, high throughput mass spectrometric-
-based fingerprints of proteins may prove to be valuable for early detection, molecular classification of tumors
and in target therapy arrangement. These specificities and sensitivities are far superior to those obtained by
using classical cancer biomarkers. But the new methods need to be thoroughly validated before clinical imple-
mentation is warranted.
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Wstep

Rak jajnika nie jest czesto spotykany i rozpoznaje
sie go u ok. 40 kobiet na 100 tys. [1]. Mimo postepu,
dzieki zastosowaniu precyzyjnych technik chirurgicz-
nych i nowoczesnych lekéw cytostatycznych, wyniki le-
czenia s3g nadal zte. Co roku, w Polsce ponad 2 tys. ko-
biet umiera z powodu raka jajnika. Gtéwna przyczyna
tak niezadowalajacych wynikéw jest to, ze raka jajnika
rozpoznaje sie za p6zno. Trudnosci diagnostyczne spo-
wodowane s3 przez wiele czynnikéw. Rak jajnika rozwi-
ja sie przede wszystkim u kobiet po menopauzie, kiedy
jajniki nie petnia juz swojej fizjologicznej funkcji i zabu-
rzenia ich pracy sa mato uchwytne. W przeciwienstwie
do gruczotu piersiowego, prostaty, czy szyjki macicy
anatomiczna lokalizacja narzadu gteboko w jamie
brzusznej utrudnia kliniczne rozpoznawanie dyskret-
nych zmian morfologicznych, ktére staja sie symptoma-
tyczne dopiero wtedy, gdy guz osiagnie znaczne roz-
miary lub gdy proces chorobowy jest juz rozsiany. Sktad
struktury procentowej poszczegélnych stopni kliniczne-
go zaawansowania wg FIGO nie ulega poprawie od wie-
lu lat i 75% chorych zostaje zdiagnozowanych, gdy
proces nowotworowy szerzy sie poza miednice [2].
Piecioletnie przezycia u tych kobiet wynosza tylko
25-30%. U niewielkiej grupy chorych, u ktérych udaje
sie rozpozna¢ raka nisko zaawansowanego, 5-letnie
przezycia przy korzystnych czynnikach rokowniczych
wynoszg prawie 90% [2, 3]. W wykrywaniu raka jajnika
korzysta sie z oznaczen stezenia CA 125, z badania ul-
trasonograficznego oraz badania klinicznego. Ten test
potréjny w réznych kombinacjach prébowano stosowac
rowniez w skryningu.

Populacyjne badania przesiewowe

Dyskusja nad zasadnoscig i skutecznoscig badan
skryningowych raka jajnika trwa od wielu lat. Stosowa-
ne metody charakteryzuja sie niewystarczajaca czuto-
Scig i specyficznoscia oraz sg zbyt drogie, aby spetni¢ kry-
terium efektywnego skryningu populacyjnego wg norm
WHO, gdzie jednym z warunkéw zasadnosci prowadzenia
takich badan jest obnizenie Smiertelnosci w ogélnej po-
pulacji [4, 5]. Skryning populacyjny powinien charakte-
ryzowac sie 10-% minimalna dodatnig wartoscia pre-
dykcyjna, co oznacza, ze na jednego wykrytego raka jaj-
nika moze przypadac najwyzej 9 przypadkéw diagnozy
fatszywie pozytywnej [6]. Majac na uwadze taki profil
statystyczny, wymagana minimalna specyficznosé po-
winna wynosi¢ 99,6%, a czuto$¢ 100% [6]. Powszechnie
oznaczany marker, jakim jest antygen CA 125, nie spet-
nia powyzszych warunkéw. Jest podwyzszony zaledwie
u ok. 50-60% kobiet z wczesnymi postaciami raka [2].
Jego czutos¢ wynosi 50-80%, a specyficznos¢ 77%, przy
dodatniej wartosci predykcyjnej réwnej 2%, co oznacza
tylko 2 prawidtowo zdiagnozowane przypadki raka na
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100 kobiet z pozytywnym wynikiem testu [7, 8]. Do
skryningu potrzebny jest biomarker, ktéry na 100 kobie-
tach z pozytywnym wynikiem testu wykaze 10 chorych
prawidtowo zdiagnozowanych [6]. Marker doskonale
nadaje sie tylko do monitorowania przebiegu choroby
u chorych z podwyzszonym stezeniem przed leczeniem
[2, 5, 6,]. Zastosowanie dodatkowo w skryningu raka
jajnika ultrasonografii przezpochwowej zwieksza pre-
dykcyjnosé wynikéw dodatnich do ok. 6%, ale prowa-
dzone badania nie wykazaty zmniejszenia wspétczynni-
ka Smiertelnosci kobiet z powodu choroby, co jak juz
wspomniano, jest warunkiem efektywnego skryningu
populacyjnego [9]. Zastosowanie techniki pomiardw
natezenia przeptywdéw w naczyniach guza oraz opraco-
wanie szeregu indeksow, opisujacych ztosliwe guzy jaj-
nika spowodowato, Ze lepiej potrafimy réznicowac
zmiany ztosliwe i nieztodliwe. Jednak réwniez te bada-
nia maja zbyt matg wartos¢ predykcyjnosé i korzystajac
z ich wynikéw znaczng czes¢é chorych operuje sie niepo-
trzebnie [5, 10].

