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Streszczenie

Nowotwory ztosliwe powstaja w wyniku genetycznie uwarunkowanej predyspozycji
oraz, w réznym stopniu, wplywu czynnikéw $rodowiskowych. Czynniki genetyczne sa od-
powiedzialne za predyspozycje jednogenowa oraz wielogenowa, ,,wysoka” oraz ,,umiarkowa-
na”. Szacuje sig, ze okoto 30% wszystkich nowotworow powstaje w wyniku wysokiej, gene-
tycznie uwarunkowanej predyspozycji. W zalezno$ci od rodzaju uszkodzen i miejsca uszko-
dzenia DNA rozny jest typ dziedziczenia oraz charakterystyka rodowodowo-kliniczna. Ro-
dowodowo dziedziczenie jednogenowe autosomalne dominujace na og6t charakteryzuje wy-
stgpowanie zachorowan w kazdym kolejnym pokoleniu (pionowa transmisja), zar6wno
u mezezyzn jak 1 u kobiet; u blisko 50% krewnych. W tym typie chordb genetycznych muta-
cje konstytucyjne (tj. obecne we wszystkich komorkach organizmu) w pojedynczym genie sa
glowna przyczyna zachorowania. Oceniajac rodowod rodziny obciazonej nowotworami nale-
zy rowniez pamigta¢ o tzw. fenokopiach - pojawianiu si¢ przypadkowych, niezwiazanych
z nosicielstwem danej mutacji zachorowan na nowotwory w rodzinie. W przypadku wieloge-
nowej predyspozycji na nowotwory zachorowuje zwykle tylko pojedyncza osoba w rodzinie.
Wielogenowa predyspozycja do nowotworéw moze by¢ zwiazana z wysokim lub umiarko-
wanie zwigkszonym ryzykiem zachorowania. Wydaje sig, ze uszkodzenia DNA umiarkowa-
nie zmieniajace ryzyko zachorowania odpowiadaja gtoéwnie za mato nasilone rodzinne agre-
gacje zachorowan. Taki patomechanizm moze mie¢ wazne znaczenie kliniczne, bowiem staba
rodzinna agregacja nowotworow jest czesta. Wspoétdziatanie ,,stabych” mutacji i polimorfi-
zmow w wielu genach oraz dodatkowo wplyw czynnikow srodowiskowych moze znaczaco

zwigksza¢ ryzyko nowotwordw ztosliwych réznych narzadow.

Stowa kluczowe: dziedziczenia jednogenowe, dziedziczenia wielogenowe
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Summary

Human malignancies are caused by genetic factors and gene-environment interactions.
Genetic susceptibility can be divided into monogenic and polygenic predisposition; the risk of
cancer development can be defined as “high” or “moderate™. It is estimated that around 30%
of all malignancies are caused by “high-risk” genetic predisposition. Depending on the posi-
tion and type of DNA changes the pattern of inheritance as well as clinical and pedigree char-
acteristics may be different. Pedigrees of monogenic diseases with autosomal dominant inher-
itance are characterised by occurrence of disorder in all generations (vertical transmission),
among men and women, among 50% of the relatives. Such diseases are caused by constitu-
tional mutations of single genes, present in all cells of the body. Evaluation of the pedigree
and clinical data of families with aggregations of cancers should exclude phenocopies (acci-
dental malignancy not related to mutation responsible for the aggregation of malignant tu-
mors). In polygenic type of inheritance single individuals can be affected. DNA alterations
associated with “moderate” risk are responsible for moderate cancer familial aggregations.
Such patomechanism may have significant clinical impact, since moderate cancer familial ag-
gregations are frequent. Associations of “weak” mutations and polymorphisms of many genes
and additional influence of environmental factors can significantly increase the risk of cancer

development.

Key words: monogenic predisposition, polygenic predisposition
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Szacuje sig, ze okoto 30% wszystkich nowotwordéw powstaje w wyniku wysokiej, ge-
netycznie uwarunkowanej predyspozycji (1). Swiadcza o tym przede wszystkim analizy
zgodnos$ci zachorowan wsrod blizniakow jednojajowych, a wige identycznych genetycznie.
Jesli jeden z nich zachoruje np. na raka prostaty czy piersi, to prawdopodobienstwo, ze drugi
blizniak bedzie dotknigty nowotworem tego samego narzadu wynosi odpowiednio ok. 40
1 30% (2). Ponadto, jesli uwzglednimy réowniez przypadki zachorowan na nowotwory, ale
0 innej lokalizacji, np. raka piersi u jednej osoby, a raka zotadka u drugiej, to zgodno$¢ wsrod
blizniakéw jednojajowych jest jeszcze wyzsza.

Przyjmuje sig, ze nowotwory powstaja najczesciej] w wyniku genetycznej predyspozy-

cji jednogenowej lub wielogenowe;j.

JEDNOGENOWA PREDYSPOZYCJA DO NOWOTWOROW

W tym typie chorob genetycznych mutacje konstytucyjne (tj. obecne we wszystkich
komorkach organizmu) w pojedynczym genie sa gtowna przyczyna zachorowania. We
wszystkich nowotworach wystgpuja mutacje gendw. Sa to jednak w zdecydowanej wigkszo-
$ci tak zwane mutacje somatyczne, ktére od konstytucyjnych rdznia si¢ tym, ze wystgpuja je-
dynie w tkance nowotworowej. Na obecnym etapie rozwoju nauki, wsréd dziedzicznych
przyczyn nowotworéw diagnozowanych w celach praktycznego usprawnienia opieki me-
dycznej niemal wylacznie rozpoznawana jest predyspozycja jednogenowa z rodowodowymi
cechami dziedziczenia autosomalnie dominujacego. Wedtug modelu dziedziczenia Mendla
kazdy osobnik ma dwie kopie (allele) genu odpowiedzialnego za dana ceche lub chorobeg,
zajmujace identyczna pozycj¢ (lokus) na homologicznych chromosomach. Kazde dziecko
otrzymuje jedna kopi¢ genu od ojca, druga za§ od matki. Zgodnie z zasadami dziedziczenia
jednogenowego dominujacego, posiadanie zaburzenia wrodzonej mutacji juz tylko w jednej
kopii genu powoduje predyspozycje do zachorowania (3). Regula ta jest zachowana wowczas,
gdy gen zwiazany z rozwojem nowotworoOw dziedzicznych jest protoonkogenem, jak np.
RET, ktorego mutacje konstytucyjne predysponuja do zespotu MEN2. W wigkszosci nowo-
twory powstaja u nosicieli mutacji w tzw. genach supresorowych (antyonkogenach) jak np.
p53, czy w genach naprawy uszkodzen DNA jak np. MSH2, ktére molekularnie maja charak-
ter recesywny. U nosicieli mutacji takich genow dochodzi do rozwoju nowotwordéw, dlatego,
ze z bardzo wysoka czestoscia u tych 0sob wystepuje w ciagu zycia inaktywacja drugiego al-
lela (najczesciej poprzez delecjg) (4).
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RODOWODOWO DZIEDZICZENIE JEDNOGENOWE AUTOSOMALNIE
DOMINUJACE CHARAKTERYZUJE WYSTEPOWANIE ZACHOROWAN:

a) w kazdym kolejnym pokoleniu (pionowa transmisja);

b) zaro6wno u m¢zczyzn jak i u kobiet;

¢) u blisko 50% krewnych (5).

Przyktadowy rodowdd przedstawiono na rycinie 1. W rodzinie tej obserwuje si¢ tez
coraz mlodszy wiek pojawiania si¢ nowotworow w kazdym kolejnym pokoleniu (tak zwana
antycypacja).

Cech charakterystycznych dla dziedziczenia jednogenowego dominujacego nie
stwierdza si¢ w sytuacjach:

a) mutacji germinalnych (tj. w plemnikach lub komoérkach jajowych) de novo — w takich
przypadkach nie wystgpuja zachorowania w pokoleniach przodkéw probanta (osoby
zasiggajacej porady genetycznej); mutacja jest przekazywana na nastgpne pokolenia -
rycina 2;

b) mutacji mozaikowych, tj. obecnych tylko w niektorych tkankach; mutacje takie po-
wstaja zwykle de novo w okresie zarodkowym; w takich przypadkach obserwuje si¢
zachorowania u pojedynczej osoby w rodzinie, a mutacja jest przekazywana na na-
stgpne pokolenia tylko wowczas, gdy wystgpuje w komorkach germinalnych;

€) mutacji o niskiej penetracji; penetracj¢ definiujemy, jako stosunek liczby osob cho-
rych do liczby nosicieli mutacji; w zespotach predyspozycji do nowotwordw sigga ona
nawet 0,8-0,9; w przypadkach mutacji o niskiej penetracji jest on duzo nizszy i wOw-
czas w rodzinie choruja tylko pojedyncze osoby (6); przyktadowy rodowod pokazano
na rycinie 3;

d) mutacji skutkujacych zachorowaniem tylko u jednej pici; na przyktad nosicielami mu-
tacji BRCA1 sa zarowno mezczyzni jak i kobiety, na raka jajnika choruja jednak tylko
kobiety z ta zmiana;

e) w,,matych” rodzinach z niewielka liczba 0sob.

Oceniajac rodowdd rodziny obciazonej nowotworami nalezy rowniez pamigtac o tzw.
fenokopiach - pojawianiu si¢ przypadkowych, niezwiazanych z nosicielstwem danej mutacji
zachorowan na nowotwory w rodzinie (7). Na ponizszej rycinie przedstawiono przyktadowy
rodowod - z 4 rakami piersi wywotanymi dziedzicznag mutacja genu BRCAL oraz 1 rakiem
piersi u osoby niebedacej nosicielem tej mutacji. U potomstwa tej pacjentki nie stwierdza si¢

wysokiego ryzyka zwiazanego z mutacja BRCAL.
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Ryc. 3. Rodowdd rodziny z niska penetracja
mutacji genu Rb1.

Ryc. 4. Fenokopia - rak piersi niezwiazany z mutacja

konstytucyjna w rodzinie z mutacja BRCAL.

WIELOGENOWA PREDYSPOZYCJA DO NOWOTWOROW

W przypadku tego typu predyspozycji na nowotwory zachorowuje zwykle tylko poje-

dyncza osoba w rodzinie. Wielogenowa predyspozycja do nowotworow moze by¢ zwigzana

z wysokim lub umiarkowanie zwigkszonym ryzykiem zachorowania. W wyniku prowadzo-

nych w naszym Os$rodku badan jak dotad poznano geny/mutacje i polimorfizmy zwigkszajace

(na og6t umiarkowanie) ryzyko nowotworow w ponad 90% nieselekcjonowanych rakoéw pier-

si (96% rakow piersi rozpoznanych po 50. roku zycia, 99% rakow zrazikowych - tabela 1, 2,

3), 89% rakoéw jelita grubego, 72% czerniakow ztosliwych, 36% rakow jajnika oraz 27,5%
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rakow prostaty. Wydaje sig, ze uszkodzenia DNA umiarkowanie zmieniajace ryzyko zacho-
rowania odpowiadaja gldwnie za malo nasilone rodzinne agregacje zachorowan. Taki pato-
mechanizm moze mie¢ wazne znaczenie kliniczne, bowiem staba rodzinna agregacja nowo-

tworow jest czgsta.

Tab. 1. Czgstos¢ markerow zidentyfikowanego panelu w nieselekcjonowanych kolejnych
rakach piersi i kontrolach (9)

Gen/Marker Raki (%) Kontrole (%0)
BRCA1 2.7% (26/977) 0% (0/977)
CHEK 2 11.9% (113/951) | 6% (59/977)
p53 10.1% (85/838) | 5.7% (52/918)
TNR 55.6% (419/753) | 45.8% (397/866)
FGFR - GG 18.3% (61/334) | 13.9% (65/469)
CDKN2A 7% (19/273) | 5.4% (22/404)
XPD - GG 41% (104/254) | 36.4% (139/382)
XPD - CC/AA 17.3% (26/150) | 14% (34/243)
BRCA2 7.3% (9/124) 4.8% (10/209)
XPD - AA 20% (23/115) | 18.6% (37/199)
Ktorykolwiek marker 20.6% 53.4%

(885/977) (815/977)
Statystyka P=3-10°

Wspotdziatanie ,,stabych” mutacji 1 polimorfizmoéw w wielu genach oraz dodatkowo
wpltyw czynnikow $rodowiskowych moze znaczaco zwigksza¢ ryzyko nowotwordéw ztosli-
wych réznych narzadow. Wspodtdziatanie linearne (akumulacja zmian) wystgpuje, jesli catko-
wite ryzyko zachorowania na nowotwor sktada si¢ z sumy ryzyk zwiazanych z poszczegoél-
nymi ,,stabymi” mutacjami w wielu genach, na przyktad w przypadku dwukrotnego wzrostu
ryzyka zachorowania u nosiciela mutacji w genie A oraz mutacji w genie B (jesli obie te mu-

tacje sa zwiazane z 50% wzrostem ryzykiem zachorowania).
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Tab. 2. Czgstos¢ markeroéw zidentyfikowanego panelu w rakach zrazikowych i kontrolach (9)

Gen/Marker Raki (%) Kontrole (%)
BRCAL 0.7% (1/140) 0% (0/140)
CHEK 2 19.4% (27/139) | 4.3% (6/140)
p53 10.7% (12/112) 6% (8/134)
BRCA2 9% (9/100) 4.8% (9/126)
FGFR - nAA 75.8% (69/91) | 60% (72/120)
TNR 72.7% (16/22) | 39.6% (19/48)
NOD 2 16.7% (1/6) 0% (0/29)
M3K - nAA 80% (4/5) 41.4% (12/29)
Ktorykolwiek marker | 99.30%6(139/140) | 87.90%0(123/140)
Statystyka P=10.00073

Tab. 3. Czgsto$¢ markeréw zidentyfikowanego panelu w rakach rozpoznanych
w wieku powyzej 50 r.z. i kontrolach (9)

Gen/Marker Raki (%) Kontrole (%0)
BRCAL 2.1% (14/667) 0% (0/667)
CHEK 2 11% (72/653) | 4.8% (32/667)
p53 11% (64/581) | 5.4% (34/635)
TNR 55.9% (289/517) | 45.3% (272/601)
FGFR - nAA 68.9% (157/228) | 60.8% (200/329)
BRCA 2 5.6% (4/71) 2.3% (3/129)
XPD - CC/AA 13.4% (9/67) 6.3% (8/126)
NOD 2 13.8% (8/58) 6.8% (8/118)
XPD - GG 48% (24/50) | 35.5% (39/110)
Ktérykolwiek marker | 96.1% (641/667) | 89.4% (596/667)
Statystyka P=2.4-10°

W innych przypadkach wystgpuje wspotdziatanie nieliniowe (interakcja zmian) - na
przyktad przy pigciokrotnym wzroscie ryzyka u nosiciela wyzej wymienionych mutacji (8).

Przykladem wielogenowego, “wysokiego” ryzyka jest interakcja wariantow gendéw
CHEK?2 i BRCA2 prowadzaca do znacznego wzrostu ryzyka zachorowania na raka piersi (OR
=5.7; P =0.006) (10).
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Legenda do rodowodéw przedstawionych na rycinach 1-4:
Co36 —rak jelita grubego rozpoznany w 36 roku zycia

d52 — zgon w 52 roku zycia

Rb1 3 - siatkowczak rozpoznany w 3 roku zycia

Hb — ,,hemangioblastoma” siatkowki

Ov —rak jajnika

Pr — rak prostaty

*/+/ — nosiciel mutacji konstytucyjnej

*/-/— osobnik niebgdacy nosicielem mutacji konstytucyjne
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Streszczenie

W ostatnich latach obserwuje si¢ dynamiczny rozw6j metod molekularnych stuzacych
do analiz DNA. Aktualnie prym wioda metody oparte na PCR w czasie rzeczywistym oraz
metody umozliwiajace multipleksacje kilku reakcji. Nowe metody skriningowe pozwalaja
na bardzo szybkie badanie duzych grup pacjentdw stosunkowo niskim kosztem. W niniej-
szym opracowaniu przedstawiono nowoczesne techniki stosowane w wykrywaniu mutacji
konstytucyjnych u 0séb z genetyczng predyspozycja do nowotwordw, jak roOwniez mutacji

somatycznych pozwalajacych na wybor optymalnego sposobu leczenia choréob nowotworo-

wych.

Stowa kluczowe: zmiany konstytucyjne, mutacje somatyczne, genetyczna predyspozycja,

techniki, diagnostyka

21



Summary

During the past decade many new molecular methods for DNA and RNA analysis have
emerged. Real-time amplification techniques and particularly those with the capacity of mul-
tiplexing have become commonly used in laboratory practice. Novel screening methods en-
able the very rapid examination of large patients series. The aim of this study is the introduc-
tion of a few modern techniques, most commonly used in detection of genetic predisposition

to cancer as well somatic mutations allow the selection of optimal treatment of cancer

Keywords: constitutional changes, somatic mutation, hereditary cancer, techniques, diagno-

S€es
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W ostatnich latach zidentyfikowano szereg genow, ktorych mutacje odpowiedzialne
sa Zza wysoka dziedziczna predyspozycj¢ do nowotworow (Lubinski i wsp. 2002). U nosicieli
tych mutacji ryzyko zachorowania na chorobg nowotworowa moze wynosi¢ nawet 90%. Wy-

brane geny zwiazane z wysoka genetyczna predyspozycja do nowotworow zestawiono w ta-

beli 1.

Tab. 1. Geny, ktorych mutacje predysponuja do zespotéw nowotworéw dziedzicznych.

Zestawienie obejmuje geny najczgSciej badane w naszym laboratorium.

Gen / lokalizacja Predyspozycja do nowotworow Penetracja*
Rb1 (Schubert iwsp.1994) siatkdbwczak do 90%
13q14
BRCAL (Gronwald i wsp.1998) rak sutka do 80%
17921 rak jajnika
BRCA2 (Gronwald i wsp.1998) rak prostaty
13q13 rak jelita grubego
VHL (Neumann i wsp.1997) naczyniaki mézdzku, siatkowki, do 80%
3p25 rak nerki

guzy nadnerczy
MSH2 (Lynch i wsp. 1996) rak jelita grubego i cienkiego do 90%
2p21 rak trzonu macicy dla mezczyzn
MLH1 (Lynch i wsp. 1996) rak nerki 1 pecherza moczowego do 70%
3p22 rak przewodow zotciowych dla kobiet (Dunlop
MSH6 (Lynch i wsp.,1996) rak jajnika i wsp. 1997)
2pl6 rak zotadka

*prawdopodobienstwo zachorowania w ciggu zycia na nowotwor u nosiciela mutacji

Zidentyfikowano rowniez wiele waznych ze wzgledu na wybor leczenia 1 rokowanie
mutacji somatycznych w DNA komorek nowotworowych. Mutacje te dotycza m.in. takich
genow jak: KIT, PDGFa, EGFR, HER2, KRAS, BRAF, PIK3CA, AKT1, SMAD4, PTEN,
TGFBR2, ALK, MET, Era, MGMT, IDH1, IDH2, BRCA1, BRCA2, ROSL1,. Sa to geny koduja-
ce biatka petniace funkcje receptorow wykazujacych aktywnos$¢ kinaz, badz sktadniki we-
wnatrzkomorkowe najwazniejszych szlakow przekazywania sygnatéw regulujacych podziaty

komorkowe.
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Wedlug wytycznych ESMO, ustalenie statusu rodziny genow RAS jest obecnie wy-
magane w praktyce onkologicznej, a leczenie przeciwcialami monoklonalnymi anty-EGFR

jest przewidziane tylko dla pacjentow bez mutacji (Van Cutsem i wsp. 2016)

Izolacja DNA

Materialem do badan jest DNA, ktore izoluje si¢ na 0got z komorek tatwo dostgpnych
takich jak leukocyty z krwi obwodowej lub rzadziej bioptaty innych tkanek. W trakcie analiz
wykrywana jest mutacja konstytucyjna, a wigc obecna we wszystkich komoérkach pacjenta
badz somatyczna obecna tylko niektorych komorkach ciata (np. w komorkach nowotworo-
wych). Materiat do badania najlepiej pobra¢ do 48 godzin przed izolacja. Dla krwi dobre wy-
niki uzyskuje si¢ rowniez po kilkudniowym przechowywaniu jej w temperaturze pokojowej
lub nawet przez kilka lat w temperaturze ponizej zera. Jezeli nie dysponujemy tkankami $wie-
zymi to izolacj¢ DNA mozna wykona¢ z tkanek utrwalonych w formalinie i zatopionych w
bloczkach parafinowych, chociaz uzyskanie jednoznacznych wynikow z takiego materiatu
jest czasami trudne, niekiedy wrecz niemozliwe. Izolowanie DNA polega na usunigciu biatek
z lizatu komorkowego. W metodzie fenolowo-chloroformowej uzyskuje si¢ to poprzez tra-
wienie proteinaza K i ekstrakcje w mieszaninie fenolu i chloroformu. Z odbiatczonych w ten
sposob probek kwasy nukleinowe wytraca si¢ alkoholami: etylowym lub izopropylowym.
Mato kto dzisiaj w codziennej pracy uzywa tej czasochtonne;j i toksycznej, cho¢ dajacej czy-
ste i nie zdegradowane DNA, metody. Jest ona nadal stosowana jedynie do izolacji DNA z
»bloczkow parafinowych” z utrwalonym materiatem z guza. Do izolacji ze swiezych tkanek
uzywa si¢ mniej pracochtonnych metod, ktore tatwiej poddaja si¢ procesowi automatyzacji, a
sq oparte na wybiorczym wiazaniu DNA z no$nikiem (ztoze chromatograficzne, filtr badz ku-

leczki magnetyczne) nastgpnie odmyciu zanieczyszczen i uwolnieniu DNA do roztworu.

Amplifikacja fragmentow genow

Pierwszym etapem kazdej analizy jest amplifikacja (namnozenie) materialu DNA za
pomoca reakcji tancuchowej polimerazy (PCR). W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodza:
matryca DNA (zwykle genomowe DNA), polimeraza DNA, para specyficznych dla analizo-
wanego rejonu genu starterow (primers), trojfosforany deoksyrybonukleotydow oraz bufor
reakcyjny. Mieszanina ta poddawana jest zmianom temperatury w specjalnym termostacie
cyklicznym — termocyklerze, co prowadzi do wytwarzania przez polimeraz¢ nowych kom-
plementarnych nici na jednoniciowej matrycy. Kazdy cykl sktada si¢ z trzech etapéw: dena-
turacji, przylaczania starteréw 1 syntezy. Po 22 cyklach, przy 100% wydajnosci, liczba kopii

powielanego fragmentu zwigksza si¢ milion razy.
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Wykrywanie zmian konstytucyjnych i somatycznych

Od czasu wynalezienia reakcji PCR przez K.B. Mullis’a obserwuje si¢ dynamiczny
rozwo6j technik biologii molekularnej, w tym metod wykrywania mutacji konstytucyjnych
I somatycznych.

Umownie mozemy podzieli¢ je na metody wykrywania:
e mutacji nieznanych

e mutacji znanych

WYKRYWANIE NIEZNANYCH MUTACJI
Zastosowanie metod wykrywania nieznanych mutacji jest w praktyce lekarskiej uza-
sadnione mimo tego, ze w przypadku ,,duzych” (wieloeksonowych) genéw sa one nadal pra-

cochfonne.

Analizy DNA
Zasadnicze rodzaje analiz:

e NGS (nextIgeneration sequencing - sekwencjonowanie nowej generacji)

e sekwencjonowanie metoda Sangera

e pirosekwencjonowanie

e MLPA (multiplex ligation dependent probe amplification - zalezna od ligacji
multipleksowa amplifikacja sond)

e HRM (high resolution melting analysis - analiza krzywych topnienia o wysokiej rozdziel-
czos$ci)

e DHPLC (denaturing high performance liquid chromatography — denaturacyjna wysoko-

sprawna chromatografia cieczowa)

NGS

W ostatnich latach na rynku sekwencjonowania pojawily si¢ aparaty nowej generacji
zapowiadajace znacznie obnizenie kosztow sekwencjonowania DNA: Roche 454 i GS Junior
system (www.454.com), analizatory HiSeq i MiSeq (www.illumina.com) oraz Proton i lon
lon torrent (www.iontorrent.com) przeznaczone do sekwencjonowania calych genomow,
ukierunkowananego re-sekwencjonowania i wykrywania mutacji (Glenn 2011), sekwencjo-
nowania wybranej grupy genow (Walsh i wsp. 2010, 2011, Pritchard i wsp. 2012). Mozliwe

jest na przyktad, zbadanie wszystkich genéw zwiazanych z rakiem jelita w jednej reakcji
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(http://tests.labmed.washington.edu/COLOSEQ), lub charakterystyka mutacji somatycznych
dla 236 genéw waznych ze wzgledu na rokowanie i leczenie (http://foundationone.com/).

Aktualnie prym wioda analizatory HiSeq i MiSeq firmy Illumina oparte na metodzie
Solexa (lllumina). W tej metodzie do pofragmentowanego DNA dotacza si¢ krotkie dwuni-
ciowe fragmenty (adaptery). Po denaturacji jednoniciowe fragmenty zostaja unieruchomione
na specjalnej ptyce (flow-cell), po czym fragmenty amplifikowane sa poprzez tzw. bridge
amplification — unieruchomiony fragment odszukuje w najblizszym sasiedztwie komplemen-
tarny nukleotyd (dzigki wczesniejszemu przytaczeniu adapterow) rowniez zwiazany z podio-
zem, a polimeraza dobudowuje nic. Po kolejnej denaturacji cykl si¢ powtarza. To umozliwia
tworzenie si¢ tzw. ,.clusters” czyli sektorow takich samych, powielonych fragmentow. Se-
kwencjonowanie nastgpuje jednoczesnie w kazdym sektorze, a po wlaczeniu kazdego nukle-
otydu, konczacego syntez¢ w kazdym kolejnym cyklu, reakcja jest powtarzana. Kazdy z 4
nukleotyddéw zakonczony jest innym barwnikiem (fluoroforem) co umozliwia odczyt sekwen-
cji nukleotydow. W zaleznosci od typu instrumentu mozliwe sa rdzne poziomy multipleksacji
(www.illumina.com). Sekwencjonowanie nowej generacji umozliwia wykrywanie matych,
punktowych mutacji jak i rearanzacji genow (Walsh 1 wsp. 2010).

Rozwdj aplikacji dotyczacych sekwencjonowania genéw zwiazanych z nowotworami
dziedzicznymi (Thompson i wsp. 2012, Roberts i wsp. 2012, Kurian i wsp. 2014, Easton i
wsp. 2015, Lynce i wsp. 2016, Vysotskaia, Hogan i wsp. 2016) i znaczne obnizenie kosztow
(www.veritasgenetics.com/mygenome, Loman i wsp. 2012,
Www.genome.gov/sequencingcosts,) sprawily, ze technologie sekwencjonowania nowej ge-
neracji znalazty powszechne zastosowanie i sa standardem w testowaniu dziedzicznych pre-
dyspozycji do nowotwordéw i okreslaniu statusu mutacyjnego (profilu mutacji somatycznych)
zmienionych nowotworowo tkanek.

Jeszcze wigkszy potencjal 1 zapowiedZ catkowitej rewolucji w diagnostyce molekular-
nej niosa nowe techniki stuzace do odczytu sekwencji natywnego DNA bez koniecznosci
wstepnej amplifikacji takie jak True Single Molecule Sequencing (www.helicoshio.com) i
SMRT TECHNOLOGY (http://www.pacificbiosciences.com) lub system GridlON oparty na
technologii  NanoPore  opracowywany przez Oxford NanoPore Technologies

(www.nanoporetech.com).

Sekwencjonowanie Sangera
Nadal za najbardziej czula 1 niezawodna uwaza si¢ sekwencjonowanie metoda Sange-
ra. Sekwencjonowanie ta metoda umozliwia wykrywanie ,,matych” zmian (dotyczacych kilku

— kilkuset nukleotydéw) oraz ich petna charakterystyke i jest uznane jako ,,Gold Standard” w
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wykrywaniu mutacji. W latach dziewigcédziesiatych XX wieku znaczny postep w technologii
sekwencjonowania  osiagnigto  poprzez wprowadzenie automatycznych — aparatéw
do sekwencjonowania, ktorych funkcjonowanie oparte jest o fluorescencj¢ wzbudzana lase-
rem. Kazdy z nukleotydow (A, C, G, T) jest wyznakowany innym fluorochromem, co w
konsekwencji pozwala na ich identyfikacje poprzez rejestracje fluorescencji. Popular-
na technika jest sekwencjonowanie metoda cykliczng (Rosenthal i wsp. 1992) oparte o kla-

syczna metode Sangera. W
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Ryc. 2. Chromatogram charakterystyczny dla mutacji ¢.83C>T w genie MLH1
starterOw Z zastosowa- (chromatogram gorny) w poréwnaniu do sekwencji niezmienionej (chromato-

] ) gram dolny).
niem dideoksynukleoty-

dow znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi

e clektroforezy na denaturujacym zelu poliakrylamidowym z réwnoczesna detekcja 1 reje-
stracja przeptywajacych produktow

e analizy otrzymanych wynikoéw przy uzyciu pakietu programéw komputerowych.

Podczas asymetrycznego PCR powstaja wszystkie mozliwe, rozniace si¢ dtugoscia
oligonukleotydy komplementarne do matrycy i zawierajace na 3’-koncu fluorochrom (,,za-
znaczone kolorem™). Zostaja one rozdzielone podczas elektroforezy od najkrétszego po naj-
dtuzszy, a kolejnos¢ kolorowych nukleotydow (r6zniacych si¢ kolorem $wiatta emitowanego)
odczytywana jest jako sekwencja komplementarna do matrycy. Odczytana sekwencja DNA

jest pdzniej porownywana z sekwencja prawidlowa z dostgpnych baz danych takich jak Gen-
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Bank, SNPper czy EMBL. Przez porownanie z sekwencja prawidtowa okreslany jest doktad-
nie charakter zmiany (rysunek 2).

Obecnie czotowe firmy oferuja sekwenatory umozliwiajace jednoczesne sekwencjo-
nowanie 96 probek w oparciu o elektroforeze kapilarna produktéw otrzymanych metoda cy-
kliczna z uzyciem dideoksynukleotydow znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi. Po-
step w tej dziedzinie polegat w ostatnich latach nie tylko na zwigkszeniu liczby jednoczesnie
analizowanych probek, ale na opracowaniu nowych zeli (umozliwiajacych wielokrotny roz-
dziat na tym samym wypelnieniu kapilary) i ,,chemii” (mieszaniny ztozonej z buforéw, sub-
stratow, polimerazy i tak zwanych ulepszaczy) umozliwiajacych analiz¢ sekwencji jednego

fragmentu dtugosci prawie 1000 zasad.

Pirosekwencjonowanie (Ronaghi i wsp. 1996, Agah i wsp. 2004) jako matryce¢ wyko-
rzystuje jednoniciowy fragment DNA, na ktérym przeprowadzana jest synteza nici komple-
mentarnej poprzez dodawanie kolejno czterech réznych trifosforanow deoksynukleotydow
(dANTP). Przylaczeniu kazdej zasady towarzyszy uwalnianie pirofosforanu, ktory zostaje prze-
ksztatlcony w ATP (adenozyno-5’-trifosforan) przy udziale sulfurylazy i obecnego w miesza-
ninie APS (adenozyno-5’-fosfosiarczan). Powstaty ATP wykorzystywany jest przez lucyfera-
z¢ do przeksztatcenia lucyferyny w oksylucyferyne. W reakcji tej powstaje $wiatto w iloSci
odpowiadajacej wyprodukowanemu we wczesniejszym etapie pirofosforanowi. Emitowane
$wiatlo jest rejestrowane przez kamerg CCD i przeksztatcane do postaci piku na wykresie (ry-
sunek 3). Ten sam schemat reakcji przeprowadzany jest rowniez dla kolejno dodawanych
réznych ANTPow. Jezeli dodawany nukleotyd nie jest komplementarny do matrycy nie naste-
puje wilaczenie go do nowo syntetyzowanej nici i nie powstaje pirofosforan. Tylko obecnos¢
sygnalu $wietlnego stanowi podstawe do zapisu w sekwencji kolejnego dodawanego nukle-
otydu. Fakt, iz sekwencjonowany fragment jest niewielki (do kilku nukleotydow) przektada

si¢ na niskie koszty metody.
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Ryc. 3. Pirogram charakterystyczny dla mutacji ¢.2932C>T w genie APC (pirogram gorny) w poréwnaniu do
sekwencji niezmienionej (pirogram dolny)

Nie wszyscy wiedza, ze stabo$cia opisanej techniki jest niemozno$¢ sekwencjonowa-
nia rejonéw homopolimerycznych dtuzszych niz 5 nukleotydow. Jest to spowodowane bra-
kiem proporcjonalnosci sygnatu swietlnego do ilosci uwolnionego pirofosforanu. Problem
ten rozwiazano poprzez zastosowanie NRTs (nucleotide reversible terminators — odwracalnie
konczace nukleotydy) nukleotydow zmodyfikowanych poprzez przylaczenie grupy allilowej
(3’JOallyl) lub nitrobenzylowej (3°[JOLI([J2[Initrobezyl)). Taka modyfikacja blokuje gru-
pe 3’ [hydroksylowa i uniemozliwia przytaczenie kolejnego nukleotydu podczas komplemen-
tarnego wydtuzania nowosyntetyzowanej nici. Gdy zmodyfikowany nukleotyd zostanie wbu-
dowany, po rejestracji sygnatu swietlnego, ,,zabezpieczenie” zostaje usunigte poprzez dealila-
cje, co pozwala na przylaczenie kolejnego komplementarnego nukleotydu. W ten sposéb kaz-
dy pik na pirogramie odpowiada jednemu wiaczonemu nukleotydowi i rejony homopolime-
ryczne moga by¢ precyzyjnie zsekwencjonowane (Wu i wsp. 2007). Pirosekwencjonowanie
jest powszechnie stosowane rowniez do sprawdzania statusu metylacji wysp CpG guza (Co-
lella i wsp. 2003).

MLPA

Jedna z technik, kiedy$ powszechnie uzywana do wykrywania duzych przemieszczen,
oparta o hybrydyzacj¢ byta metoda Southerna (Southern blotting), opisana po raz pierwszy
przez E.M. Southerna w 1975 r. Wspolczesnie metoda godna polecenia, ktora niemal catko-
wicie zastapila metodg Southerna w wykrywaniu rearanzacji w genach jest MLPA (Schouten
i wsp. 2002). Technika ta w oparciu o reakcje ligacji specyficznych sond i reakcje amplifika-
cji pozwala na oceng liczby kopii eksonow wybranych genow predysponujacych do nowo-
tworow. Na jej podstawie mozna wnioskowa¢ o delecjach badz duplikacjach (amplifikacjach)
fragmentow lub calych genéw (geny odniesienia jako kontrola). W technice tej stosuje si¢
wiele par sond. Sondy zawieraja oprocz sekwencji komplementarnych do sekwencji eksono-
wych - docelowych, (sekwencje ulegajace hybrydyzacji), sekwencje starterowe, a jedna z

kazdej pary dodatkowo unikatowa sekwencje wstawki. Sekwencje hybrydyzujace kazdej pary
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sond wiaza si¢ komplementarnie do sasiadujacych ze soba fragmentow DNA i tylko przy w
petni komplementarnej hybrydyzacji moze zaj$¢ ligacja. Po przylaczeniu sond do matrycy na-
stepuje ich ligacja, a nastgpnie denaturacja. Oddysocjowana, zligowana sonda zawierajaca se-
kwencje starterowe zostaje poddana amplifikacji w reakcji PCR. Obecnos$¢ roznej dtugosci
wstawek pozwala na rozrdznienie produktow skierowanych na rézne fragmenty DNA (se-
kwencje docelowe), a ilos¢ produktu jest proporcjonalna do ilosci sekwencji matrycowe;.
Kazdy pik odpowiada produktowi amplifikacji zligowanej specyficznej pary sond (rysunek
4). Roznice wzgledne w wysokosci badz powierzchni piku wskazuja na zmiany iloSciowe
(badZ czasami jakosciowe) docelowej sekwencji badanego DNA. Wynik wskazujacy na brak
pojedynczego eksonu genu moze by¢ spowodowany obecnos$cia polimorfizmu w obrgbie se-
kwencji docelowej, a nie rzeczywista delecja. Dlatego aby unikna¢ btedéw w interpretacji
wynikoéw, we wszystkich przypadkach wskazujacych na delecje pojedynczego eksonu nalezy
sekwencjonowa¢ sekwencje docelowe, aby upewnié si¢, ze miejsca wigzania sond na DNA
sa W pelni komplementarne do uzywanych sond. Technika umozliwia tez wykrywanie mutacji
punktowych 1 metylacji wybranych rejonéw DNA.

Zaleta tej techniki
jest niewielka ilos¢ DNA
wymagana do przeprowa-

dzenia analizy
1 mozliwos¢ zastosowania l
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szych znanych genéw sil-
. . Ryc. 4. Wynik elektroforezy wskazujacy na delecje¢ eksonu 9 w genie MSH2
nie predysponujacych do  (rysunek gérny) w porswnaniu do sekwencji niezmienionej (rysunek dolny)

nowotworow takich jak: ATM, APC, BMPR1A, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDKN2A,
CDKN2B, CHEK1, CHEK2, EPCAM, EXT1, EXT2, FANCA, FANCB, FANCD2, MEN1,
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MLH1, MSH2, MSH6, NF1, NF2, PMS2, PTCH, PTEN, RB1, SDHB, SDHC, SDHD, SMADA4,
SMARCB1, STK11, TP53, VHL, WT1. Metoda jest tez wykorzystywana do charakterystyki

rakoéw 1 biataczek pod wzgledem wystepowania mutacji somatycznych punktowych i utrat

badz amplifikacji catych genéw.

HRMA

Technika HRMA umozliwia detekcj¢ zaréwno ,,matych” mutacji (punktowych 1 kilku

- kilkunastu nukleotydowych) jak i rearanzacji genow. Wszystkie mutacje (mate i duze) moga

by¢ wykrywane jednocze$nie (Borun i wsp. 2014), co redukuje czas badania. Podstawa wy-

krywania zmian jest analiza ilo$ci powstatego produktu i analiza krzywej topnienia. Pierw-

szym etapem jest PCR w czasie rzeczywistym z uzyciem barwnikéw fluorescencyjnych, naj-

czesciej SYBR Green, LCGreen lub Syto 9 (Wittwer 2009). Detekcja natgzenia fluorescencji

umozliwia monitorowanie przyrostu produktu reakcji w kazdym cyklu. Analiza iloSciowa

umozliwia wykrywanie rearanzacji genéw (gtownie delecji). W kolejnym etapie uzyskany

produkt poddaje si¢ denatu-
racji. Na podstawie zmian
poziomu fluorescencji
barwnika wykreslona zo-
staje krzywa topnienia pro-
duktu. Jej przebieg pozwala
na genotypowanie probek
(rysunek 5). Wada metody
sa trudno$ci w rozroznieniu
soba
(Erali i wsp. 2008), jednak

homozygot migdzy

dzigki wysokiej czutosci,
specyficznosci, niskim
kosztom i niewielkiej iloéci

materiatu potrzebnego do

wykonania analizy, HRMA
uznano za warto$ciowq me-

tode screeningu (Wittwer
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Ryc. 5. Genotypowanie probek przy pomocy HRMA. Krzywa topnienia dla he-
terozygotycznej mutacji ¢.67delG w genie MLH1 (kolor zielony) w poréwnaniu

do sekwencji niezmienionej — homozygoty normalnej (kolor niebieski)

2009, Rouleau i wsp. 2009), ktora moze konkurowa¢ z DHPLC (Aguirre-Lamban i wsp.

2010).
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DHPLC

Dobra i ciagle uzywana technika wstgpnego wykrywania zmian jest DHPLC
(O’Donovan i wsp. 1998, Liu i wsp. 1998, Jones i wsp. 1999, Arnold i wsp. 1999, Gross i wsp
1999). Jest to odmiana HET wykorzystujaca wysoka rozdzielczo$¢ nowoczesnych wypetnien
kolumn chromatograficznych. Rozdziatl analizowanych fragmentow DNA przeprowadzany
jest w gradiencie czynnika denaturujacego. W warunkach subdenaturacyjnych heterodupleksy
wykazuja mniejsze powinowactwo niz homodupleksy do ztoza kolumny 1 latwiej ulegaja
wymyciu. Kluczem jest roznica powinowactwa stalej fazy wzgledem jedno i dwuniciowego
DNA — heterodupleksy sa ,,jednoniciowe” w miejscu niesparowania (W warunkach subdena-

turacyjnych od tego miejsca -

homodupleksy 'I
i f

zaczyna si¢ topnienie). Roz-
dziat monitorowany

heterodupleksy

jest przez pomiar absorban- i,
cji mierzonej przy 260 nm.
Profil elucji (rysunek 1)
jest charakterystyczny

i powtarzalny dla danej . —=—mommm=mTm————e—==t ST omemeen

zmiany i pozwala na odroz- _ - .
Ryc. 1. Profil elucji DHPLC charakterystyczny dla mutacji

nienie nowych zmian  c¢.1786_1788delAAT w genie MSH2 (linia ciagta) w poréwnaniu do sekwencji

o niezmienionej (linia przerywana)
od wczesniej wykrytych mu-

tacji badz polimorfizméow.

Z danych literaturowych (Xiao 1 wsp. 2001) i1 badan wilasnych (Kurzawski 1 wsp.
2002) wynika, ze DHPLC laczy zalety dotychczas stosowanych metod. Czuto$¢ metody sigga
100% (O’Donovan i wsp. 1998, Arnold i wsp. 1999, Gross i wsp 1999) przy stosunkowo ni-
skich kosztach (koszt materialow zuzywalnych ~ 2 € na jeden fragment), ponadto jest szybka,

a przy zastosowaniu ,,autosamplera” pozwala wykona¢ analizg¢ 3 x 96 probek na dobg.