Skryning u nosicielek mutacji

Trudnosci napotykaja takze préby wyodrebnienia
z populacji kobiet o podwyzszonym ryzyku zachorowa-
nia. Badania cech rodowodowo-klinicznych wskazuja,
ze ok. 30% rakow piersi i jajnika powstaje wskutek ge-
netycznej predyspozycji [11]. Dzisiaj wiemy tylko, Ze ko-
biety z mutacja konstytucyjna w genie BRCAI lub
BRCA2 s3 bardziej narazone na zachorowanie. Ryzyko
to wynosi ok. 40-50%, ale zmutowane geny BRCA s3
odpowiedzialne tylko za rozwéj mniej niz 1% wszyst-
kich rakéw jajnika [12]. W zespole tym obserwuje sie
niepetna penetracje, co oznacza, ze nie wszystkie nosi-
cielki zachoruja na nowotwér. Uchwycenie momentu
inicjacji procesu kancerogenezy u tych kobiet jest jed-
nak dzisiaj niemozliwe i z powodu szybkiego rozwoju
guza rozpoznanie nastepuje zwykle w Il stopniu kli-
nicznego zaawansowania. Nieznana jest wartos¢ badan
skryningowych w kierunku raka jajnika u kobiet nosi-
cielek mutacji w genach BRCA. Wydaje sie jednak, ze
warunek zmniejszenia Smiertelnosci takze w tej gru-
pie kobiet bedzie nadal trudny do spetnienia. Rak jajnika
u nosicielek mutacji rozwija sie dynamicznie w krétkim
czasie i dlatego skryning musiatby by¢ prowadzony w nie-
wielkich odstepach czasu, co znacznie zwieksza koszty,
mimo Ze badania dotyczytyby nieduzej populacji kobiet.

Markery histologiczne

W jajniku wyréznia sie 9 gtéwnych grup nowotworéw
wywodzacych sie z nabtonka powierzchniowego i z pod-
Scieliska, na ktére sktada sie prawie 60 guzéw o réznej
histologii, z czego 3/4 to guzy graniczne i raki. Prawie w
zadnym innym narzadzie nie wystepuje tak wiele mor-
fologicznych postaci guzéw. Dzisiejszy stan wiedzy nie
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pozwala na wyréznienie i opisanie czynnikéw moleku-
larnych odpowiedzialnych za kancerogeneze w jajniku,
a tym bardziej nie znajduje odpowiedzi pytanie o przy-
czyny i mechanizm powstawania tak znacznej r6zno-
rodnosci rozpoznawanych guzéw. Prawie kazdy z tych
guzéw charakteryzuje sie odmiennga biologia i, by¢ mo-
ze, takze innym molekularnym procesem neogenezy.
Nie zidentyfikowano dotychczas histologicznych sta-
néw przedrakowych w jajniku i na takim etapie rozpo-
znanie nowotworu nie jest mozliwe. W 2004 r. Kurman
i Shigh zaproponowali nowy podziat rakéw jajnika, kto-
ry zostat oparty na podobiefstwach i ré6znicach w eks-
presji markeréw molekularnych oraz klinicznym prze-
biegu choroby w poszczegélnych typach histologicz-
nych guzéw. Klinicznie powyzsze 2 typy charakteryzuja
sie odmienng dynamika rozwoju oraz rézng wrazliwo-
Scig na stosowang chemioterapie. Autorzy sugeruja, ze
raki te powstaja na skutek btedéw w réznych szlakach
molekularnych i dlatego ich biologia nie jest taka sa-
ma [13]. W grupie oznaczonej jako nowotwory low
grade znalazty sie guzy graniczne, raki sluzowe, suro-
wicze G1 i G2 oraz raki endometrioidalne i jasnoko-
moérkowe. Te guzy rozwijaja sie z guzow granicznych.
Cechuje je wolna dynamika wzrostu, ale takze opor-
no$¢ na stosowane leczenie. Raka surowiczego G3
oraz miesakoraka zakwalifikowano do guzéw typu
high grade. Te nowotwory rozwijaja sie de novo w jaj-
niku. Nie sa poprzedzone przez guzy graniczne. Ich
wzrost jest dynamiczny, ale dobrze reaguja na lecze-
nie chemioterapig. Dalsze badania maja na celu po-
znanie i zastosowanie innych markeréw, ktore by¢
moze pozwola na dalsze zréznicowanie poszczegél-
nych typéw raka, co moze mie¢ podstawowe znacze-
nie przy wyborze metody terapii.