WYKRYWANIE ZNANYCH MUTACJI

Coraz wigcej wiadomo o rodzaju i czgstos$ci mutacji predysponujacych do nowotwo-
réw charakterystycznych dla réznych populacji, w tym o mutacjach powtarzalnych, czyli wy-
stgpujacych w wielu rodzinach danej grupy etnicznej. Testy DNA dotyczace wykrywania
znanych mutacji nabieraja coraz wigkszego znaczenia ze wzgledu na ich niezwykle wysoka
efektywno$¢ ekonomiczna. Dzigki intensywnym badaniom takich genéw jak BRCA1, MLH1,

MSH2 i VHL wiadomo jakich mutacji szuka¢ przy pomocy testow znanych mutacji zanim po-
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dejmie si¢ petne badania catych genéw (Kurzawski 1 wsp. 2002, Cybulski i wsp. 2002, Gérski
I wsp. 2000).

Rowniez testy wykrywajace mutacje somatyczne w tkance nowotworowej sa w wigk-
szo$ci oparte o techniki wykrywajace znane mutacje. Charakterystyka mutacyjna nowotwo-
row pozwolita na lepsze zrozumienie biologii nowotwordéw i wprowadzenie nowych lekow o
charakterze przeciwciat blokujacych receptory, czy inhibitoréw kinaz oraz lepsze zrozumienie
niepowodzen leczenia. Powstaja profesjonalne interaktywne narzedzia gromadzace dane
I popularyzujace nowoczesne podej$cie do onkologii. Dobrym przyktadem moze by¢ baza in-
ternetowa ,,My Cancer Genome” (http://www.mycancergenome.org/) stworzona przez Mia
Levy’ego i Wiliama Pao w 2011 roku, gdzie mozna znalez¢ aktualne informacje dotyczace
znaczenia mutacji w leczeniu nowotwordéw oparte na rzetelnych probach klinicznych.

Najczesciej stosowane testy DNA wykrywajace znane mutacje wykorzystuja nastgpu-
jace techniki:

e  Wykrywanie mutacji za pomoca enzymow restrykcyjnych w produktach PCR

e Allelo-specyficzna amplifikacja

e PCR w czasie rzeczywistym

e MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption/ionization time of flight - spektrome-
tria mass z uzyciem desorpcji/jonizacji laserowej wspomaganej matryca z analizato-
rem czasu przelotu)

e Genotypowanie SNaPshot

e Testy paskowe

RFLP/PCR (restriction fragment-length polymorphism/PCR - wykrywanie mutacji za
pomoca enzymow restrykcyjnych w produktach PCR)

Enzymy restrykcyjne, zwane endonukleazami restrykcyjnymi lub krétko, restryktaza-
mi rozpoznaja specyficzne sekwencje zasad w dwuniciowym DNA i rozcinaja obie nici do-
ktadnie w okreslonym miejscu. Dlatego sa wykorzystywane do wykrywania mutacji punkto-
wych, matych delecji lub insercji, ktore prowadza do utraty lub pojawienia si¢ nowych miejsc
restrykcyjnych. Namnozony produkt PCR zawierajacy zmiang poddaje si¢ trawieniu odpo-
wiednig restryktaza, a nastgpnie rozdziela przy pomocy elektroforezy na Zelu agarozowym
lub poliakrylamidowym. Uktad prazkow pozwala na wykrycie okre§lonej znanej mutacji. Me-
toda RFLP cho¢ jest niezwykle prosta i tania, zostata niemal calkowicie wyparta przez tech-

niki, ktore nie korzystaja z elektroforezy do analizy produktow PCR.
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ASA (allele specific amplification — allelo-specyficzna amplifikacja)

W popularnie uzywanej wersji tej techniki z uzyciem elektroforezy agarozowej
oprocz starterow flankujacych, stosuje si¢ jeden starter w pelni komplementarny do allela z
mutacja lub dwa startery, z ktorych jeden jest w petni komplementarny do allela z mutacja, a
drugi do allela niezmienionego. Przy tym, startery sa tak zlokalizowane, ze w wyniku PCR
powstaja roézniace si¢ dtugoscia produkty w zalezno$ci od genotypu uzytej probki DNA. No-
woczesna wersja tej metody wykorzystujaca krotkie sondy fluorescencyjne allelo-specyficzne
i aparaty do PCR w czasie rzeczywistym (Heied i wsp. 1996, Matsubara i wsp. 1999) pozwala
na bardzo szybkie badanie wielu probek DNA. Technologi¢ matryc (macierzy) z unierucho-
mionymi na statej fazie oligonukleotydami mozna tez traktowac jako wspodlczesna wersje
ASA. Niewatpliwa zaleta tej technologii jest daleko idaca automatyzacja i mozliwo$¢ réwno-

czesnego badania nawet kilku tysiecy znanych mutacji.

PCR w czasie rzeczywistym (real time PCR)

Jedna z najnowszych najcze$ciej stosowanych technik w biologii molekularnej jest
PCR w czasie rzeczywistym pozwalajacy na monitorowanie iloéci produktu PCR w kazdym
jej cyklu. Modyfikacja tej techniki, polegajaca na zastosowaniu fluorescencyjnie znakowa-
nych sond komplementarnych do sekwencji badanego fragmentu DNA, znalazta swoje zasto-
sowanie rowniez w identyfikacji znanych zmian genetycznych. Istnieje szereg systemow
opartych na tej technice r6zniacych si¢ typem sondy zastosowanej w celu detekcji badanej
zmiany. Wérdéd nich wyrdznia sig systemy wykorzystujace migdzy innymi sondy typu: Tag-
Man i SimpleProbes, czy iFRET-HRM.

Systemy oparte na zastosowaniu komplementarnych wyznakowanych fluorescencyjnie
sond posiadaja liczne zalety. Sa nimi: wysoka czuto$¢, krotki czas i pelne zautomatyzowanie
analizy oraz zniwelowanie ryzyka kontaminacji poprzez przeprowadzenie wszystkich etapow

w zamknigtych dotkach plytki.

Sondy TagMan

Stosowane w tym systemie pary sond specyficzne dla amplifikowanych fragmentow
DNA (normalego i zmienionego) sa znakowane na 5’ koncu jednym z barwnikow reportero-
wych: FAM (6-karboksyfluoresceina), HEX (heksachloro-6-karboksyfluoresceina), TET (te-
trachloro-6-karboksyfluoresceina) lub JOE (2,7-dimetylo-4,5-dichloro-6-6-
karboksyfluoresceina) a na koncu 3’ barwnikiem tlumiacym: TAMRA (6-karboksy-
tertrametylorodamina) lub DABCYL (kwas 4-(4.-dimetyloaminfenylazo)-benzoesowy). Bli-

sko$¢ barwnika reporterowego w stosunku do barwnika ttumiacego w obrgbie tej samej sondy
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powoduje, iz fluorescencja jest wygaszana. Podczas reakcji PCR na etapie przytaczania starte-

réw wyznakowana sonda wiaze sig¢ specyficznie z matryca pomigdzy miejscami hybrydyzacji

starterow. Jej 3’ koniec jest zablokowany, co powoduje, iz W nastgpnym etapie, jakim jest

wydtuzanie starterow nie moze by¢ ona wydtuzana tak jak startery. Zastosowana w tym sys-

temie polimeraza o aktywnos$ci 5°-3° exonukleazy dobudowujac ni¢ DNA degraduje sondg, co

skutkuje uwolnieniem barwnika reporterowego od barwnika ttumiacego i wzrostem fluore-

scencji. Proces ten zachodzi podczas kazdego cyklu powodujac narastanie sygnatu fluore-

scencyjnego z poszczegdlnych cykli, co umozliwia detekcje sygnatu w kazdym momencie

trwania reakcji. Na podstawie koncowego pomiaru nat¢zenia fluorescencji barwnikdéw repor-

terowych wykonuje si¢ analiz¢ koncowych produktow amplifikacji (endpoint analysis) i

whnioskuje o genotypach badanych probek (rysunek 6).

Sondy stosowane
W tym systemie maja dtu-
gos¢ od 20 do 40 nukle-
otydow, liczba par G+C
w ich sekwencji zawiera
si¢ w przedziale od 40-
60%. Sondy nie powinny
zawiera¢ powtdrzen poje-
dynczych  nukleotydow,
szczegOlnie guaniny. Se-
kwencja sondy nie powin-
naby¢ tez komplementarna
do sekwencji starterow jak

i do sekwencji matrycy w

miejscu przyltaczenia star-

terow. Wazne jest, aby
sonda nie posiadata na 5’-
koncu guaniny, poniewaz

jej obecnos¢ wygasza flu-
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Ryc. 6. Genotypowanie probek przy pomocy sond TagMan. Analiza konco-
wych produktow amplifikacji (endpoint analysis) dla heterozygotycznej mutacji
€.677G>T w genie MLH1 (czerwony trojkat) i probki niezmienionej — homozy-
goty normalne;j (zielony trojkat). Kontrola zerowa — punkt szary okrag

orescencje barwnika reporterowego nawet po odseparowaniu go od barwnika tlumiacego

(Haugland 2002).

Modyfikacja tego systemu jest zastosowanie sondy TagMan typu MGB (minor groove

binder), w ktorej do konca 3’ przylaczona jest rowniez grupa MGB. Jej funkcja polega
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na stabilizacji przylaczenia sondy poprzez wpasowanie si¢ do kompleksu powstatego
z sondy i matrycowego DNA. Interakcja grupy MGB z kompleksem sonda-matryca podnosi
temperaturg topnienia sondy o 15-30°C, co pozwala na zastosowanie sond o znacznie krotszej
sekwencji (od 14 do 18 nukleotydow). Jest to korzystne podczas analizy polimorfizmow po-
jedynczego nukleotydu, poniewaz krotkie sondy tatwiej ulegaja destabilizacji pod wptywem
zmian nukleotydow wystegpujacych w badanej sekwencji (Kutyavin i wsp. 2000).

Inna modyfikacja jest tak zwany castPCR (competitive allele-specific TagMan PCR)
przeznaczony do wykrywania punktowych mutacji somatycznych w DNA guza pozyskiwa-
nego z bloczkéw parafinowych, zawierajacego znaczne ilosci DNA z komdrek normalnych.
Modyfikacja polega na uzyciu allelo-specyficznych starterow oraz dodatkowo allelo-
specyficznych blokeréw z grupa MGB. Metoda oparta o pomiar fluorescencji przy amplifika-
cji wybranych alleli i genu odniesienia pozwala na wykrycie mutacji przy proporcji 1 kopia z
mutacja do 1000 kopii bez mutacji (Didelot i wsp. 2012).

Sondy SimpleProbes (guanine quenching probes)
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nym (FAM lub JOE). Ryc. 7. Genotypowanie probek przy pomocy sond SimpleProbes. Krzywa top-
nienia dla heterozygotycznej mutacji ¢.178G>T w genie MC1R (kolor szary)
w poréwnaniu do sekwencji niezmienionej - homozygoty normalnej (kolor bor-

dentyfikowanie heterozy- ~ dowy)

Technika ta umozliwia zi-

gotycznych oraz homozygotycznych wariantoéw zmiany poprzez pomiar wzrostu fluorescencji
wykonywany w gradiencie temperatury (rysunek 7). Sonda, ktéra hybrydyzuje z sekwencja
badana, ma zwykle wyzsza temperaturg topnienia, jezeli hybrydyzuje z nicia w pelni kom-
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plementarna, natomiast nizsza temperaturg topnienia, gdy pod sonda znajduje si¢ pojedynczy

niesparowany nukleotyd. Odczyt poziomu fluorescencji podczas podnoszenia temperatury w

zakresie 40°-80°C pozwala na zidentyfikowanie konkretnego wariantu badanej zmiany w

DNA. Wada techniki jest konieczno$¢ projektowania sond dla poszczegolnych sekwencji, jak

i zbyt mata uniwersalno$¢ warunkéw doswiadczalnych (Haugland 2002).

Sondy iFRET-HRMA

Technika jest mody-

fikacja opisanej w 2002 me-
tody DASH (dynamic alle-
le-specyfic hybridisation on
membrane arrays) (Howell
I wsp. 2002, Jobs i wsp.
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dologi¢ reakcji HRMA i
PCR w czasie rzeczywi-
stym z  zastosowaniem
sond. Reakcj¢ przeprowa-
dza si¢ podobnie do stan-
dardowej reakcji HRMA,
jednak wykonuje si¢ asy-

metryczny PCR w obecno-

sci starterow flankujacych
interesujacy nas region oraz
wyznakowanej fluorescen-

cyjnie barwnikiem 6-ROX
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Ryc. 8. Genotypowanie probek przy pomocy sond iFRET-HRMA. Krzywa top-
nienia dla heterozygotycznej mutacji ¢.942+3A>T w genie MSH2 (kolor zielo-
ny) w poréwnaniu do sekwencji niezmienionej - homozygoty normalnej (kolor

czerwony)

(6-karboksy-X-rodamina) na 3* koncu sondy, komplementarnej do jednego z badanych wa-

riantdow (jezeli stosuje si¢ sondg F to startera F dodaje si¢ 10-krotnie mniej niz startera R).

Barwnik fluorescencyjny SYTO 9 jest FRET (Forster Resonance Energy Transfer) donorem

a barwnik 6-ROX, ktéorym wyznakowana jest sonda, FRET akceptorem. Ze wzgledu

na zastosowanie polimerazy, ktora nie posiada aktywnos$ci 5’-3” nie dochodzi do degradacji

przytaczonej sondy podczas etapu elongacji (Masoj¢ 1 wsp. 2013). Podobnie jak w przypadku

metody HRMA na podstawie zmian poziomu fluorescencji barwnika fluorecencyjnego (w

tym przypadku 6-ROX, ktory jest akceptorem) wykreslona zostaje krzywa topnienia produk-
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tu. Jej przebieg pozwala na genotypowanie probek. Metoda zapewnia tansze w poréwnaniu z
innymi metodami z wykorzystaniem sond genotypowanie i z powodzeniem moze by¢ stoso-
wana w przypadku ,,trudnych” sekwencji m.in. zawierajacych wielokrotne powtorzenia zasad.

Moze by¢ stosowana zaréwno do wykrywania mutacji germinalnych jak i somatycznych.

MALDI -TOF

MALDI-TOF jest jedna z technik spektrofotometrii masowej, ktéra wykorzystywana
jest rowniez w detekcji zmian w obrebie badanego fragmentu DNA. NajczeSciej stosuje
si¢ ja do analizy polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (SNP). Analiz¢ poprzedzaja eta-
py oparte o reakcje PCR. Pierwszy PCR, prowadzi do namnozenia wybranego badz wybra-
nych fragmentow (w wersji multipleksowej) zawierajacych badane SNP-y. W drugim, asyme-
trycznym PCR gdzie przylaczany jest primer komplementarny do sekwencji poprzedzajace]
polimorficzne miejsce, stosuje si¢ dideoksynukleotydy. Na etapie elongacji w zaleznos$ci od
wariantu matrycy do startera dotaczany jest terminujacy dideoksynukleotyd (przytaczane di-
deoksynukleotydy roznia si¢ masa). Pdzniej po oczyszczeniu za pomoca Zywicy jonowy-
miennej probki nanoszone sa na plytki (spectroCHIP), a nastgpnie poddawane impulsowi la-
serowemu wzbudzajacemu jony. Cata analiza przeprowadzana jest w warunkach proznio-
wych, przez co ruch jondw nie jest zaklocany przez zderzenia z czasteczkami gazow. Pred-
kos¢ przemieszczania

si¢ wzbudzonych  jonow

pochodzacych od badanych  «f
probek analizowana jest

przez detektor czasu prze-

Intensity

lotu jondéw. Jony pocho-

dzace od wigkszej masy

docieraja do detektora wol-

L
R RV

.. .. T T T T 1 f 1 T 1
ni¢j niz jony pOChOdZE{CG 6550 6600 6650 6700 6750 6800 6850 6900 6950
Mass

od mniejszej masy. Jak
e . Ryc. 9. Widmo masowe probki z mutacja ¢.3959 3962delCAAG w genie
WwcezZesnicj wSpomniano,  \sH6. Strzatkami zaznaczono dwa alleliczne warianty.

roznice nukleotydowe wy-

stepujace w badanych probkach wptywaja na mase powstatych produktow, co pozwala na ich
rozroznienie (rysunek 9). Rozdziat analizowanych czasteczek dokonywany jest na podstawie
stosunku masy jonow do ich fadunku (Wise i wsp. 2003, Gabriel i wsp. 2009). Technika ta
charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cia i pozwala na szybkie przeprowadzenie analizy. System

Sequenome MassARRAY (www.sequenom.com) oparty o MALDI-TOF pozwala na genoty-
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powanie 76 tysiecy punktow w ciagu dnia. Koszty wykonania analizy (koszty materiatéw zu-
zywalnych) w wersji multipleksowej sa bardzo niskie i wynosza zaledwie ~ 1,5 € / dotek (w
jednym dotku do 40 zmian) dla jednego pacjenta (Dymerska i wsp. 2010). Wada metody jest
wysoki koszt aparatu i osigganie wysokiej rentownosci przy analizowaniu duzych serii pro-
bek, co czyni ja przydatna jedynie dla duzych laboratoriow. Ostatnio z powodzeniem uzywa-
na do wykrywania mutacji somatycznych

(Agena Bioscience http://agenabio.com/products/massarray-dx/ )

SNaPshot

Reakcja SNaPshot pozwalajaca na rownoczesne badanie wielu zmian w jednej pro-
bowce, znalazta zastosowanie w wykrywaniu mutacji w genach m.in. BRCAL i BRCA2 (Fo-
urnier i wsp. 2004, Filippini i wsp. 2007, Révillion i wsp. 2004), GSTM1, GSTT1, GSTP1
(Buchard i wsp. 2007).

Analiza poprzedzona jest dwoma etapami opartymi na reakcjach multipleks PCR.
W pierwszej reakcji namnaza si¢ matrycg DNA. Podczas drugiego PCR do fragmentu DNA
przytaczany jest starter komplementarny do sekwencji poprzedzajacej zmiang (extension pri-
mer). Na etapie elongacji w zalezno$ci od wystepujacego w DNA wariantu do kazdego starte-
ra dolaczany jest terminujacy, wyznakowany innym fluorochromem dideoksynukleotyd. Uzy-
skane produkty (rdzniace si¢ dtugoscia i rodzajem barwnika) rozdzielane sa elektroforetycz-

nie przy uzyciu sekwensera kapilarnego (www.appliedbiosystems.com).

Test paskowy

Obiecujacym narzedziem wykrywania ,,matych” mutacji jest tzw. test paskowy (strip
assay). Poniewaz nie wymaga specjalistycznego sprzgtu moze by¢ atrakcyjna metoda, szcze-
gdlnie dla niewielkich laboratoriow.

Pierwszym etapem jest namnozenie fragmentu genu zawierajacego badana zmiang.
Nastepnie wykonuje si¢ rownolegle dwie reakcje, w obecnosci jednego allelo-specyficznego
startera (extension primer) z poli(dT) na koncu 5°, wiazacego si¢ do sekwencji DNA z kon-
kretnym wariantem, trzech nukleotydow dATP, dCTP, dGTP oraz dUTP-biotyny lub dUTP-
digoksygeniny. W efekcie, w zaleznosci od wystepujacego w DNA wariantu (,,z mutacja”
badz ,,normalnego”) otrzymuje si¢ dwa typy produktéw: wyznakowane biotyna lub digoksy-
genina. Produkty obu reakcji nanosi si¢ na nitrocelulozowy pasek, wzdhuz ktérego migruja
wskutek sit kapilarnych. W obrgbie paska mozna wyrdzni¢ trzy strefy: strefe z immobilizo-
wana streptawidyna, z ktora zwiaza si¢ produkty zawierajace jeden wariant DNA, strefe z

immobilizowanymi przeciwcialami anty[]digoksygeniny, z ktora zwiaza si¢ produkty zawie-
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rajace drugi wariant DNA oraz stref¢ kontrolng z immobilizowanymi poli(dT). Wizualizacje
zwiazanych kompleksow przeprowadza sig przy uzyciu nanoczasteczek zlota ze zwiazanymi
poli(dA). Wybarwienie jednego paska 1 paska w strefie kontrolnej wskazuje na homozygote,
dwoch i paska strefy kontrolnej na heterozygote (Konstantou i wsp. 2009)). W literaturze
mozna znalez¢ bardziej ztozone wersje tej metody pozwalajace na wykrywanie wielu réznych
mutacji na jednym pasku (Litos i wsp. 2009). W ocenie autoréw, test paskowy jest czuly,
szybki i tani (Konstantou i wsp 2009, Litos i wsp. 2009, Gialeraki i wsp. 2010).

COLD-PCR

,,COLD-PCR” jest nowa modyfikacja techniki PCR, w ktorej wybidrczo (preferencyj-
nie) namnazany jest allel z mutacja wystepujacy w mniejszosci, znajdujacy si¢ w mieszaninie
zawierajacej allele bez mutacji oraz z mutacja, niezaleznie od rodzaju oraz umiejscowienia
mutacji w analizowanej sekwencji (Li i wsp. 2008). Metoda ta opiera si¢ na spostrzezeniu, ze
dla kazdej sekwencji DNA mozna okresli¢ tzw. krytyczna temperatura denaturacji (Tc), ktora
jest nieco nizsza od wilasciwe]j temperatury denaturacji (Tm). Wydajno$¢ amplifikacji PCR
okreslonej sekwencji DNA gwaltownie spada, gdy temperatura denaturacji jest ponizej Tc.

Dotychczas opracowano dwa rodzaje techniki ,,COLD-PCR”: ,,full COLD-PCR” (pet-
ny) oraz ,,fast COLD-PCR” (szybki).

,»Full COLD-PCR” skiada si¢ z 5 etapow powtarzanych cyklicznie:

1. Denaturacja — denaturacja probki DNA

2. Anealing posredni — tworzenie heterodupleksow

3. Melting — topnienie heterodupleksow w Tc

4. Anealing starterow PCR — przylaczenie starterow reakcji PCR do jednoniciowych
fragmentow powstatych w wyniku denaturacji heterodupleksow (przy czym
homodupleksy w Tc nie ulegly denaturacji 1 dlatego startery nie moga si¢ do nich
przyltaczyc¢)

5. Elongacja — synteza drugiej nici DNA przez polimeraze¢ DNA

W technice ,,Fast COLD-PCR” etap 11 2 sa pominigte.

,»COLD-PCR” jest czula technika, umozliwiajaca wykrycie mutacji dotyczacej matego
odsetka komodrek i moze by¢ wykorzystana w celu zwigkszenia czulosci 1 wiarygodnosci
konwencjonalnych technik, takich jak RFLP, sekwencjonowanie, MALDI-TOF, PCR w cza-
sie rzeczywistym. Zastapienie tradycyjnej techniki PCR przez ,,COLD-PCR” moze w znacza-

cy sposob pomdce w identyfikacji mutacji, szczegdlnie w przypadku gdy mutacja jest obecna
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w niewielkim odsetku komorek, np. gdy bada si¢ guzy nowotworowe lub poszukuje specy-

ficznych zmian w ptynach ustrojowych.

Podsumowanie

W ciagu ostatnich lat rozwoj 1 upowszechnianie nowych metod molekularnych prze-
biega bardzo szybko. Zastosowanie wielofunkcyjnych robotow laboratoryjnych umozliwito
wykorzystanie ich nie tylko do izolacji DNA i RNA, ale tez do normalizacji stezen (doprowa-
dzenie do zadanego i jednakowego stezenia serii probek), przygotowania reakcji PCR 1 itp.
Rownoczesny rozwdj oprogramowania i komputeryzacja sprawity, ze dzisiaj istnieje mozli-
wos¢ catkowitej automatyzacji procesu bankowania probek i ich testowania, tacznie z transfe-
rem danych i wynikow. W laboratoriach coraz rzadziej uzywa si¢ probowek. Na trwale do
uzytku weszly plytki o 96 czy nawet 384 dotkach, bo wigkszo$¢ analiz wykonuje si¢ w du-
zych seriach stosujac coraz mniejsze objgtosci odczynnikéw (miniaturyzacja), uzywajac au-
tomatycznych dozownikow, co przektada si¢ na coraz mniejsze koszty analizy jednej probki.
Do historii odeszly jeszcze tak nie dawno bardzo popularne metody wykrywania nieznanych
mutacji takie jak SSCP, czy metoda DGGE.

Co raz czgsciej tez DHPLC jest zastgpowana prostsza i tansza HRMA, ktora stata si¢
standardem we wstgpnym wykrywaniu mutacji. Wypieranie mniej czutych czy bardziej zto-
zonych albo toksycznych metod jest spowodowane znacznym postgpem i zwigkszeniem do-
stgpnosci tradycyjnego sekwencjonowania i NGS. W przypadku analizy dtugich fragmentow
(okoto 1000 zasad) bezposrednie sekwencjonowanie jest dzi$ najtansza, najszybsza i najpew-
niejsza metoda wykrywania nieznanych mutacji. Obecnie czotowe firmy oferuja sekwenatory
umozliwiajace jednoczesne sekwencjonowanie 96 probek w oparciu o elektroforezg kapilarna
produktow otrzymanych metoda cykliczna z uzyciem dideoksynukleotydow znakowanych
barwnikami fluorescencyjnymi. A nowe systemy NGS umozliwiaja bardzo szybka i stosun-
kowo tanig analiz¢ calego genomu badz rejonéw odpowiedzialnych za zwigkszone predyspo-
zycje do chorob, w tym réwniez nowotworowych. Probie czasu nie oparta si¢ ASA w wersji z
uzyciem elektroforezy agarozowej i RFLP/PCR ze wzgledu na upowszechnienie mniej praco-
chtonnych i tanszych metod PCR w czasie rzeczywistym zwlaszcza z uzyciem sond TagMan,
ktore pozwalaja na znacznie szybsze analizowanie znanych SNP-6w i mutacji w wielu prob-
kach rownoczesnie (ptytki na 384 probek). Dodatkowa zaleta tej techniki jest wyeliminowa-
nie mozliwos$ci kontaminacji laboratorium produktami reakcji PCR, co jest niezwykle wazne
zwlaszcza w laboratoriach diagnostycznych. Niemal catkowicie z uzycia wyszta zmudna i

pracochlonna metoda Southerna. W wykrywaniu rearanzacji w genach odpowiedzialnych za
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dziedziczne predyspozycje do nowotwordéw i innych chordb zastapily ja MLPA i niektore

odmiany HRMA pozwalajace tez na wykrywanie mutacji punktowych.
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Streszczenie

Do najczgstszych przyczyn wystgpowania wysokiej, genetycznie uwarunkowanej pre-
dyspozycji do rozwoju raka piersi i/lub jajnika w Polsce naleza mutacje w genach BRCAL i
CHEK2. Mutacje innych genow, tj. BRCA2 i PALB2 sq rowniez zwigzane z wysokim ryzy-
kiem raka piersi jednak wystepuja znacznie rzadziej. Charakterystyczna cecha dla populacji
polskiej jest jej stosunkowo wysoka homogenno$¢, dzigki czemu mozliwe bylo wykrycie mu-
tacji zalozycielskich badanych gendéw. Odkrycie to umozliwito opracowanie szybkich i sto-
sunkowo niedrogich molekularnych testow diagnostycznych, umozliwiajacych wykrywanie
mutacji z duza czulo$cia. Wyniki badan sekwencjonowania nowej generacji pokazuja, ze u
pacjentek z rodzin z silng agregacja rakdéw piersi/jajnika i/lub rakami piersi zdiagnozowanymi
<50 rokiem zycia, u ktérych nie wykryto mutacji przy pomocy szybkiego testu diagnostycz-
nego nalezy rozwazy¢ badanie petnej sekwencji genow BRCAL i BRCA2, oraz innych genow,
ktérych mutacje moga mie¢ zwiazek z wysokim ryzykiem zachorowania na raka pier-

si/jajnika.

Stowa kluczowe: mutacje zatozycielskie, BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2, test DNA
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Summary

The most common causes of high genetic predisposition to the breast and/or ovarian
cancers in Poland are mutations in BRCAL and CHEK2 genes. The mutations in other genes,
ie. BRCA2 and PALB2, are also associated with a high risk of breast cancer, however are less
common. Relatively high homogeneity of Polish population made possible identification of
founder mutations in several tested genes. Based on this phenomenon we have elaborated rap-
id, relatively non-expensive and sensitive molecular diagnostic tests used for detection of mu-
tations in high risk genes. Results of analyses using next-generation sequencing have shown
that in patients from families with strong aggregation of breast/ovarian cancers and breast
cancers diagnosed <50 years of age the examination of full sequence of the BRCA1l and
BRCAZ2, and also other genes related to high risk of breast/ovarian cancers should be consid-
ered.

Key words: founder mutation, BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2, DNA tests

48



Znane sa geny, ktorych mutacje wiaza si¢ z wysokim ryzykiem raka piersi. Wsrod
nich najczesciej wymieniane sa BRCAL i BRCA2, odpowiedzialne za ok. 20% przypadkow
wystgpowania raka piersi w rodzinie. Wysokie ryzyko raka piersi stwierdza si¢ rowniez u no-
sicielek mutacji CHEK2 skracajacych biatko z rodzin z rakami piersi u krewnych (1). Do ge-
néw wysokiego ryzyka naleza ponadto PALB2, TP53, PTEN, STK11 i CDH1, jednak ich mu-
tacje sa rzadsze i wystgpuja u mniej niz 1% rodzin z rakiem piersi. Istnieja takze geny, takie
jak ATM, NBN, MRE11A, RAD50, BRIP1, ktérych mutacje sa zwigzane ze zwigkszeniem ry-
zyka raka piersi, jednak charakteryzuja si¢ nieco nizsza, 20-40%, penetracja (Tabela 1) (2, 3).

Tab. 1. Geny zwiazane ze zwigkszonym ryzykiem raka piersi.

Gen Zespot Raki u nosicieli heterozygo- | Ryzyko raka piersi
tycznych
BRCA1 Dziedziczny rak | Piersi, jajnika 50-85%
piersi/jajnika
BRCA2 Dziedziczny rak | Piersi, jajnika, trzustki, zo- 40-85%
piersi/jajnika fadka, prostaty
PALB2 Dziedziczny rak | Piersi, trzustki 40%
piersi
PTEN Cowden Piersi, tarczycy, trzony maci- | 25-85%
cy, nerki, jelita, skory
TP53 Li-Fraumeni Mobzgu, piersi, kory nadner- 50-90%
czy, skoéry, migsaki, biataczka
RECQL Dziedziczny rak | Piersi 35-80%
piersi
CHEK2 Dziedziczny rak | Piersi, prostaty, jelita, nerki 20-40% *
piersi
STK11 Peutz-Jeghers Piersi, jelita, zotadka, trzust- | 45-50%
ki, ptuc, jajnika, jader
CDH1 Dziedziczny roz- | Zotadka, piersi (lobularny) 40-50%
lany rak Zotadka
ATM Dziedziczny rak | Piersi 20%
piersi
NBN Dziedziczny rak | Piersi 20-30%
piersi
MRE11A Dziedziczny rak | Piersi ?
piersi
RAD50 Dziedziczny rak | Piersi ?
piersi
BRIP1 Dziedziczny rak | Piersi 20%
piersi

*mutacje skracajace biatko oraz raki piersi wsrod krewnych
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Badania wykazaty, ze wysokie ryzyko raka piersi w Polsce jest zwigzane najczgsciej z
mutacjami w genach BRCA, BRCA2, CHEK?2 oraz PALB2, a takze niedawno zidentyfikowa-
nym RECQL. Charakterystyczna cecha dla populacji polskiej jest jej stosunkowo wysoka ho-
mogennos¢, dzieki czemu mozliwe bylto wykrycie czestych mutacji zatozycielski badanych
gendw, co umozliwito opracowanie szybkich i stosunkowo niedrogich molekularnych testow

diagnostycznych, umozliwiajacych wykrywanie mutacji z duza czutoscia.

Testy DNA oparte o ocen¢ mutacji powtarzalnych w populacji polskiej zwigzanych z

wysokim ryzykiem raka piersi.

Geny BRCA1 i BRCA1

Gen BRCA1 zostat sklonowany w roku 1994, jest zlokalizowany na chromosomie

17921 i obejmuje 81 154 kpz genomowego DNA, jego mRNA posiada 7,8 kpz dtugosci, 24
eksony, a biatko sktada si¢ z 1836 aminokwasow (4-6). Gen BRCA2 zostat sklonowany w
1995 roku, potozony jest na chromosomie 13q13.1 i obejmuje 84 192 pz, mRNA o dtugosci
11386 pz sklada sig¢ sktada si¢ z 27 eksonow 1 koduje biatko zbudowane z 3418 aminokwa-
sow (7, 8). Oba geny maja podobna budowg strukturalna: zawieraja bardzo dlugi ekson 11 a
miejsce startu translacji jest zlokalizowane w eksonie 2.

Spektrum mutacji w genach BRCAL i BRCA2 jest bardzo duze i moga one wystgpoO-
waé wzdhuz catego genu. Geny te bardzo rzadko podlegaja mutacjom de novo i to jest naj-
prawdopodobniej jedna z gtdéwnych przyczyn ,,efektu zatozyciela” powodujacego, ze w popu-
lacjach o duzym poziomie homogennosci etnicznej zaledwie kilka mutacji stanowi wigkszo$¢
obserwowanych uszkodzen genéw BRCA i BRCA2. W Polsce zjawisko to po raz pierwszy za-
obserwowano w naszym Os$rodku (9), a niezaleznie, jednak nieco p6zniej i na mniejszym ma-
teriale, w Gliwicach (10). Mutacje genow BRCAL i BRCA2 w polskich rodzinach opisano
rowniez w innych pracach, jednak z doniesien tych nie wynikato, ze zaledwie kilka zmian
stanowi zdecydowana wigkszo$¢ zaburzen konstytucyjnych wystepujacych w Polsce (11, 12).
W przeprowadzonych w Szczecinie w latach 1996-1999 badaniach 66 rodzin z silna agregacja
rakow piersi/jajnika wykryto 35 mutacji konstytucyjnych BRCAL, z ktérych 5382insC, C61G
i 4153delA stwierdzono odpowiednio w 18, 7 i 4 przypadkach (9). Dalsze badania przepro-
wadzone na reprezentatywnej dla wszystkich regionow w Polsce serii 200 rodzin, z co naj-
mniej 3 rakami piersi/jajnika wykazaty, ze mutacje konstytucyjne genu BRCA1 (badane se-
kwencjonowaniem oraz technikami ,,Long PCR” 1 ,,Southern-RFLP”) sa przyczyna 61%
(122/200) tych agregacji, a okoto 90% z nich stanowi jedna z trzech mutacji 5382insC, C61G
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i 4153delA wystgpujace w stosunku okoto 6:2:1; mutacje genu BRCA2 stwierdzono u zaled-
wie 3,5% pacjentow z badanej grupy (7/200) i zadna z nich nie byta powtarzalna (13).

Mutacje zalozycielskie w genie BRCA1

Dzigki odkryciu ,,efektu zatozyciela” w polskiej populacji mozliwe byto opracowanie
szybkiego 1 efektywnego testu wykrywajacy mutacje w genie BRCAL u pacjentéw polskiego
pochodzenia (5382insC, C61G 1 4153delA) z bardzo wysoka czuto$cia. Opracowany w na-
szym Osrodku test oparty o ,,multiplex PCR” pozwala wykrywac¢ w prosty, szybki i tani spo-
s6b 80-90% mutacji BRCAL zwiazanych z wysokim ryzykiem raka piersi/jajnika (patent nr P-
335917). Specyficznos¢ testu jest praktycznie 100% (brak wynikow fatszywie dodatnich i fal-
szywie ujemnych) jezeli wynik testu oparty jest o analiz¢ z dwoch niezaleznych pobran krwi.
W przeprowadzonych w naszym Osrodku testach u okoto 3 500 kolejnych pacjentek z rodzin
z rakiem piersi zdiagnozowanym przed 50 rokiem zycia 3 mutacje zatozycielskie w BRCAL
wykryto w 5,7% przypadkéw (14). W podobnych badaniach u okoto 500 kolejnych pacjentek
z rakiem jajnika niezaleznie od wieku zdiagnozowania tego nowotworu, mutacj¢ BRCA1
stwierdzono w 13% przypadkow (15, 16). W koordynowanej przez nasz Osrodek akcji Sto-
warzyszenia ,,R6zowa Wstazka” promowanej przez czasopismo dla kobiet ,,Twdj Styl” testy
BRCAL wykonano u 5000 kobiet wykrywajac mutacje u 4% pacjentek zdrowych, u ktoérych
wsrod krewnych I° lub 11° stwierdzono raka piersi rozpoznanego przed 50 r.z. lub raka jajnika
niezaleznie od wieku zdiagnozowania. Akcje przeprowadzono na terenie catego kraju, tak
wigc mozna przyjac, ze mimo istniejacych regionalnych roznic, dla wszystkich Polek wska-
zaniem do testu BRCA1 powinno byé stwierdzenie wérdd krewnych 1° lub 11° zaréwno:

a) cech rodowodowo-klinicznych dziedzicznego raka piersi/jajnika (wg kryteriow poda-

nych w rozdziale o tych zespotach), jak i:

b) stwierdzenie nawet jednego zachorowania na raka piersi przed 50 r.z. lub raka jajnika

w dowolnym wieku:

c) ponadto test BRCAL nalezy wykonywac u kazdej chorej z rakiem piersi i/lub jajnika.

Inne zasady, ktore koniecznie nalezy przestrzegaé przy wykonywaniu testow BRCAL:
a) pelnoletnio$¢ osoby testowane;j;
b) wykonywanie analiz DNA z dwoch niezaleznych pobran krwi przez akredytowana
pracownig;
c) przeprowadzenie specjalistycznej konsultacji przez genetyka-onkologa zarowno przed

jak i po analizie DNA.
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Test Wysokiego Ryzyka (TWR) obejmujacy analize mutacji powtarzalnych dla populacii pol-
skiej w genach BRCA1 i BRCA?2

Wyniki licznych badan przeprowadzonych w kolejnych latach w wielu osrodkach w
Polsce wykazaly, ze oprocz 3 mutacji zatozycielskich 5382insC, C61G i 4153delA w genie
BRCAlinne zmiany réwniez moga wystgpowac powtarzalnie. Doktadna analiza danych litera-
turowych ujawnita kilkadziesiat roznych mutacji w genach BRCAL i BRCA2 (9-13, 16-31).
Wsrod powyzszych zmian, poza 3 mutacjami zatozycielskimi, ze zwigkszona czestosciag wy-
stepowaly 5 mutacji BRCA1 (185delAG, 794delT, 3819del5, 3875del4 i 5370C/T) oraz 4 mu-
tacji BRCA2 (886delGT, 4075delGT, 6174delT, 8138del5). Zmiany te zostaly wlaczone do
tzw. testu wysokiego ryzyka raka piersi/jajnika, wykonywanego u pacjentek spetniajacych
kryteria dziedzicznego raka piersi, a u ktorych nie wykryto mutacji zatozycielskich 5382insC,
C61G, 4153delA. Analizy molekularne wykonywane sa technika Real-time PCR, z zastoso-

waniem sond Tagman.

Sekwencjonowanie genéw BRCA1 i BRCA2

Mozliwos$ci zwiazane z wykorzystaniem techniki sekwencjonowanie nowej generacji
(Next Generation Sequencing, NGS) pozwalaja w uzasadnionych przypadkach na zbadania
peinej sekwencji genow BRCAL i BRCA. Ze wzgledow na dtuzszy czas wykonania oraz wyz-
sze koszty badanie NGS, najlepiej aby byto wykonywane u pacjentéw, u ktorych wczesniej
przeprowadzono test TWR 1 nie wykazano obecnosci Zadnej z powtarzalnych mutacji

BRCA1/2.

Mutacje genu CHEK.
Gen CHEK?2 bedacy ludzkim homologiem genu Rad53 Saccharomyces cerevisiae oraz Cdsl

Schizosaccharomyces pombe petni istotna role w regulacji cyklu komérkowego i naprawy
DNA (62, 63). CHEK2 znajduje si¢ na chromosomie 22q12.1, obejmuje 54 091 pz i sktada si¢
z 17 eksonéw; mRNA o dhugosci 2547 nukleotydow koduje biatko sktadajace si¢ z 543 ami-
nokwasow (64).

Wyniki analiz pokazaty, ze u pacjentek z rakiem piersi wystepuja ze zwigkszona czestoscia 4
mutacje genu CHEK2: 3 zmiany o charakterze skracajacym biatko (1100delC, TVS2+1G/A,
del5395pz) oraz jedna mutacja zmiany sensu (1157T). Zmiany te wystgpuja z czgstoscia ok.
6% w populacji polskiej. Zmiany skracajace biatko sa zwiazane z ponad 3-krotnym a zmiana
1157T z 1,5-krotnym zwigkszeniem ryzyka zachorowania na raka piersi (1). Bardzo istotne

jest to, ze w rodzinach z rakiem piersi u krewnych I/II° mutacje skracajace biatko wiaza si¢ z
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az 5-7 krotnym wzrostem ryzyka tego raka (1). Wysokie ryzyko raka piersi wystgpuje row-
niez u homozygotycznych nosicieli mutacji genu CHEK2 (65).