CA 125 i inne markery

Najbardziej znanym i najczesciej wykorzystywa-
nym markerem biochemicznym raka jajnika jest gliko-
proteina CA 125 [3]. Podwyzszone stezenie obserwuje
sie u 50-60% kobiet z nisko zaawansowanym, nieslu-
zowym rakiem i u 80-85% chorych na raka zaawanso-
wanego [2]. Majac na uwadze, ze wzrost stezenia CA 125
obserwuje sie takze w przypadku wielu nieztosliwych
choréb (endometrioza, guzy nieztosliwe jajnika, stany
zapalne miednicy, | trymestr ciazy) nie jest to wynik za-
dowalajacy [7, 8]. Znane sg liczne surowicze markery, ta-
kie jak CA15-3, CA72-4, CA 19-9, OVX1, LASA, CASA, AFPR,
ktére samodzielnie lub w licznych kombinacjach prébu-
je sie potencjalnie zastosowa¢ do wykrywania raka jaj-
nika [9, 14-16]. Niektére z kombinacji markeréw zwiek-
szajg czutos¢ i specyficznos¢ oznaczen, ale nadal w stop-
niu niewystarczajagcym do zastosowania w skryningu.
Tym niemniej kombinacja oznaczef Ca 125, OVX1, LASA
i CA 72-4 charakteryzuje sie specyficznoscia siegajaca
93%, jednak koszt badan jest relatywnie wysoki [15].

Wszystkie powyzsze markery surowicze sg réznego
rodzaju proteinami, ktérych ekspresja towarzyszy cho-
robie nowotworowej. Ta obserwacja stata sie punktem
wyjscia do podjecia préb zastosowania profilowania ge-
netycznego i biatkowego chorego na nowotwér w po-
rownaniu do osoby zdrowej, czego wynikiem jest szyb-
ki rozwéj nowych metod diagnostycznych, czyli geno-
miki i proteomiki.