Podobnie jak w przypadku mutacji zatozycielskich genu BRCAL, roéwniez dla CHEK2 opra-
cowano szybki test diagnostyczny polegajacy na wykrywaniu 4 mutacji powtarzalnych w ge-
nie CHEK2: 1100delC, IVS2+1G/A, del5395pz i 1157T. Analizy molekularne wykonywane
sa technika Real-time PCR, z zastosowaniem sond Tagman, a takze ASA-PCR i RFLP.

Mutacje genu PALB2.

Gen PALB2 zostal sklonowany w 2006 roku (66), zlokalizowany jest na chromosomie
16p12.2, obejmuje 38 196 pz i sktada si¢ z 13 eksondéw; mRNA o dtugosci 3911 nukleotydow
koduje biatko sktadajace si¢ z 1186 aminokwasow (67). PALB2 stabilizuje biatko BRCAZ2 i

wraz z nim petni istotng rol¢ w procesie naprawy DNA (66).

Wyniki badania opartego na analizie genomowej ,,exome sequencing” ujawnity w populacji
polskiej obecno$¢ 2 mutacji zatozycielskich w genie PALB2: 509 510delGA oraz
172 _175delTTGT (68). Analiza powyzszych mutacji w duzej grupie kobiet, 12 529 z rakiem
piersi oraz 4702 zdrowych, pokazata, ze ich obecno$¢ wiaze si¢ z 4,4 krotnym zwigkszeniem
ryzyka raka piersi, przy czym ryzyko to moze by¢ znacznie wyzsze u pacjentek z rodzin z
agregacja raka piersi (OR 6,34-22,7) (69). Ponadto, u nosicielek mutacji PALB2 zaobserwo-
wano czgstsze wystgpowanie wigkszych guzow oraz gorsze rokowanie (68). Powyzszy wy-
nik pokazuje, ze do petnej analizy genetycznej wysokiego ryzyka raka piersi w Polsce nalezy
ocenia¢ oprocz mutacji zatozycielskich w genach BRCAL, BRCAL i CHEK2, rowniez mutacje

w genie PALB2.

Mutacje genu RECOL.

Zwiazek mutacji w genie RECQL z wysokim ryzykiem raka piersi zostal niedawno zidentyfi-
kowany przez naukowcoOw z Polski 1 Kanady oraz dziatajace niezaleznie grupe uczonych z
Chin (70, 71). Gen ten jest zlokalizowany na chromosomie 12p12, obejmuje 32 760pz i skia-
da sig z 16 eksonéw; mRNA o dlugosci 2341 nukleotydow koduje biatko sktadajace si¢ z 649
aminokwasow (72, 73). Bialko RECQL nalezy do rodziny RecQ helikaz DNA bioracych
udzial m. in w procesach naprawy DNA, replikacji rekombinacji i transkrypcji

Wyniki analizy genu RECQL w duzej grupie pacjentek z rakiem piersi (13 136 z Polski oraz
538 z Kanady) wykazaly, ze nowo zidentyfikowane mutacje tego genu (c.1667_1667+3del
AG w populacji polskiej oraz ¢.634C>T w Kanadzie) wiaza si¢ z 5,5-11,5 krotnym w Polsce
oraz 16-krotnym w Kanadzie zwigkszeniem ryzyka raka piersi (70). Wyniki badania z Chin
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opartego na analizie przypadkow rodzinnych pokazaly nawet ponad 30-krotne zwigkszenie
ryzyka raka piersi dla nosicielek mutacji genu RECQL - mutacje wykryto u 9 z 448 pacjentek
z rodzin z agregacja rakow piersi oraz 1 sposrod 1588 0sob zdrowych (70). Wyniki te pokazu-
ja jednoznacznie, ze mutacje genu RECQL wiaza si¢ z wysokim ryzykiem raka piersi i po-
winny zosta¢ wiaczone do analizy molekularnej wysokiego ryzyka tego nowotworu w Polsce

1 na Swiecie.

Sekwencjonowanie nowej generacji — nowe zmiany genéw zwigzanych z ryzykiem raka
piersi.

Wyniki najnowszych badan, w ktorych wykorzystano sekwencjonowanie nowej gene-
racji ujawnity, ze oprocz mutacji zatozycielskich/powtarzalnych w genach BRCA1, BRCA2,
CHEK2, PALB2 i RECQL, u pacjentek z rakiem piersi tzw. potrdjnie ujemnym (ER, PR i
HER ujemnym) oraz z rodzin z silng agregacja rakow piersi mozna wykry¢ mutacje rowniez
w innych genach zwiazanych z ryzykiem raka piersi, np. ATM, BRIP1, BARD1, XRCC2 (68).
Obecnie na rynku dostgpne sa oferty obejmujace sekwencjonowanie technika NGS panelu
nawet kilkudziesigciu innych gendow. Niektore z testow NGS oprocz analizy zmian typu sub-
stytucje, mate delecje/insercje umozliwiaja rownoczasowe wykrycie duzych reaaranzacji w

obrebie badanych genow, jak duze delecje/insercje.

Niezaleznie od wykorzystywanej techniki analizy molekularnej czy tez badanego genu/ow,
zawsze nalezy uwzgledni¢ przeprowadzenie powtornej analizy molekularnej - badanie z dru-
giego niezaleznego pobrania probki do izolacji DNA, w celu wykluczenia wynikow fatszywie

dodatnich, a takze fatszywie ujemnych.
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Streszczenie

W diagnozowaniu predyspozycji do dziedzicznego raka jelita grubego (RJG), bedace-
go wynikiem dziedziczenia pojedynczych mutacji zwiazanych z wysokim ryzykiem RJG sto-
suje si¢ techniki w kolejnosci odpowiedniej by wykrywaé mutacje jak najskuteczniej jak naj-
mniejszym kosztem. Podstawowym kryterium kwalifikacji do wykonania testow DNA sa da-
ne rodowodowo-kliniczne. W pierwszej kolejnosci wykrywa si¢ mutacje z wykorzystaniem
testow opartych o wykrywanie najczgstszych zmian powtarzalnych. W drugiej kolejnosci wy-
konuje si¢ analiz¢ rearanzacji, a nast¢pnie petng analiz¢ gendow za pomoca DHPLC i/lub se-
kwencjonowania DNA. Wysokie ryzyko nowotwordw jelita grubego mozna wykry¢ réwniez
na podstawie oceny akumulacji zmian DNA, ktére pojedynczo, ryzyko guzow jelita zwigk-

szaja w niewielkim stopniu.

Stowa kluczowe: Rak jelita grubego, testy DNA

61



Summary

In diagnosis of predisposition to hereditary colorectal cancer (CRC) resulting from in-
heritance of single mutations associated with high risk of CRC it is appropriate to apply tech-
niques in order allowing the highest cost-effectiveness of carrier detection. The basic criteria
for the implementation of DNA testing are pedigree and clinical data. Testing based on analy-
sis of recurrent mutations should be performed as the first. Then, it is appropriate to analyse
occurrence of large rearrangements and finally DHPLC and/or sequencing. High risk of colo-
rectal neoplasias can be detected as well by analysis of cumulation in one person of a few

low-risk genetic markers.

Key words: Hereditary colorectal cancer, DNA test
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Podstawowym kryterium kwalifikacji do wykonania testow DNA w kierunku dzie-
dzicznego raka jelita grubego (RJG) sa dane rodowodowo-kliniczne. W przypadku dostgpno-
sci tkanki z guza wskazane jest wykonanie jako pierwszej immunohistochemicznej oceny
ekspresji genow MLH1, MSH2 i MSH6, co w przypadku braku ekspresji jednego z biatek mo-
globy kierowac¢ postgpowaniem diagnostycznym.

W pierwszej kolejnosci stosuje si¢ techniki pozwalajace na najtansze diagnozowanie
nosicieli mutacji — test wykrywania mutacji powtarzalnych i MLPA umozliwiajaca wykrycie
rearanzacji genow. W przypadku niewykrycia mutacji wspomnianymi metodami wykonuje
si¢ analiz¢ 56 fragmentow genow MLH1, MSH2 i MSH6 za pomoca DHPLC lub i sekwen-
cjonowania DNA.

Testy oparte o ocen¢ mutacji powtarzalnych w genach MMR (MLH1, MSH2, MSH6)
Coraz wigcej wiadomo o rodzaju i czgstosci mutacji predysponujacych do nowotwo-
row. W Polsce takie geny jak MLH1, MSH2, MSHG6, ktorych mutacje stanowia najwickszy
odsetek znanych przyczyn zachorowan na dziedzicznego RJG, doczekaty si¢ opracowan po-
pulacyjnych, na podstawie ktorych wiadomo, jakich mutacji mozna si¢ spodziewac i w jakich
miejscach genow. Wedlug zebranych danych, 90% mutacji w polskich rodzinach z zepotem
Lyncha (LS) stanowia ,,mate mutacje” (mutacje dotyczace kilku-kilkunastu nukleotydow)
(Kurzawski i wsp. 2006), ktore w 70% maja charakter powtarzalny (Dymerska i wsp. 2014).
(Mutacje powtarzalne to takie mutacje, ktore pojawity si¢ w minimum dwoch polskich rodzi-
nach, lub tylko jednej, jednak sa powtarzalne na §wiecie). Rozw6; metod wykrywania zna-
nych mutacji otwiera perspektyw¢ nowego podejscia w diagnozowaniu dziedzicznego RJG
glownie ze wzgledu na niezwykle wysoka efektywnos$¢ ekonomiczng. Wedtug naszych da-
nych wykrywanie 20 najczgstszych mutacji odpowiedzialnych za LS (w genie MLHI1:
c.67delG; ¢.83C>T; c.184C>T; c.199G>A; ¢.332C>T; c.545+3A>G; ¢.546-2A>G;
C.677G>A; ¢.677G>T; c.1252 1253delGA; ¢.1489 1490insC; c.1731G>A; c.2041G>A,
€.2059C>T; w genie MSH2: c¢.942+3A>T; ¢.1204C>T; c¢.1215C>A; ¢.1216C>T;
€.2210+1G>C; w genie MSH6: ¢.3959_3962delCAAG) pozwala wykrywa¢ okoto 50%
wszystkich nosicieli mutacji. Analizg DNA wykonuje si¢ zgodnie z algorytmem przedstawio-

nym na rycinie 1.
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Ryc 1. Algorytm diagnostyczny badania zmian w genach MLH1, MSH2, MSH®6, zwigzanych z zespotem Lyncha

Testy oparte o oceng¢ mutacji powtarzalnych w genie APC

Przy podejrzeniu rodzinnej polipowatosci jelita grubego (FAP) pelna analize genu
APC poprzedza si¢ badaniem mutacji powtarzalnych. Wedlug danych uzyskanych przez ba-
daczy Ptawski i wsp. w 80% polskich rodzin z FAP wykrywa si¢ ,,mate mutacje”, w tym w
44% z nich to mutacje powtarzalne (Ptawski i wsp. 2007), czyli takie, ktore wystapity w
przynajmniej dwoch polskich rodzinach. Analiza siedmiu mutacji pozwala wykrywaé¢ okoto

40% wszystkich nosicieli mutac;ji.
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MLPA gen6w MMR (MLH1, MSH2, MSH6) oraz genu EPCAM

Technika MLPA (multiplex ligation dependent probe amplification) jest obecnie jedna
z podstawowych technik wykrywania rearanzacji w réznych genach, w tym takze w genach
MMR, a takze badania amplifikacji fragmentow genomu (Schouten i wsp. 2002) w naszym
laboratorium. Mutacje w genach MMR wykrywane testem MLPA stanowia okoto 10%
wszystkich mutacji w rodzinach z LS (Kurzawski i wsp. 2006). W przypadku wyniku nega-
tywnego celowe wydaje si¢ wykonanie testu na obecno$¢ mutacji w genie EpCAM. Mutacja

ostatnich eksonow genu EpCAM moze prowadzi¢ do inaktywacji genu za nim lezacego -

MSH2 (Dymerska i wsp. 2017).

DHPLC i/lub sekwencjonowanie DNA

W przypadku niewykrycia mutacji wspomnianymi metodami wykonuje si¢ petna ana-
lizg 56 fragmentow kodujacych w genach MLH1, MSH2 i MSH6 metoda DHPLC (denaturing
high-performance liquid chromatography), co zapewnia efektywny screening przy zachowa-
niu stosunkowo niewielkich kosztow analizy (Kurzawski i wsp. 2002). Wykryte zmiany pro-
filu elucji charakteryzuje si¢ przy pomocy sekwencjonowania DNA. Kazda wykryta mutacje

weryfikuje si¢ z dwoch niezaleznych pobran krwi.

Kumulacja markerow genetycznych niskiego ryzyka

W naszym o$rodku zgenotypowano 3059 zdrowych osob w wieku 54-65 z negatywna
historia rodzinna pod wzgledem RJG. Sposrod markeréw nieznacznie zwigkszonego ryzyka
zidentyfikowano pi¢¢ (rs2066847 - NOD2 ¢.3020insC, rs6983267, rs4779584, rs3802842,
rs4939827), z ktorych kazdy pojedynczo zwiazany byt ze wzrostem 17-59% ryzyka tzw. za-
awansowanego nowotworu jelita grubego (advanced colorectal neoplasias, ACN) - rak, gru-
czolak kosmkowy, dysplazja wysokiego stopnia lub gruczolak cewkowy o $rednicy co naj-
mniej 10mm. Stwierdzono, ze wystapienie u pacjenta trzech lub wigcej zmian zwiazanych ze
zwigkszonym ryzykiem powoduje wzrost ryzyka ACN o 3,6-krotne . Czuto$¢ omawianego

testu w wykrywaniu ACN wynosi okoto 15% (Kurlapska i wsp. 2014).
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Streszczenie

W ostatnich 10 latach w polskiej populacji zidentyfikowali§my szereg mutacji, zwia-
zanych z wysokim ryzykiem raka stercza i opracowali$my test wysokiego ryzyka raka prosta-
ty (TWR-PR). Oparty jest o wykrywanie 7 mutacji w genach NBS1(657del5),
CHK2(IVS2+1G>A, del5395, 1100delC, 1157T), HOXB13(G84E) i regionie
8924(rs188140481). Ryzyko raka prostaty u nosicieli jednej z powyzszych siedmiu zmian
DNA jest wysokie, gdy w ich rodzinie wystepowato co najmniej jedno zachorowanie na raka
prostaty u krewnych I i/lub II stopnia. Ryzyko zachorowania jest zwigkszone 3 - 8 krotnie, co
odpowiada wysokiemu prawdopodobienstwu (od 24% do 64%) zachorowania na raka prosta-
ty do 85 roku zycia. Lacznie czgsto$¢ populacyjna tych zmian DNA w polskiej populacji wy-
nosi 7%, a w przypadkach rodzinnych agregacji tego nowotworu wynosi okoto 20%. Test
TWR-PR okres$la nowa grupg wysokiego ryzyka - mezczyzn z co najmniej jednym zachoro-
waniem na raka prostaty w rodzinie, u ktorych wykrywa si¢ specyficzne zmiany genetyczne.
Opracowanie testu stwarza mozliwo$¢ szybkiej diagnostyki genetycznej wysokiego ryzyka

raka stercza w polskiej populaciji.

Stowa kluczowe: TWR-PR, NBS1, CHK2, HOXB13, 8924, rak prostaty, diagnostyka

69



Summary

In the last 10 years we identified a number of mutations in the Polish population asso-
ciated with high-risk prostate cancer (PC) and developed a high-risk PC test (TWR-PR). It is
based on the detection of 7 mutations in NBS1 (657del5), CHEK2 (IVS2 + 1G>A, del5395,
1100delC, 1157T), HOXB13 (G84E) and 8g24 region (rs188140481). Risk of PC in carriers
of one of these seven DNA variants is high, when they report a positive family of prostate
cancer in at least one or more | or 1l degree relatives. The risk of prostate cancer is increased
by 3 - 8 fold, which corresponds to a high lifetime risk (from 24% to 64%) of prostate cancer
to age of 85 years. These seven founder alleles have a combined prevalence of 7.0% in the
Polish population. One of these seven alleles is present in 20% of men with familial prostate
cancer. TWR-PR test defines a new high risk group - men with at least one relative of prostate
cancer in the family, who test positive for one of the seven founder prostate cancer risk vari-
ants. Development of this test offers the opportunity for rapid diagnosis of high risk of pros-

tate cancer in the Polish population.

Key words: TWR-PR, NBS1, CHEK2, HOXB13, 8924, prostate cancer, diagnostics
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W ostatnich 10 latach w polskiej populacji zidentyfikowaliSmy szereg mutacji, zwia-
zanych z wysokim ryzykiem raka stercza i opracowali$my test wysokiego ryzyka raka prosta-
ty (TWR-PR) oparty o wykrywanie 7 mutacji: (1) mutacji 657del5 genu NBS1, 2) mutacji
IVS2+1G>A genu CHEK2, 3) mutacji del5395 genu CHEK2, 4) mutacji 1100delC genu
CHEKZ2, 5) mutacji 1157T genu CHEK2, 6) mutacji G84E genu HOXB13, 7) allela A poli-
morfizmu pojedynczego nukleotydu rs188140481 w regionie 8g24.

Mutacja 657del5 genu NBS1 wystepuje z czgstoscig okoto 0,6% w naszej populacji, a
wigc w Polsce zyje okoto 250 000 nosicieli tej mutacji. U mgzczyzny, u ktorego w rodzinie
wystepowato co najmniej jedno zachorowanie na raka stercza u krewnych I lub II stopnia no-
sicielstwo mutacji 657del5 genu NBS1 wiaze si¢ z 4,5-krotnie zwigkszonym ryzykiem raka
stercza, co odpowiada okoto 36% ryzyku zachorowania na raka prostaty do 85 roku zycia w
naszej populacji [1].

W polskiej populacji wystepuja cztery czgste powtarzalne mutacje w obrgbie genu
CHEK2 (IVS2+1G>A, del5395, 1100delC, 1157T). Mutacje te tacznie wystepuja z wysoka
czgstoscia 6% w naszej populacji, a wigc w Polsce zyje okoto 2,5 mln nosicieli mutacji genu
CHEK?2.

U mgzczyzny, u ktéorego w rodzinie wystgpowalo co najmniej jedno zachorowanie na
raka stercza u krewnych 1 lub Il stopnia nosicielstwo jednej z czterech mutacji genu CHEK2
(del5395 Iub 1100delC lub IVS2+1G>A lub 1157T) wiaze si¢ z okoto 3-krotnie zwigkszonym
ryzykiem raka stercza, co odpowiada okoto 24% ryzyku zachorowania na raka prostaty [2].
Wyniki najnowszych badan na grupie 2907 mezczyzn z populacji polskiej, u ktorych wyko-
nano badania przesiewowe raka prostaty wykazaty, ze szczegolnie efektywne jest wykrywa-
nie wczesnego raka prostaty za pomoca PSA u nosicieli mutacji CHEK2 I157T. Zwigkszone
ryzyko dotyczyto zwtlaszcza nosicieli tej mutacji w wieku 40-60 lat (OR=5,5, p =0.001) i
mezczyzn z rakiem prostaty wsrod krewnych (OR = 3,2, p = 0.0004) [2].

Mutacja G84E genu HOXB13 wystepuje w Polsce z czgstoscia okoto 0.12%, a wigc w
Polsce zyje okoto 24 000 nosicieli tej zmiany DNA. U mezczyzny, u ktérego w rodzinie wy-
stgpowalo co najmniej jedno zachorowanie na raka stercza u krewnych I lub II stopnia nosi-
cielstwo mutacji G84E genu HOXB13 wiaze si¢ 8-krotnie zwigkszonym ryzykiem raka pro-
staty, co odpowiada okoto 64% ryzyku zachorowania na raka prostaty [3].

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu rs188140481 (allele A) w populacji polskiej
wystepuje z czgstoscia 0.4%, a wigc w Polsce zyje okoto 80 000 nosicieli tego allela. U mgz-
czyzny, u ktérego w rodzinie wystgpowato co najmniej jedno zachorowanie na raka stercza u

krewnych I lub II stopnia nosicielstwo allela A wiaze si¢ z okoto 5,4 - krotnie zwigkszonym
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ryzykiem raka prostaty, co odpowiada okoto 43% ryzyku zachorowania na raka stercza w
ciagu zycia [4].

W podsumowaniu, ryzyko raka prostaty u nosicieli jednej z powyzszych siedmiu
zmian DNA jest wysokie, gdy w ich rodzinie wystepowalo co najmniej jedno zachorowanie
na raka prostaty u krewnych I i/lub II stopnia. Wowczas ryzyko zachorowania jest zwigkszo-
ne 3 - 8 krotnie, co odpowiada wysokiemu prawdopodobienstwu, od 24% do 64%, zachoro-
wania na raka prostaty do 85 roku zycia. Lacznie czesto$¢ populacyjna tych zmian DNA
(sktadowych panelu wysokiego ryzyka) w polskiej populacji wynosi 7%, a w przypadkach
rodzinnych agregacji tego nowotworu wynosi okoto 20%.