Genomika

W czerwcu 2000 r. Craig Venter i Francis Collins ogto-
sili, ze powstata pierwsza wersja ludzkiego genomu.
Znajomosc sekwencji nukleotydéw w poszczeg6lnych
genach (do dzisiaj nie znamy ostatecznej liczby genéw
w genomie cztowieka) i rozwoéj technik sekwencjonowa-
nia DNA oraz mozliwosci obrébki komputerowej uzyski-
wanych sekwencji spowodowat powstanie nowej gatezi
biologii molekularnej, zwanej genomika. Badania geno-
miczne z uzyciem mikromacierzy DNA prowadzone s3
celem opisania molekularnego fenotypu, czyli profilu
ekspresji gendw charakterystycznych dla danego nowo-
tworu. Dokonuje sie identyfikacji genéw, ktére ulegaja
nadmiernej lub zmniejszonej ekspresji w poszczegdl-
nych rodzajach i fazach rozwoju procesu nowotworo-
wego. Na tej podstawie mozna okresli¢ genotyp nowo-
tworu, a takze wyodrebni¢ produkty, ktére moga podle-
gac dalszej analizie w celu identyfikacji i ewentualnego
zastosowania jako biomarkeréw [17, 18]. W ten sposéb
w tkankach raka jajnika odkryto ekspresje prostazyny,
osteopontyny, kalikrein, mezoteliny i HE4. Badania nad
HE4 wykazaty, ze biatko to posiada wieksza specyficz-
nos¢ w wykrywaniu wczesnych postaci raka w porow-
naniu do CA 125 [19]. Wzrost surowiczego stezenia pro-
stazyny wykazano u chorych z rakiem jajnika w Il stop-
niu zaawansowania. Kombinacja CA 125 i prostazyny
wykazuje 92-% specyficznos¢ i 94-% czutos¢ w wykry-
waniu wczesnych postaci choroby [20]. Podobne warto-
sci profilu statystycznego uzyskano stosujac osteopon-
tyne do wykrywania wczesnych postaci raka [21]. Geny
kodujace rodzine proteaz serynowych, czyli kalikreiny
znajduja sie obecnie w fazie intensywnych badan oce-
niajacych ich przydatnos¢ wykrywaniu réznych nowo-
tworéw [22, 23]. Wiele innych substancji zidentyfikowa-
nych na podstawie badan gnomicznych jest obecnie
analizowanych pod katem ich przydatnosci w wykrywa-
niu i monitorowaniu raka jajnika. Identyfikacja biatka
jest pierwszym etapem tego procesu. Najwieksza trud-
nos¢ techniczna sprawia produkcja i standaryzacja prze-
ciwciat, ktére moga byé uzyte w testach immunoenzy-
matycznych. Byé moze uda sie ten problem rozwigza¢
przez zastosowanie aptameréw, czyli krétkich sekwencji
nukleotydowych, ktére moga podobnie jak przeciwcia-
ta wiagzac sie specyficznie z antygenami. Ich produkcja
i standaryzacja sa znacznie tatwiejsze od produkcji kla-
sycznych przeciwciat.
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Proteomika

Pojecie proteomiki, czyli analizy proteomu, zosta-
to wprowadzone w potowie lat 90. XX wieku. Termin
proteom pochodzi od angielskiego okreslenia PROTe-
in complement of the genOME (komponent biatkowy
kodowany przez genom). Celem proteomiki jest iden-
tyfikacja oraz poznanie funkcji biatek zakodowanych
w genomie. Jest to zadanie niezmiernie trudne do wy-
konania. Posiadamy jeden genom, czyli zapis informa-
cji genetycznej, ale na jego matrycy moze powstaé
wiele réznych biatek. Analiza proteomu rézni sie od
klasycznie stosowanych technik biochemicznych, ktére
stuza do identyfikowania pojedynczego biatka. W ba-
daniach proteomicznych tgczy sie metody bioche-
miczne i fizyczne, i analizuje w ten sposéb réwnocze-
Snie tysigce biatek surowicy lub tkanek. Genom czto-
wieka zawiera ok. 30 tys. genéw, a informacja w nich
zawarta jest matryca do produkcji biatek niezbed-
nych w procesach zyciowych. Pierwszym etapem pro-
dukcji biatka w komérce jest transkrypcja materiatu
genetycznego zawartego w DNA na RNA. Na matrycy
DNA powstaje jeden niedojrzaty RNA. Dojrzewanie je-
go polega na wycinaniu intronéw, czyli sekwencji nu-
kleotydoéw niekodujacych z pozostawieniem tylko se-
kwencji kodujacych, czyli egzonéw. Sktadanie egzo-
néw w dojrzaty mRNA moze zachodzi¢ w r6znej kolej-
nosci (alternatywny splicing), co powoduje, ze z jed-
nej matrycy DNA otrzymujemy kilka, kilkanascie lub
kilkadziesigt matryc do produkcji biatka. Wyproduko-
wany taficuch aminokwasoéw podlega dalszym mody-
fikacjom. Dochodzi do wytworzenia struktury drugo-
i trzeciorzedowej. Moga by¢ przytaczane inne grupy
chemiczne (np. reszty weglowodanowe), 2 lub wiecej
taficuchy moga taczyc¢ sie ze soba (np. taficuchy o i 8
hormondw przysadkowych) lub zachodzi proces utra-
ty czesci aminokwaséw z tancucha. Ocenia sie, ze
liczba biatek powstajacych u cztowieka przekracza
300 tys. [24]. Nie jest mozliwe, aby za pomocg trady-
cyjnych metod biochemicznych (chromatografia) do-
kona¢ separacji wszystkich biatek obecnych w ustro-
ju. Wykorzystano do tego celu znana od dawna me-
tode fizyczna — spektroskopie mas. Polega ona na se-
paracji czastek w polu elektrycznym, ktéra dokonuje
sie w zaleznosci od masy danej substancji. Analizu-
jac w ten sposéb surowice otrzymujemy pewien wzor
wszystkich biatek, ktéry jest profilem charaktery-
stycznym dla danego osobnika. Za pomocg metod
bioinformatycznych (z zastosowaniem sztucznych
sieci neuronowych) poréwnuje sie profile charaktery-
styczne dla osoby zdrowej i chorej. R6Znice profilu
proteomicznego moga by¢ przyczyna, jak réwniez
konsekwencja choroby. Teoretycznie mozliwe jest wy-
odrebnienie w ten sposéb wszystkich poczatkowych
stadiéw choroby, czyli zastosowanie metody do wcze-
snego wykrywania wielu patologii. Mozliwe jest tak-
ze okreslenie profilu biatek u osoby chorej, ktére
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spetnia role czynnikéw predykcyjnych remisji choroby
lub jej wrazliwosci na stosowane leczenie. Tak sie sta-
to juz w przypadku chtoniakéw. Jednak w wiekszosci
nowotworéw nie jest to jeszcze mozliwe ze wzgledu
na trudnosci techniczne, zwiazane ze wstepna sepa-
racja protein i trudnosciami z utworzeniem algoryt-
moéw informatycznych dla osobnikéw chorych i zdro-
wych. Rak jajnika byt jednym z pierwszych nowotwo-
row, do wykrywania ktérego zastosowano badania
proteomiczne [25, 26]. Eksperymenty zaktadaty, ze
kancerogeneza w jajniku jest zwigzana z zmiang
profilu ekspresji genéw, co powoduje zmiane w pro-
filu biatek surowicy. Badania wykazaty 100-% czu-
tos¢ i 95-% specyficznosé oraz 94-% dodatnia war-
tos¢ predykcyjng w identyfikacji chorych z rakiem jaj-
nika. Skryning populacyjny raka jajnika wymaga 100-
% dodatniej wartosci predykcyjnej, ale warto zauwa-
zy¢, ze w opisanym eksperymencie zidentyfikowano
poprawnie wszystkie wczesne postacie raka jajnika.
Analiza proteomiczna biatek od chorych na raka jajni-
ka wskazata na obecnos¢ szeregu pikéw biatkowych,
czyli zaobserwowano nadekspresje pewnych biatek.
Proteiny te zostaty wyselekcjonowane i juz za pomo-
ca chromatografii wyizolowano glioksalaze I, RhoGD],
FK506 oraz haptoglobine a [27-29]. Ta ostatnia w po-
taczeniu z CA 125 wydaje sie byé bardzo obiecujagcym
markerem do wykrywania raka jajnika.

Podsumowanie

Badania nad nowymi biomarkerami, ktére moga
by¢ wykorzystane w skryningu oraz w prognozowaniu
przebiegu choroby s3 obecnie podstawowym celem
eksperymentéw prowadzonych nad rakiem jajnika
[30]. Tak sie sktada, ze wyniki uzyskiwane dzieki meto-
dom biologii molekularnej pozwalajag nam identyfiko-
wac nowe markery, ale wyprzedzajg znacznie nasza
wiedze na temat patogenezy i mechanizméw progre-
sji raka jajnika od momentu jego powstania do rozwo-
ju petnoobjawowej choroby. Istniejg pewne szanse, ze
zastosowanie w przysztosci zintegrowanych mikrosys-
teméw analitycznych pozwoli na szybka i pewna ana-
lize profilu biatkowego [31]. Kiedy sekwencjonowanie
bedzie tafsze i szybsze, mozliwe stanie sie ustalanie
profilu genetycznego kazdego pacjenta. Na tej podsta-
wie bedzie mozna prognozowa¢ prawdopodobiefstwo
wystapienia okreslonych choréb i odpowiednio wcze-
Snie im zapobiega¢ lub leczy¢. Jednak informacje
otrzymane dzieki genomice i proteomice z pewnoscia
przyczynia sie do dalszego zrozumienia procesu kan-
cerogenezy i juz dzi$ sa nazywane translational medi-
cine, czyli medycyna ttumaczong — z gendéw i biatek
[32]. Konieczna jest jednak standaryzacja nowych me-
tod diagnostycznych, zapewniajgca powtarzalnosé ba-
dah. Dopiero wtedy mozna oczekiwaé wprowadzenia
ich do szerokiej praktyki klinicznej.
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