Test TWR-PR identyfikuje wysokie genetycznie uwarunkowane ryzyko raka gruczotu
krokowego megzczyzny, u ktérego w rodzinie stwierdzono jedno lub wigcej zachorowan na
ten nowotwor. Ogromna zaletg testu jest to, iz okresla on nowa grupg wysokiego ryzyka -
mezezyzn z co najmniej jednym zachorowaniem na raka prostaty w rodzinie, u ktérych wy-
krywa si¢ specyficzne zmiany genetyczne (mutacje DNA z panelu TWR-PR). Szacujemy, ze
za pomocg testu u okoto 20% zdrowych mgzczyzn z dodatnim wywiadem rodzinnym zostanie
wykryte wysokie genetycznie uwarunkowane ryzyko raka prostaty. W Polsce zyje okoto 200
tysigcy mezczyzn z tak zdefiniowanym wysokim ryzykiem raka stercza.

Opracowanie testu stwarza mozliwo$¢ szybkiej diagnostyki genetycznej opartej o
identyfikacje zmian DNA. Koszt testu opartego o wykrywanie wybranych mutacji charakte-
rystycznych dla polskiej populacji jest wielokrotnie mniejszy niz koszt petnej analizy se-

kwencji genow.
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Streszczenie

U wigkszosci nosicieli zmian DNA umiarkowanie podwyzszajacych ryzyko zachoro-
wania na nowotwory zlosliwe nie stwierdza si¢ agregacji nowotworéw w rodzinie. W tych sy-
tuacjach zastosowanie testow DNA jest trudna do zastapienia metoda wykrywania zwigkszo-
nej genetycznej predyspozycji do nowotworow. Jak dotad nie ustalono efektywnosci medycz-
nej 1 ekonomicznej dla testow wykrywajacych zmiany DNA umiarkowanie podwyzszajace
ryzyko zachorowania na nowotwory ztosliwe. Niemniej jednak wykonywanie tych testow ja-
ko opcji postgpowania diagnostycznego nalezy rozwazy¢ u wszystkich dorostych niezaleznie

od nowotworowego wywiadu rodzinnego.

Stowa kluczowe: test DNA, zmiany umiarkowanie zwigkszonego ryzyka
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Summary

Most carriers of DNA variants conferring a low or moderate increase in the risk of
cancer development report a negative family history of cancer. DNA testing seems to be irre-
placeable way of identification of an increased genetic susceptibility to tumor development in
these patients. The medical and economic effectiveness of DNA testing for variants confer-
ring low or moderate increase in the risk of cancer is not established. However, such testing

should be considered as an option for all adults independently on family history of cancer.

Key words: DNA tests, moderate risk changes
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TEST OPARTY O WYKRYWANIE MUTACJI 3020INSC GENU NOD2
Zmiana 3020insC w obrebie genu NOD2 zwigksza ryzyko zachorowania na:
— raka piersi DCIS w wieku ponizej 50 r.z. ok. 5-krotnie
— mutacja ta wystgpuje w ok. 8% wszystkich rakow piersi;
— raka jelita grubego ponad 2-krotnic w wieku powyzej 60 r.z. - mutacja ta wystepuje
w ok. 15% wszystkich rakow jelita grubego;
— raka pluc ok. 2-krotnie - mutacje ta wystgpuje w ok. 12% wszystkich rakow ptuc;
— raka jajnika ok. 1,5-krotnie - mutacja ta wystepuje w ok. 11% wszystkich rakoéw jajni-
ka (1).
Zalecenia dla nosicieli zmiany 3020insC w obrebie genu NOD2 proponowane jako opcja
postepowania medycznego:
Zalecenia dla kobiet:
— systematyczna samokontrola piersi;
— badania lekarskie piersi od 20 r.z. 1 x 6 miesigcy;
— USG piersi od 20 r.z. 1 x rok;
— mammografia od 35 r.z. 1 x rok naprzemiennie z USG piersi;
— USG dopochwowe narzadu rodnego od 45 r.z. 1 x rok;
— kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowy jelita grubego od 60 r.z., co 5 lat lub
czesciej w przypadku wystegpowania jakichkolwiek zaburzen jelitowych;
— bezwzgledny zakaz palenia papierosow, dieta bogata w warzywa i owoce.
Zalecenia dla mgzczyzn:
— kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowy jelita grubego od 60 r.z., co 5 lat lub
czesciej w przypadku wystegpowania jakichkolwiek zaburzen jelitowych;

— bezwzgledny zakaz palenia papieroséw, dieta bogata w warzywa i owoce.

TEST OPARTY O WYKRYWANIE MUTACJI 1100DELC, IVS2+1G>A, DEL5395, 1157T
GENU CHEK2
Zmiany skracajace biatko CHEK2 (1100delC i1 IVS2+1G>A, del5395) zwigkszaja ryzyko za-
chorowania na:
— raka piersi (czgsciej rak zrazikowy) ok. 2,4-krotnie - mutacje te wystepuja w ok. 2,5%
wszystkich rakoéw piersi; ok. 5-krotnie gdy w rodowodzie wystapit rak piersi wsrdd

krewnych I° lub II°.
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raka prostaty ok. 2,3-krotnie - mutacje te wystgpuja w ok. 2,5% wszystkich rakow
prostaty oraz ok. 5% rodzinnych rakow prostaty; ryzyko raka prostaty jest zwickszone
okoto 5-krotnie, jesli w rodowodzie wystapil rak prostaty wsrdd krewnych I°;

raka brodawkowego tarczycy - ok. 5-krotnie — mutacje te wystgpuja w ok. 4% wszyst-

kich rakow brodawkowatych tarczycy (2, 3, 4).

Zmiana typu ,,missense” [157T w obregbie genu CHEK?2 zwigksza ryzyko zachorowania na:

raka piersi ok. 1,5-krotnie - mutacja ta wystepuje w ok. 7% rakow piersi;

raka prostaty ok. 1,6-krotnie - mutacja ta wystepuje w ok. 8% wszystkich rakow pro-
staty oraz ok. 12% rodzinnych rakow prostaty; ryzyko raka prostaty jest zwigkszone
okoto 3-krotnie gdy w rodowodzie wystapil rak prostaty wsrod krewnych 1°;

raka brodawkowatego tarczycy ok. 2-krotnie — mutacja ta wystepuje w ok. 9% rakoéw
tarczycy;

raka nerki ok. 2-krotnie - mutacja ta wystgpuje w ok. 10% rakow nerki;

raka jelita grubego ok. 2-krotnie - mutacja ta wystepuje w ok. 10% rakow jelita grube-
go (2, 3, 4);

raka jajnika o niskim stopniu morfologicznej ztosliwosci ok. 2-krotnie - mutacja ta
wystgpuje w ok. 10% rakow jajnika G1; oraz nowotwordw jajnika o granicznej zto-
sliwosci ok. 2,5-krotnie - mutacja ta wystepuje w ok. 11,5% nowotworow jajnika

o granicznej ztosliwosci (5).

Zalecenia dla  nosicieli zmian skracajacych bialkko CHEK2 (1100delC

I IVS2+1G>A, del5395) proponowane jako opcja postepowania medycznego:
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Zalecenia dla kobiet:

systematyczna samokontrola piersi;

badania lekarskie piersi od 25 r.z., 1 x 6 miesigcy;

USG piersi od 25 r.z., 1 x rok;

mammografia od 35 r.z., 1 x rok, naprzemiennie z USG piersi;
gastroskopia od 40 r.z., 1 x rok.

USG tarczycy od 20 r.z., 1 x rok.

Zalecenia dla mgzczyzn:

badanie palpacyjne prostaty, PSA od 50 r.z. 1 x rok;

do rozwazenia biopsja saturacyjna po 60 r.z. — jesli w rodowodzie wystapil rak prosta-
ty wsrdd krewnych I°.

gastroskopia od 40 r.z., 1 x rok.



Zalecenia dla nosicieli zmiany 1157T w obrebie genu CHEK2 proponowane jako opcja
postegpowania medycznego:
Zalecenia dla kobiet:
— systematyczna samokontrola piersi;
— badania lekarskie piersi od 40 r.z., 1 x 6 miesigcy;
— USG piersi od 40 r.z., 1 X rok;
— rezonans magnetyczny piersi ewentualnie mammografia od 40 r.z., 1 x rok naprze-
miennie z USG piersi;
— USG dopochwowe narzadu rodnego od 25 r.z., 1 X rok;
— USG jamy brzusznej od 40 r.z., 1 x rok ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na nerki;
— kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowy jelita grubego od 60 r.z., co 5 lat lub
czesdciej w przypadku wystgpowania jakichkolwiek zaburzen jelitowych;
— USG tarczycy od 20 r.z., 1 x rok.
Zalecenia dla m¢zczyzn:
— USG jamy brzusznej, od 40 r.z., 1 x rok ze szczegdlnym zwrdoceniem uwagi na nerki;
— kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowy jelita grubego od 60 r.z., co 5 lat lub
czesciej w przypadku wystgpowania jakichkolwiek zaburzen jelitowych;
— badanie palpacyjne prostaty, PSA od 50 r.z., 1 x rok;
— do rozwazenia biopsja saturacyjna prostaty po 60 r.z. - tylko, jesli w rodowodzie jest

rak prostaty wsrod krewnych I°.

TEST OPARTY O WYKRYWANIE MUTACJI 657DEL5 GENU NBS1
Zmiana 657del5 w obrgbie genu NBS1 zwigksza ryzyko zachorowania na:
— raka piersi ok. 2-krotnie; mutacja ta wystepuje w ok. 1% wszystkich rakow piersi;
— raka prostaty ok. 4-krotnie - mutacja ta wystepuje w ok. 3% wszystkich rakow prosta-
ty 1 ok. 9% rodzinnych rakow prostaty; ryzyko raka prostaty jest zwigkszone okoto 15-
krotnie, jesli w rodowodzie wystapit rak prostaty wsrod krewnych 1° (6),
— raka trzustki ok. 4-krotnie - mutacja ta wystepuje w ok. 2% wszystkich rakoéw trzustki
(13).
Zalecenia dla nosicieli zmiany 657del5 w obrebie genu NBS1 proponowane jako opcja
postepowania medycznego:
Zalecenia dla kobiet:

— systematyczna samokontrola piersi;
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badania lekarskie piersi od 30 r.z. 1 x 6 miesigcy;

USG piersi od 30 r.z., 1 x rok;

mammografia od 35 r.z., 1 x rok naprzemiennie z USG piersi.

Zalecenia dla mgzczyzn:

badanie palpacyjne prostaty, PSA od 50 r.z. 1 x rok;

do rozwazenia biopsja saturacyjna po 60 r.z. — jesli w rodowodzie jest rak prostaty
wsréd krewnych 1°.

USG jamy brzusznej od 45 r.z., 1 x rok

TK jamy brzusznej od 45 r.z., 1x 3 lata

TEST OPARTY O WYKRYWANIE ZMIANY A148T GENU CDKN2A (P16)

Zmiana A148T w obrebie genu CDKN2A (p16) zwigksza ryzyko zachorowania na:
czerniaka ztosliwego ok. 2-krotnie - mutacja wystgpuje w okoto 7% wszystkich czer-
niakow ztosliwych;

raka piersi (czgsciej DCIS) ponizej 50. roku zycia ok. 1,5-krotnie - mutacja ta wyste-
puje w ok. 5% rakow piersi ponizej 50. roku zycia;

raka ptuc ok. 2-krotnie - mutacja ta wystgpuje w ok. 7% wszystkich rakow phuc;

raka jelita grubego ok. 1,5-krotnie - mutacja ta wystgpuje w ok. 5% wszystkich rakoéw

jelita grubego (7, 8, 9).

Zalecenia dla nosicieli zmiany A148T w obrebie genu CDKN2A proponowane jako opcja

postepowania medycznego:
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Zalecenia dla kobiet:

systematyczna samokontrola piersi;

badania lekarskie piersi od 20 r.z., 1 x 6 miesigcy;

USG piersi od 20 r.z., 1 x rok;

mammografia od 35 r.z., 1 x rok naprzemiennie z USG piersi;

USG jamy brzusznej od 50 r.z., 1 x rok;

TK jamy brzusznej od 50 r.z., 1 x 3 lata

kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowy jelita grubego od 60 r.z., co 5 lat lub
czesdciej w przypadku wystgpowania jakichkolwiek zaburzen jelitowych;

bezwzgledny zakaz palenia papierosow, dieta bogata w warzywa i owoce;

unikanie nadmiernej ekspozycji na stonce/inne Zzrédta promieniowania UV; stosowa-

nie filtrow przeciwstonecznych o wysokim (30 1 wigcej) wspotczynniku fotoprotekeji;



w przypadku stwierdzenia znamion wykazujacych nast¢pujace zaburzenia: powigk-
szanie si¢, zmiana zabarwienia, §wiad, obwodka zapalna, saczenie, krwawienie - na-
tychmiastowa konsultacja u dermatologa.

Zalecenia dla m¢zcezyzn:

kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowy jelita grubego od 60 r.z., co 5 lat lub
czesciej w przypadku wystepowania jakichkolwiek zaburzen jelitowych;

bezwzgledny zakaz palenia papierosow, dieta bogata w warzywa i owoce;

unikanie nadmiernej ekspozycji na stonce/inne zrodta promieniowania UV; stosowa-
nie filtrow przeciwstonecznych o wysokim (30 i wigcej) wspotczynniku fotoproteke;ji;
w przypadku stwierdzenia znamion wykazujacych nast¢pujace zaburzenia: powigk-
szanie si¢, zmiana zabarwienia, §wiad, obwodka zapalna, saczenie, krwawienie - na-

tychmiastowa konsultacja u dermatologa.

TEST OPARTY O WYKRYWANIE ZMIAN C142G, G355T, G4326C GENU CYP1B1

Homozygotyczne nosicielstwo zmian C142G, G355T, G4326C (homozygoty GTC)

w obregbie genu CYP1B1 zwigksza ryzyko zachorowania na raka piersi ok. 2-krotnie i wyste-

puje w ok. 12% wszystkich rakow (10).

Zalecenia dla nosicielek homozygotycznego genotypu GTC w obrebie genu CYP1B1

proponowane jako opcja postgpowania medycznego:

systematyczna samokontrola piersi;

badanie lekarskie piersi od 25 r.z., 1 x 6 miesigcy;

USG piersi od 25 r.z., 1 x rok;

rezonans magnetyczny piersi ewentualnie mammografia od 25-30 r.z., 1 x rok na-
przemiennie z USG piersi.

USG jamy brzusznej od 35 r.z., 1x rok ze szczeg6lnym zwroceniem uwagi na trzustke
i nerki;

TK jamy brzusznej od 35-40 r.z., 1 x 3 lata

Nosicielstwo uktadu zmian CC, non GG, non CC w obrebie genu CYP1B1 zwigksza ryzyko

zachorowania na raka jelita grubego ok. 3-krotnie i wystepuje w ok. 6% wszystkich rakow.

81



Zalecenia dla nosicieli (kobiety i me¢zczyzni) ukladu CC, non GG, non CC w obrg¢bie ge-
nu CYP1B1 proponowane jako opcje postepowania medycznego:
- kolonoskopia lub ewentualny wlew kontrastowy od 50 r..z. co 5 lat lub cze$ciej w

przypadku wystepowania jakichkolwiek zaburzen jelitowych.

TEST OPARTY O WYKRYWANIE ZMIANY C5972T GENU BRCAZ2
Zmiana C5972T zwigksza ryzyko zachorowania na raka piersi DCIS ponizej 50. roku

zycia ok. 3-krotnie; homozygotyczne nosicielstwo tej zmiany (homozygoty TT) zwigksza ry-
zyko raka piersi ponizej 50. roku zycia ok. 5-krotnie; zmiana ta wystgpuje w ok. 6% rakow
piersi ponizej 50. roku zycia (11).
Zalecenia dla nosicielek zmiany C5972T genu BRCA2 proponowane jako opcja poste-
powania medycznego:

— systematyczna samokontrola piersi;

— badania lekarskie piersi od 25 r.z., 1 x 6 miesigcy;

— USG piersi od 25 r.z., 1 x rok;

— mammografia od 35 r.z., 1 x rok naprzemiennie z USG piersi.

TEST OPARTY O BADANIE NOSICIELSTWA MUTACII C61G ORAZ 4153DELA
GENU BRCA1 U MEZCZYZN
Zmiany C61G oraz 4153delA genu BRCAL u mezczyzn zwigkszaja ryzyko zachoro-

wania na raka prostaty ok. 3,6-krotnie - mutacje te wystepuja w ok. 0,4% wszystkich rakow
prostaty; ryzyko raka prostaty u nosicieli tych zmian jest zwigkszone okoto 12-krotnie, gdy
w rodowodzie wystapit rak prostaty wsrod krewnych 1° (12).
Zalecenia dla nosicieli mutacji C61G oraz 4153delA genu BRCA1 proponowane jako
opcja postepowania medycznego:

— badanie urologiczne, PSA od 50 r.z., 1 x 1 rok;

— do rozwazenia biopsja saturacyjna prostaty po 60 r.z. - jesli w rodowodzie stwierdzo-

no raka prostaty wsrod krewnych I°.
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Streszczenie

W ostatnich latach udato si¢ wykaza¢ u niemal wszystkich pacjentek z rakami piersi
lub jajnika charakterystyczne podtoze konstytucyjne sprzyjajace rozwojowi tych nowotwo-
réow. Stwierdzono, ze nosicielstwo mutacji w genach BRCA1l, BRCA2, CHEK?2,
PALB2,RECQL,RAD51, RAD51C, TP53, MSH6, MRE11A ,CDH1, NBS1, NOD2, CDKN2A,
CYP1B1 jak i rzadziej wystepujacych zmian w genach takich jak ATM, PTEN, STK11 wiaze
si¢ z podwyzszonym ryzykiem raka piersi. Zaburzenia w genach BRCA1, BRCA2, NOD2,
CHEK2, DHCR7 predysponuja do rozwoju raka jajnika. W niektorych przypadkach zmiany
genetyczne wiaza si¢ z bardzo wysokim ryzykiem nowotworowym, w innych przypadkach
wykrywane zaburzenia predysponuja do rozwoju raka w mniejszym stopniu. Zdiagnozowanie
podwyzszonego ryzyka raka umozliwia wdrozenie programu profilaktycznego umozliwiaja-
cego zapobiezenie nowotworowi, a tam gdzie to si¢ nie udaje pozwala na wykrycie raka we
wczesnym stadium. Dodatkowo zdiagnozowanie nosicielstwa odpowiednich mutacji pozwala
na dobdr najefektywniejszego, zindywidualizowanego sposobu leczenia zwigzanego z uwa-
runkowaniami konstytucjonalnymi pacjenta. Duzym problemem diagnostycznym sa pacjent-
ki, u ktérych zmian molekularnych nie udato si¢ znalez¢, ale dane rodowodowo-kliniczne
wskazuja na silne podtoze genetyczne nowotworu. W niniejszym opracowaniu przedstawiono
oraz umiarkowanie zwigkszonego ryzyka jak i zasady interpretacji danych rodowodowych.
Omowiono obecnie obowigzujace zasady diagnozowania grup ryzyka, profilaktyki oraz le-
czenia raka u pacjentek z zespotem BRCAL, BRCAZ2, innych zespotow wysokiego ryzyka raka

piersi i/lub jajnika oraz ze zmianami w genach umiarkowanie zwigkszonego ryzyka.

Stowa kluczowe: rak piersi, BRCA1, genetyka
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Summary

Recently, it is possible to show a constitutional genetic background in almost all pa-
tients with breast or ovarian cancer. It has been recognized that increased risk of breast can-
cers occurs in carriers of mutations in BRCA1, BRCA2, PALB2, RECQL, RAD51, RAD51C,
TP53, MSH6, MRE11A ,CDH1, CHEK2, NBS1, NOD2, CDKN2A, CYP1B1 and less frequent-
ly of genes such as ATM, PTEN, STK11. Abnormalities in BRCA1, BRCA2, NOD2, CHEK?2,
DHCR7 genes are predisposing factors also for development of ovarian cancer. In some cases,
characteristic gene mutations are related to a very high risk of cancer, in other cases detected
genetic changes predispose to cancer at lower degree. Diagnosis of increased risk of cancer al-
lows introduction of prophylactic programs which make possible to avoid cancer, or diagnose
it in early stages. Additionaly, the most effective method of treatment can be chosenfor carri-
ers of some mutations. Significant diagnostic problem constitute patients in whom molecular
abnormality was not detected but pedigree-clinical data indicate strong genetic background of
cancer. In the review we show the genetic background of breast and ovarian cancer taking in-
to consideration contribution of high and moderate penetrance genes as well as importance of
pedigree data. We discuss rules of diagnosis, prophylactics, the most sensitive methods of ear-
ly detection and treatment in patients with BRCA1, BRCA2 and other high risk syndromes as

well as in patients with abnormalities in moderate penetrance genes.

Key words: breast cancer, BRCAL, genetics
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Najstarsze doniesienie o rodzinnym raku piersi datuje si¢ na okoto 100 rok naszej ery
1 pochodzi z literatury medycznej Starozytnego Rzymu (1). Pierwsza dokumentacja rodzinne;j
agregacji raka piersi pochodzaca z czasow nowozytnych zostala opublikowana przez Broca w
1866 roku, ktoéry opisat 10 przypadkow raka piersi w 4 pokoleniach rodziny swojej zony (2).
W potowie lat dziewigcédziesiatych udowodniono réwniez na poziomie molekularnym, ze
znaczaca cze$¢ rakow piersi 1 jajnika ma dziedziczna etiologie jednogenowa (3, 4). Badania
oceniajace czestos¢ wystepowania cech rodowodowo-klinicznych charakterystycznych dla
silnych agregacji rakéw piersi/jajnika wsrdd kolejnych rakow tych narzadow jak i analizy
zgodnosci zachorowan wsérdd blizniakéw jednojajowych wskazuja, ze w okoto 30% rakow
piersi i jajnika zachorowania te powstaja wskutek silnej genetycznej predyspozycji (5). Do
niedawna w pozostalych tzw. sporadycznych rakach piersi/jajnika znaczenie czynnikéw gene-
tycznych byto pomijane. W ostatnich latach udato si¢ jednak wykaza¢, ze u pacjentéw z ra-
kami sporadycznymi rowniez jest wykrywalne charakterystyczne podloze konstytucyjne
sprzyjajace rozwojowi tych nowotwordow. Dlatego obecnie uwaza si¢, ze u niemal wszystkich
pacjentow z nowotworami powinno wystgpowaé odpowiednie podtoze genetyczne w réznym
stopniu wptywajace na ryzyko rozwoju nowotworu. Zmiany genetyczne silnie zwiazane z
wystepowaniem nowotworu okresla si¢ jako zmiany (geny) wysokiego ryzyka, natomiast
zmiany powiazane z rozwojem danego nowotworu w mniejszym stopniu nazywa si¢ zmiana-
mi (genami) umiarkowanie zwigkszonego ryzyka. Klinicznie silna genetyczna predyspozycja
do raka piersi/jajnika jest w Polsce na ogo6l powigzana z mutacjami w genach BRCAL,
CHEK2, PALB2, BRCA2 czy RECQL i ujawnia si¢ najczgsciej jako zespoty tzw. dziedziczne-
go raka piersi specyficznego narzadowo (hereditary breast cancer - Site specific; HBC-ss),
dziedzicznego raka piersi-jajnika (hereditary breast-ovarian cancer; HBOC) i dziedzicznego
raka jajnika specyficznego narzadowo (hereditary ovarian cancer; HOC). W zespole HBC-ss
u cztonkow rodzin wystgpuja raki piersi a nie stwierdza si¢ rakow jajnika, w zespole HBOC
wsrod krewnych rozpoznawane sa zaro6wno raki piersi jak i jajnika, w zespole HOC w rodzi-
nach wystegpuja raki jajnika natomiast nie stwierdza si¢ rakow piersi. Na podstawie cech ro-
dowodowo-klinicznych charakterystycznych dla rakow piersi/jajnika zwigzanych z mutacjami
o wysokiej penetracji okreslono kryteria umozliwiajace rozpoznawanie definitywne lub z wy-
sokim prawdopodobienstwem rodzin z zespotami HBC-ss, HBOC, HOC. Kryteria te zesta-
wiono w tabeli 1. W zdecydowanej wigkszosci przypadkow nowotworow zwiazanych z ge-
nami umiarkowanie zwigkszonego ryzyka wywiad rodzinny jest nieobciazony.

Zespoty HBC-ss, HBOC, HOC sa heterogenne klinicznie i molekularnie. Do najczgst-
szych przyczyn ich powstawania naleza mutacje konstytucyjne w genach BRCAL i BRCA2.
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Ostatnio wykazano, ze kilka procent tych zespotow powstaje na bazie mutacji skracajacych

biatko genu CHEK2, PALB2 czy RECQL (6, 7, 8, 9).

Tab. 1. Kryteria rodowodowo-kliniczne rozpoznawania zespotow HBC-ss, HBOC i HOC.

Liczba przypadkéw raka piersi lub jajnika w rodzinie:

A - trzy (diagnoza definitywna)

1. Przynajmniej 3 krewnych dotknigtych rakiem piersi/jajnika rozpoznanym w dowolnym wieku;

B - dwa (diagnoza z duzym prawdopodobienstwem)

1. 2 raki piersi lub jajnika wéréd krewnych I° (lub 11° przez mezczyzng);

2. 1 rak piersii | rak jajnika rozpoznane w dowolnym wieku wérdéd krewnych I° (lub 11° przez mez-

czyzne);

- jeden (diagnoza z duzym prawdopodobienstwem)

Wystapienie raka piersi ponizej 40 roku zycia;

Wystapienie raka piersi rdzeniastego lub atypowego rdzeniastego;

Wystapienie raka piersi i jajnika u tej samej osoby;

C
1
2. Woystapienie raka piersi obustronnego;
3
4
5

Woystapienie raka piersi u m¢zczyzny;

ZESPOL BRCA1

W zespole tym stwierdza si¢ u pacjentki konstytucyjna mutacje genu BRCAL. U nosi-
cielek mutacji tego genu obserwuje si¢ okoto 50-80% ryzyko rozwoju raka piersi 1 okoto 40%
ryzyko rozwoju raka jajnika (10). Wg danych uzyskanych w naszym Osrodku dla populacji
polskiej na podstawie badania kolejnych rakow piersi/jajnika ryzyka do 75 roku zycia wyno-
sza odpowiednio okoto 66% dla raka sutka i 44% dla raka jajnika (tab. 2). Zaobserwowano,
ze ryzyko jest uzaleznione od rodzaju mutacji i lokalizacji w genie (11, 12, 13). Wg naszych
obserwacji np. ryzyko zachorowania na raka piersi jest okoto 2-krotnie wyzsze
u nosicielek 5382insC, w poréwnaniu z ryzykiem u nosicielek 4153delA (11). Dodatkowym
czynnikiem wptywajacym na poziom ryzyka jest stopien obciazenia wywiadu rodzinnego.
Stwierdzono, Ze ryzyko raka piersi rosnie o kolejne 20% wraz z wystapienim u kazdej krew-
nej 1° raka piersi przed 50 rokiem zycia. Natomiast wystapienie raka jajnika u kazdej krewnej
I° lub 11° wiaze sig ze wzrostem ryzyka raka jajnika o kolejne 60% (14). Réwniez miejsce za-
mieszkania wplywa na poziom ryzyka. W przeprowadzonym ostatnio prospektywnym bada-

niu ryzyka raka stwierdzono roznice penetracji w zaleznosci od miejsca zamieszkania. I tak,

prawdopodobienstwo rozwoju raka piersi do 70 roku zycia dla nosicielek mutacji genu
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BRCA1 z Ameryki Pétnocnej okreslono na 72%, a dla nosicielek z Polski na 49%, wskazujac

na znaczenie czynnikow srodowiskowych (15).

Tab. 2. Ryzyko raka piersi i jajnika u nosicielek mutacji BRCA1 w Polsce (10).

A: Skumulowane ryzyko raka piersi:

Wiek: <30 40 50 60 70 75
Ryzyko skumulowane (%): 16 65 30 405 505 66
B: Skumulowane ryzyko raka jajnika:

Wiek: <30 40 50 60 70 75
Ryzyko skumulowane (%): 1 35 12 30 41 44

Niepelna penetracja BRCAL sugeruje, ze inne genetyczne i pozagenetyczne czynniki
maja znaczenie w karcinogenezie u nosicielek mutacji.

Jak dotad zidentyfikowano szereg zmian majacych potencjalne znaczenie jako mody-
fikatory ryzyka. Wieloosrodkowe badania w ramach konsorcjum CIMBA sugeruja, ze zmiany
te pojedynczo maja staby efekt oddziatywania i prawdopodobnie jest on zmienny populacyj-
nie (16-31).

Charakterystyczne dla rakoéw jajnika u nosicielek mutacji BRCAL jest rowniez zwigk-
szone ryzyko rakow jajowodu 1 otrzewnej szacowane na okoto 10%. Przedstawione powyzej
dane o czgsto$ci zachorowan na raka jajnika dotycza najprawdopodobniej czgstosci rakow
jajnika, jajowodu 1 otrzewnej lacznie, poniewaz te ostatnie guzy byly w przesztosci najczg-
sciej rozpoznawane jako raki jajnika ze wzgledu na podobienstwo obrazu histologicznego i
towarzyszacy im wzrost poziomu markera CA 125.

Najprawdopodobniej ryzyko rakéw innych narzadéw w niektorych rodzajach mutacji
BRCAL1 jest réwniez zwigkszone, jednak ten efekt nosicielstwa zaburzen BRCAL nie zostat
dotad dowiedziony ostatecznie.
klinicznych. Sredni wiek diagnozowania rakow piersi tego typu wynosi okoto 42-45 lat (32-
33) a rakow jajnika okoto 54 lata (34-35). Obustronno$¢ stwierdza si¢ w okoto 18-32% rakow
piersi BRCA1 zaleznych (36-37). Bardzo charakterystyczna cecha jest szybkie tempo rozra-
stania si¢ tych guzow - w ponad 90% przypadkow raki BRCA1 zalezne wykazuja G3 - trzeci
stopien morfologicznej zto§liwosci juz w chwili rozpoznania. Niemal wszystkie raki jajnika u
nosicielek mutacji genu BRCA1 diagnozowane sa tez w I11°/IV° zaawansowania klinicznego

wg FIGO. Raki piersi czgsto sa rdzeniaste, atypowe rdzeniaste lub przewodowe bez wykry-
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walnej obecnosci receptorow estrogenowych (ER). Raki piersi zalezne od BRCA1 stanowia
okoto 25-30% wszystkich rakow potrojnie ujemnych (ER-, PGR-, HER2-) (36-38). Wywiad
rodzinny czg¢sto jest obciazony (ryc. 1), jednak ze wzgledu na dziedziczenie w linii ojcowske;j

1 niepelna penetracj¢ tj. przypadki z negatywnym wywiadem rodzinnym stwierdza si¢ w ok.
45% (ryc. 2) (37).
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Ryc. 1. Rodzina z zespotem HOC oraz stwierdzona mutacja konstytucyjng genu BRCA1 4153delA.
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Ryc. 2. Osoba z rakiem jajnika i ze stwierdzona mutacja konstytucyjna genu BRCA1L - 5382insC z rodziny bez
innych uchwytnych cech rodowodowo-klinicznych charakterystycznych dla rodzin z zespotem HBOC/HOC.

ZESPOL. BRCA2
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W zespole tym stwierdza si¢ u pacjentki konstytucyjna mutacje genu BRCA2 (5). Na
podstawie danych z pismiennictwa w rodzinach z definitywnym HBC-ss i HBOC u nosicielki
mutacji BRCA2 ryzyko raka piersi si¢ga 31-56% a raka jajnika 11-27% (12, 41-45). Ostatnio
zaobserwowano, ze duzy wplyw na poziom ryzyka rozwoju raka piersi ma wiek zachorowa-
nia na ten nowotwor krewnej I°. Roczne ryzyko wynosi 4.5% dla nosicielek mutacji genu
BRCA? jesli krewna I° zachorowata przed 30 rokiem zycia, a 0.7% jesli zachorowanie wysta-
pito w wieku powyzej 60 lat. Takiego zwigzku nie obserwowano wsrod nosicielek mutacji
genu BRCAL (46). Jak wykazaly badania 200 polskich rodzin z silna agregacja rakow pier-
si/jajnika, mutacje konstytucyjne genu BRCA2 wystepuja w tej grupie rzadko — z czgstoscia
okoto 4%. Nie jest jak dotad znane ryzyko skumulowane rozwoju raka u polskich nosicieli
mutacji genu BRCA2. Wigkszos¢ mutacji BRCA2 wystepujacych w naszej populacji najpraw-
dopodobniej na ogdt nieznacznie zwigksza ryzyko raka piersi, chociaz badania wykonane w
naszym Osrodku wykazaty, ze w rodzinach z agregacja raka piersi zdiagnozowanego przed 50
r.z. oraz zotadka zdiagnozowanego u mezczyzn przed 55 r.z. czgstos¢ mutacji genu BRCA2
wystepuje na poziome 10-20% (47). Mutacje genu BRCA2 wiaza si¢ natomiast ze znacznym,
chociaz doktadniej nieokreslonym, ryzykiem raka jajnika, raka prostaty oraz rakow przewodu
pokarmowego - zotadka, jelita grubego, trzustki i to zarowno u kobiet jak i u mezczyzn.
Przemawiaja za tym badania przeprowadzone w naszym Osrodku, w ktorych mutacje wykry-
wano z czgstoscia okoto 30% w rodzinach bez raka piersi, ale z agregacja raka jajnika oraz
raka zolfadka, jelita grubego lub trzustki wérdd krewnych I° lub 11° niezaleznie od pici (48). Z
badan wykonanych w Poznaniu wynika, ze czgstos¢ mutacji genu BRCAZ2 jest tez zwigkszona
w rodzinach z rakiem piersi u mgzczyzn i wynosi ona w naszym kraju okoto 15% (49).

Raki piersi i jajnika w rodzinach z mutacjami genu BRCA2 wykazuja szereg cech cha-
rakterystycznych. Wedtug danych z pisSmiennictwa $redni wiek zachorowania na raki zalezne
od BRCA2 wynosi dla rakow piersi 52 lata u kobiet i 53 lata u mezczyzn oraz dla rakow jajni-
ka 62 lata (49-50).

INNE ZESPOLY WYSOKIEGO RYZYKA RAKA PIERSI

W Polsce w okoto 30% rodzin z rozpoznanymi definitywnie zespotami HBC-ss
i HBOC oraz w okoto 40% rodzin z zespotem HOC nie sa wykrywane mutacje BRCA1 lub
BRCAZ2. Udowodniono, ze czgsci przypadkéw wystepowanie tych nowotwordw w populacji
polskiej spowodowane jest nosicielstwem mutacji genéw CHEK2 (1100delC, IVS2+1G>A,
del5395), PALB2 czy RECQL (7, 8, 9).
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Nosicielstwo mutacji CHEK2 skracajacych biatko (1100delC, IVS2+1G>A, del5395)
wiaze si¢ z okoto 3-krotnym wzrostem ryzyka zachorowania na raka piersi a, co niezwykle
wazne az z 5-7-krotnym wzrostem w rodzinach z rakami piersi wsrod krewnych (6, 51, 52).
Cybulski 1 wsp. okreslili, ze ryzyko raka piersi u nosicielek mutacji CHEK2 skracajacych
biatko wynosi 28% je$li rak piersi wystapil u krewnej I1°, 34% jesli rak piersi wystapit u
krewnej 1°1 44% jesli rak piersi wystapit u krewnej 1° i 11° (53). W zwiazku z powyzszym no-
sicielki mutacji CHEK2 spetniajace te kryteria nalezy traktowac jak pacjentki wysokiego ry-
zyka. Ryzyko to dotyczy zaré6wno pacjentek mtodych jak starszych. Stad badania kontrolne
piersi w tej grupie rozpoczyna si¢ od 25 roku zycia. Stwierdzono, ze u pacjentek z ta mutacja
znaczaco czesciej wystepuje typ lobularny raka piersi (53). Nowotwor ten jest trudny do wy-
krycia wylacznie za pomoca mammografii. Ostatnio wykazano, ze kombinacja usg piersi 1
mammografii charakteryzuje si¢ w tej grupie pacjentek czutoscia zblizona do badania rezo-
nansu magnetycznego (Huzarski i wsp. wystano do druku). W tym kontekscie uwzgledniajac
koszty badan, usg piersi z mammografia wydaja si¢ by¢ rozsadna alternatywa do badania re-
zonansu magnetycznego piersi.

Zaobserwowano, ze nosicielstwo mutacji genu PALB2 wiaze si¢ z okoto 5-krotnym
zwigkszeniem ryzyka raka piersi, a w przypadkach gdy krewna I° nosicielki mutacji genu
PALB2 chorowata na raka piersi ryzyko wzrasta 8,5-krotnie (7-8). Nalezy podkresli¢, ze
PALB2-zalezne raki piersi charachreryzujq si¢ znacznie gorszym rokowaniem szczegdlnie w
przypadkach zdiagnozowania guza o $rednicy wigkszej niz 2 cm (8). Dlatego w prowadzeniu
pacjentek z ta mutacja nalezy szczegodlnie duzy nacisk potozy¢ na zastosowanie metod umoz-
liwiajacych wczesne wykrycie guza (np. MRI piersi) oraz réznych form profilaktyki pierwot-
nej.

Ostatnio Cybulski 1 wsp. zidentyfikowat nowy gen zwiazany z wysokim ryzykiem ra-
ka piersi. Nosicielstwo mutacji genu RECQL charakteryzuje okoto 40% ryzykiem rozwoju
raka piersi, a w przypadkach obcigzonego wywiadu rodzinnego ryzyko rosnie do okoto 70%
9).

W pojedynczych przypadkach rodzin, w ktérych wystgpuja ze zwigkszona czgstoscia
raki piersi/jajnika. mozna rozpozna¢ jeden z rzadkich zespoldw nowotworowych. Zaspoty ze-
stawiono w tabeli 3, W wielu osrodkach na §wiecie nadal trwaja prace nad identyfikacja ge-

néw, ktorych mutacje wiaza si¢ z wysokim ryzykiem raka piersi.
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Tab. 3. Wybrane rzadkie zespoly genetyczne ze zwigkszonym ryzykiem wystgpowania raka piersi i/lub jajnika.

Schorzenie Obraz kliniczny Mutacje genu / PiSmiennictwo
Dziedziczenie
Mutacja genu CHEK2 u | wysokie ryzyko rozwoju raka CHEK?2 51-52
pacjentow z wywiadam | piersi, oraz umiarkowanie zwigk- | penetracja okoto
rodzinnym obcigzonym | szone ryzyko rak jelita grubego, 30-40%
rakiem piersi nerki, tarczycy, prostaty
Wspoéwystepowanie mu- | wysokie ryzyko rozwoju raka CHEK2/B2P1 54
tacji genu CHEK?2 i po- |piersi, oraz umiarkowanie zwigk- | penetracja okoto
limorfizmu B2P1 szone ryzyko rak jelita grubego, 30-40%
nerki, tarczycy, prostaty
Homozygotyczna muta- | wysokie ryzyko rozwoju raka CHEK?2 52
cja genu CHEK?2 piersi, oraz umiarkowanie zwigk- | penetracja okoto
szone ryzyko rak jelita grubego, 30-40%
nerki, tarczycy, prostaty
Mutacja genu PALB2 wysokie ryzyko rozwoju raka PALB2 7,8
piersi penetracja okoto
35%
Mutacja genu RECQL | wysokie ryzyko rozwoju raka RECQL 9
piersi penetracja okoto
40%
Mutacje genu wysokie ryzyko rozwoju raka RAD51C i RAD51D 55
RAD51CiD jajnika wysoka penetracja
Zespot raki piersi (okoto 15% w wieku p53, 50, 56
Li-Fraumeni <30 . z.), migsaki, guzy moézgu, | wysoka penetracja;
biataczka, raki nadnercza AD
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Mutacje genu CDH1 Rozlany rak zotadka, rak piersi CDH1 95
zrazikowy wysoka penetracja;
AD
Choroba wieloogniskowe zaburzenia $lu- PTEN 57-58
Cowdena zowoskorne, fagodne choroby AD
proliferacyjne r6znych organow,
raki tarczycy, raki piersi/jajnika
HNPCC raki jelita grubego, trzonu macicy MSH2, MLH1,; 59
1 innych organow wlaczajac raka AD
piersi/jajnika
Zespot sluzowoskorna pigmentacja me- STK11; 60
Peutz-Jeghers laninowa, polipy jelitowe, raki AD
kolorektalne i jelita cienkiego,
guzy gonadalne, rak piersi
Zespot makrocefalia, polipy jelitowe, PTEN 61
Ruvalcaba- plamy ,,café-au-lait” na praciu, AD
Myhre-Smith thuszczaki, raki tarczycy
(Z.Bannayan-Riley- I piersi
Ruvalcaba)
Heterozygotyczne ataksja mozdzkowa, telangiekta- ATM 62-63
nosicielstwo mutacji zje oczne i skorne, nadwrazli- penetracja 20-40%;
genu dla ,,ataxia wos$¢ na promieniowanie radia- AD
telangiectasia” cyjne, rézne nowotwory wilacza-
jac raka piersi/jajnika
Zespot gynecomatia, cryptorchidism, gu- 47, XXY; 64
Klinefeltera zy z ekstragonadalnych komorek niska penetracja
germinalnych (germ cell tumors), <10%
rak piersi u m¢zczyzn
Mutacja genu receptora | rodzinne raki piersi u mgzczyzn receptor 65
androgenowego androgenowy
Chtopcyl

fRodowodowe dziedziczenie:
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AD - autosomalne dominujace

AR - autosomalne recesywne

ZALECENIA POSTEPOWANIA W RODZINACH Z WYSOKIM RYZYKIEM RAKA
PIERSI/JAINIKA
Specjalne zasady postgpowania (66) nalezy zastosowac U:
— nosicieli mutacji gendéw zwigzanych z wysokim ryzykiem raka piersi/jajnika, jesli ta-
kie mutacje zostaty wykryte w rodzinie; w takich przypadkach zwykle tylko okoto
50% cztonkéw rodziny musi by¢ wtaczonych do programu
— wszystkich cztonkoéw rodzin z rozpoznaniem definitywnym lub podejrzeniem zespotu
dziedzicznego raka piersi/jajnika wedlug kryteriow rodowodowo-klinicznych zesta-
wionych w tabeli 1, jesli konstytucyjne mutacje predysponujace do rozwoju rakow nie
zostaty wykryte.
Specjalne postepowanie dotyczy:
a) profilaktyki;
b) schematu badan kontrolnych;

c) leczenia.

PROFILAKTYKA
Doustna hormonalna antykoncepcja

Dobrze udokumentowano przeciw wskazania do stosowania doustnych srodkéw anty-
koncepcyjnych przez nosicielki mutacji BRCA1 w wieku do 25 lat.

Wykazano, ze $rodki te stosowane w miodszym wieku przez 5 lat zwigkszaja ryzyko
raka piersi o okoto 40%, a raka piersi wystgpujacego do 40 rz. nawet o okoto 74% (67-68).
Poniewaz w okoto 30% przypadkéw u nosicielek mutacji BRCAL nie stwierdza si¢ jakich-
kolwiek cech HBC-ss, HBOC lub HOC, wydaje si¢ konieczne wykonywanie testu BRCA1 u
kazdej mtodej kobiety, ktora decyduje si¢ na doustna antykoncepcje. Srodki antykoncepcyijne
stosowane przez nosicielki mutacji BRCAL po 30 roku zycia wydaja si¢ nie wplywac na
wzrost ryzyka raka piersi (67-70) natomiast zmniejszaja o okoto 50% ryzyko raka jajnika
(67). Tak wigc ich stosowanie w pozniejszym wieku wydaje si¢ uzasadnione. Jak dotad brak
dobrze zweryfikowanych danych na temat efektow stosowania doustnej antykoncepcji w ro-

dzinach z rakami piersi/jajnika niezwiazanymi z BRCAL. W zwiazku z tym jednak, Ze istnieja
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prace o kilkakrotnym zwigkszeniu ryzyka raka piersi spowodowanym pigutkami antykoncep-
cyjnymi u kobiet z rodzin z agregacja zachorowan na raka piersi (71), rozsadnym wydaje si¢
unikanie doustnej antykoncepcji w rodzinach z cechami HBC-ss i HBOC. Nie zaobserwowa-
no negatywnego wplywu na ryzyko raka jajnika $rodkéw hormonalnych stosowanych w trak-

cie leczenia bezptodnosci (72).

Hormonalna terapia zastgpcza

Profilaktyczne usunigcie narzadu rodnego w wieku 35-40 lat jest postgpowaniem
z wyboru u nosicielek mutacji BRCA1/2 i wiaze si¢ z redukcja ryzyka rozwoju zaréwno raka
jajnika. Wykazano, Ze czgsto$¢ raka piersi wsrod nosicielek mutacji genu BRCA1/2, krore
poddaty si¢ adnexektomii jest podobna do w grupie pacjentek stosujacych hormonalna terapig
zastgpcza jak i w grupie nosicielek, ktore takiej terapii nie stosowaty (73-76). Wpltyw hormo-
nalnej terapii zastgpczej u nosicielek mutacji BRCAL/2, ktore nie poddaty si¢ operacji profi-
laktycznej narzadu rodnego nie jest wystarczajaco udokumentowany. Stwierdzono 3-krotny -
wzrost ryzyka rozwoju raka piersi u 0sob stosujacych hormonalng terapi¢ zastgpcza i obcia-
zonych rodzinnym wywiadem odno$nie raka piersi (77). W zwiazku z powyzszym decyzja 0
stosowaniu hormonalnej terapii zastgpczej u takich nosicielek mutacji BRCA1/2, powinna by¢

rozwazana ze szczegdlna ostroznoscia.

Karmienie piersia

Dhugotrwale karmienie piersia zalecamy wszystkim pacjentkom z rodzin z HBC-ss,
HBOC i HOC. Wykazano, ze u nosicielek mutacji BRCA1 karmienie przez okres, tacznie po
wszystkich cigzach, dlugosci 18 miesigcy redukuje ryzyko raka piersi o okoto 50% tj. z 50-
80% do 25-40% (77-78).

Wczesne urodzenie dziecka

Generalnie kobiety, ktore urodzity pierwsze dziecko przed 20 r.z. maja o okoto poto-
we nizsze od nierddek ryzyko zachorowania na raka piersi. Ta obserwacja prawdziwa w od-
niesieniu do nieselekcjonowanej grupy kobiet, nie zostata potwierdzona w grupie kobiet - no-
sicielek mutacji BRCA1 czy BRCA2 (79). Biorac jednak pod uwagg fakt, ze nosicielki mutacji
powinny poddac si¢ operacji profilaktycznej narzadu rodnego w wieku 35-40 lat, pacjentki

nie powinny zwleka¢ z macierzynstwem.
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Chemoprewencja
Tamoxifen

Dane z piSmiennictwa jednoznacznie wskazuja, ze tamoxifen zmniejsza o okoto 50%
ryzyko raka piersi ER+. Dzialanie to zaobserwowano zaréwno u zdrowych kobiet jak 1 u ko-
biet leczonych z powodu raka jednej piersi, kiedy to tamoxifen zmniejszal ryzyko raka obu-
stronnego. Tamoxifen dziata tez profilaktycznie u nosicielek mutacji BRCAL obnizajac ryzy-
ko raka piersi o okoto 50% mimo tego, ze zdecydowana wigkszos$¢ tych guzéow jest ER-. Do-
broczynne dziatanie tamoxifenu wykazano zarowno u nosicielek mutacji w wieku przedme-
nopauzalnym, jak i pomenopauzalnym (80-81). Uzasadnione jest proponowanie pacjentkom z
rodzin z definitywnym HBC-ss, HBOC oraz nosicielkom mutacji BRCA1 chemoprewencji
tamoxifenem po wykluczeniu wszelkich przeciwwskazan zwlaszcza zwiazanych ze zwigk-
szonym ryzykiem choroby zakrzepowej i przy zapewnieniu odpowiedniej kontroli, co do po-
wstawania tych zaburzen oraz zmian przerostowych §luzowki trzonu macicy. Aktualne wyni-
ki wskazuja, ze roczne stosowanie tamoxifenu wykazuje podobny efekt prewencyjny jak 5-

letnia terapia (82).

Mikroelementy

W grudniu 2008 roku odkodowano dane prowadzonej przez nasz Osrodek podwojnie
zaslepionej proby klinicznej nad wplywem selenu na ryzyko rakoéw u nosicielek mutacji
BRCAL. W probie wzigto udziat ponad 1300 kobiet, u ktérych stwierdzono nieoczekiwanie,
ze w podgrupie suplementowanej seleninem sodu po blisko 3 latach trwania proby wystapita
nieco wigksza liczba rakow piersi 1 jajnika. Badania asocjacyjne wskazuja, ze o optymalnym
dla nosicielki BRCA1 poziomie selenu decyduja genotypy gendéw metabolizujacych selen.
Mozliwo$¢ obnizenia ryzyka raka u nosicielek BRCA1 poprzez suplementacj¢ selenem czy
diet¢ ubogoselenowa wymaga dalszych badan, jednak juz obecnie mozna wykorzysta¢ ozna-
czenie poziomu selenu w osoczu, jako marker ryzyka rakow piersi/jajnika u nosicielek muta-
cji BRCAL. Ostatnio wykazano rowniez, ze pacjentki, u ktorych ze zdiagnozowanym rakiem
piersi i rownocze$nie wystgpujacym niskim poziomem selenu charakteryzowaly si¢ znaczaco
nizszym wskaznikiem 5-letniego przezycia (83). Pojawiaja si¢ doniesienia wskazujace na
znaczenie jonow zelaza i antymonu na ryzyko raka piersi u nosicielek mutacji genu BRCA1
(84).
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Adnexektomia

Zarowno retrospektywne jak i prospektywne obserwacje pacjentek z konstytucyjnymi
mutacjami BRCAL lub BRCA2 wykazuja, ze profilaktyczna adnexektomia zmniejsza ryzyko
raka jajnika/otrzewnej do okoto 5% i raka piersi do okoto 30-40%. Efekt zmniejszajacy ryzy-
ko raka piersi obserwuje si¢ rowniez, kiedy adnexektomia zostanie wykonana po menopauzie
(85). Do niedawna uwazano, ze efekt ten dotyczy zaréwno nosicielek mutacji genu BRCAL
jak i BRCAZ2, jednak ostatnio Kotsopoulos i wsp. zaobserwowali, ze profilaktyczna adneksek-
tomia nie ma znaczacego wplywu na redukcje ryzyka raka piersi wsrod nosicielek mutacji ge-
nu BRCAL (86). Profilaktyczna adnexectomia wiaze si¢ z 80% redukcja zachorowalnos$ci na
raka jajnika, jajowodu i otrzewnej oraz 77% redukcja umieralno$ci wynikajacej z jakiejkol-
wiek przyczyny (87). Wobec powyzszych faktow w naszym Osrodku profilaktyczna adnexek-
tomia zalecana jest u wszystkich nosicielek mutacji BRCAL/BRCA2, ktore przekroczyly 35
r.z. Zabieg ten proponujemy kobietom z rodzin z HBC-ss, HBOC i HOC i bez mutacji
BRCAL/BRCA2 tylko wowczas, gdy w trakcie badan kontrolnych wykrywane sa zmiany pato-
logiczne narzadu ptciowego. Wsrdd naszych pacjentek okoto 85% akceptuje t¢ forme profi-
laktyki (88).

Mastektomia

Celem profilaktycznej mastektomii jest ograniczenie prawdopodobienstwa rozwoju
raka piersi poprzez usunigcie newralgicznej tkanki. Opisano pojedyncze przypadki raka piersi
wychodzace ze $ciany klatki piersiowej albo z jamy pachowej po profilaktycznej mastekto-
mii. Stwierdzono jednak, ze tylko u 1% pacjentek z grupy wysokiego ryzyka rozwija sig rak
piersi mimo wczes$niejszej mastektomii (89). Profilaktyczna mastektomia wykonana w wieku
25 lat wiaze sig z podniesieniem wskaznika przezycia do 80 roku o 9%, natomiast wykonana
w wieku 50 lat tylko 0 2.8% (90). Wydaje si¢ rozsadnym zarezerwowanie profilaktycznej ma-
stektomii dla wysoko umotywowanych pacjentek z wysokim ryzykiem definitywnie rozpo-
znanym 1 szczegOlnie dla tych, u ktorych stwierdza si¢ guzowate 1 mammograficznie ggste
gruczoty piersiowe, a wigc posiadajace budowe utrudniajaca wczesna diagnoze. Obecnie naj-
czgscie] wykonywane sa podskorne mastektomie z nastgpcza natychmiastowa rekonstrukcja.

Postgpowanie takie zapewnia uzyskanie dobrego efektu kosmetycznego (91).

BADANIA KONTROLNE
Schemat badan kontrolnych w rodzinach z zespotami HBC-ss, HBOC, HOC, jak réw-
niez u nosicielek mutacji BRCA1/BRCA2 bez rodowodowo-klinicznych cech tych zespotow

100



podano w tabeli 4. Schemat ten jest indywidualizowany dla poszczegélnych pacjentéw/rodzin
co do wieku, w ktérym poszczegdlne badania si¢ rozpoczynaja jak i co do rodzaju stosowa-
nych badan. W niektorych rodzinach, gdzie odnotowano np. raka piersi w wieku ponizej 25
r.Z., czy raka jajnika ponizej 35 r.z. badania ultrasonograficzne piersi czy narzadu rodnego na-
lezy rozpoczyna¢ odpowiednio wczesniej - w wieku co najmniej 5 lat nizszym od najmtod-
szego wieku, w ktorym rozpoznano u krewnej raka kontrolowanego narzadu. Badania kontro-
Ine piersi i jajnikoéw sa dodatkowo poszerzane o koloskopie, gastroskopi¢ czy oceng PSA i
USG prostaty wowczas, gdy u czlonkéw rodziny wystepuja dolegliwosci odpowiednio ze
strony jelita grubego, zotadka czy drog moczowych. Z wieloletniego do§wiadczenia wiemy,
ze do bledow w interpretacji wynikoéw badan kontrolnych nalezy brak §wiadomosci lekarzy,
ze raki piersi u nosicielek mutacji BRCAL daja czgsto obraz torbieli lub gruczolakowldknia-
kow. Niemniej jednak nalezy podkresli¢, ze badania kontrolne maja bardzo ograniczone moz-
liwosci wykrywania wczesnych rakéw u nosicielek mutacji BRCAL. U kobiet z tym zaburze-
niem raki jajnika w I° zaawansowania klinicznego wykrywa si¢ zaledwie w okoto 10% przy-
padkéw mimo rzetelnego wykonywania badan kontrolnych (32, 71). Znaczacy postgp w dia-
gnostyce wezesnych rakow piersi u nosicielek mutacji BRCAL stanowi rezonans magnetycz-
ny. Badanie to umozliwia wykrycie okoto 77% rakow piersi o $rednicy ponizej lcm, a w
kombinacji z USG i badaniem palpacyjnym czutos¢ rosnie do ponad 90% (92). Nalezy miec
$wiadomos¢, ze nawet przy rozbudowanym schemacie badan kontrolnych u 10-15% pacjen-

tek w momencie diagnozy raka piersi wystgpuja przerzuty do weztow pachowych.

Tab. 4. Schemat badan kontrolnych w rodzinach z zespotami wysokiego ryzyka raka sutka/jajnika.

Wiek rozpoczecia

Narzad Badanie Czestos¢
(lata)

Pier$ samokontrola 20 cO miesiac
palpacyjne badanie 20-25 co 6 miesigcy
lekarskie
USG 25 co 12 miesigcy

(6 miesiecy po mammografii)

MRI 25 co 12 miesigey
mammografia 30 co 12 miesigcy

Narzad rodny | USG dopochwowe 30 co 12 miesigey
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CA 125 30 co 12 miesigey

(6 miesigcy po USG)

LECZENIE

zasady

102

Istniejace dane wskazuja, ze u nosicielek mutacji BRCA1 nalezy zastosowaé odrgbne
leczenia rakow piersi. Obejmuja one:

wskazanie do radykalnej mastektomii a nie lumpektomii z nastgpowa radioterapia,
poniewaz ryzyko wznowy miejscowej przy pierwszej metodzie postgpowania wynosi
okoto 1% a przy drugiej okoto 8% (Narod SA, dane nieopublikowane).

wskazanie do stosowania tamoxifenu mimo tego, ze raki sq na ogot ER-, ze wzgledu
na okoto 50% zmniejszenie ryzyka raka drugiej piersi dzigki hormonoterapii (80-82).
wskazanie do adnexektomii nie tylko ze wzgledu na profilaktyke, ale i dlatego, ze jak
wykazuja wstgpne dane, zabieg ten zmniejsza ryzyko zgonu W ciagu 10 lat o okoto
70% (93) Ostatnio zaobserwowano, ze dobroczynny wplyw adnexectomii jest najsil-
niejszy u nosicielek mutacji genu BRCAI, ktére zachorowaly na raka piersi z nie-
obecnym receptorem estrogenowym (94). Takim pacjentkom adnexectomia powinna
by¢ zalecana mozliwie szybko po zdiagnozowaniu raka piersi.

w przypadku pacjentek z rakiem piersi leczonych chemioterapia wykazano znacznie
lepsze efekty stosujac schematy pozbawione taxanoéw (95). Niezwykle atrakcyjne sa
wyniki stosowania cisplatyny w leczeniu neoadjuwantowym pacjentek z rakiem piersi
(96-97). W grupie 107 nosicielek mutacji BRCA1 catkowita patologiczna remisj¢ guza
osiagnigto u okoto 61% pacjentek. Wyniki leczenia byly nieznacznie lepsze (69% pa-
cjentek z catkowita remisja patologiczna, jesli przed zastosowaniem cis-platyny pa-
cjentki nie byly leczone innymi chemioterapeutykami. Efekt leczenia w pewnym
stopniu zalezy od stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu. Caltkowita patolo-
giczng remisj¢ obserwowano u 56% pacjentek z rakiem piersi w stopniu 11B-I11, na-
tomiast u 78% pacjentek, u ktorych nowotwor zdiagnozowano w stopniu I-1IA. Duza
skuteczno$¢ cis-platyny stwierdzilisSmy tez w leczeniu pacjentek z rozsianym rakiem
piersi (98). Rownoczesnie trwaja proby kliniczne z wykorzystaniem inhibitoréw
PARP w leczeniu nosicielek mutacji BRCA1 z rakiem piersi lub jajnika. Ostatnio za-
obserwowano, ze nosicielki mutacji genu BRCA1 z rakiem piersi zdiagnozowanym w

I stopniu zaawansowania klinicznego odnosza korzys¢ jesli leczenie chirurgiczne bylo



uzupehione chemioterapia w stosunku do pacjentek, ktore chemioterapii nie otrzyma-
ty (HR =0.28; 95 % C1 0.10-0.79; p = 0.02) (99).

INNE ZESPOLY ZWIAZANE ZE ZMIANAMI GENETYCZNYMI ZWIEKSZONEGO
RYZYKA RAKA PIERSI

Istotnym problemem genetyki klinicznej jest zwigkszona dziedziczna predyspozycja
do nowotworow piersi lub jajnika w rodzinach, w ktorych takie zachorowania wczes$niej nie
wystgpowaty.

Ze wzgledu na mata liczebno$¢ rodzin, dziedziczenie przez lini¢ meska oraz niepelna
penetracj¢ rowniez w takich rodzinach nalezy bra¢ pod uwage wptyw genéw wysokiego ry-
zyka jak BRCAL/2 [okoto 50% nosicielek mutacji BRCAL z rakiem piersi ma nieobciazony
wywiad rodzinny (35)]. Jednak zdecydowana wigkszo§¢ zachorowan w takich rodzinach po-
wiazana jest z innymi czynnikami. Wpltyw na ryzyko raka wielorakich czynnikéw $rodowi-
skowych udokumentowano juz w przesztosci. W ostatnim czasie udato si¢ wykaza¢, ze u po-
nad 90% pacjentek z rakiem piersi wystgpuja zmiany genetyczne predysponujace do rozwoju
tego nowotworu (100). W wigkszo$ci sa to zmiany umiarkowanie zwigkszonej penetracji.
W tym konteksécie nalezy przypuszczaé, ze niekorzystne czynniki srodowiskowe mogtyby
powodowac raka tylko u pacjentéw o odpowiednim podtozu genetycznym. Dotychczas w po-
pulacji polskiej udokumentowano znaczenie kilku zmian tego typu, co wiaze si¢ z opcja od-
miennego postgpowania klinicznego rekomendowanego tym pacjentom. Stwierdzono, ze
zmiany w genach CHEK2 (1157T), NBS1 (657del5), NOD2 (3020insC), CDKN2A (A148T),
BRCA2 (5972C/T polimorfizm) CYP1B1 (homozygota GTC), wiaza si¢ z podwyzszonym ry-
zykiem rozwoju raka piersi w populacji polskiej ( 101-102).

Nosicielki mutacji CHEK2 typu I157T maja ryzyko podwyzszone w mniejszym stop-
niu (1,4-krotnie wyzsze niz populacyjne). Wystgpowanie raka piersi w mtodym wieku nie jest
charakterystyczna cecha tego typu mutacji. Stwierdzono, ze u pacjentek z ta mutacja znaczaco
czesciej wystepuje typ lobularny raka piersi (6, 53).

Zmiana w genie w NBS1 (657del5) wiaze si¢ z okoto 3,5-krotnym wzrostem ryzyka
raka piersi, a wzrost ten jest jeszcze silniej wyrazony dla pacjentek w wieku ponizej 40 r.z.
(103) i obciazonym wywiadem rodzinnym (104). Z kolei mutacja w genie NOD2 typu
3020insC jest zasocjowana z rakiem piersi wystgpujacym w mtodym wieku (OR=1,9). Zmia-
nie tej towarzyszy rowniez charakterystyczny typ histopatologiczny raka - rak przewodowy z
komponenta DCIS (105). Rakom tego typu najczesciej towarzysza mikrozwapnienia, dlatego

tez mammografia powinna by¢ szczegdlnie przydatnym badaniem w profilaktyce pacjentek ze
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zmianami w genie NOD2. Rowniez polimorfizm 5972C/T w genie BRCA2 wiaze si¢ podwyz-
szonym ryzykiem rozwoju raka piersi przed 40 r.z. (OR=1,4). Ryzyko raka znacznie bardziej
ro$nie u pacjentek z uktadem homozygotycznym (OR=4,8). Efekt ten jest zauwazalny zarow-
no w mtodym jak i pozniejszym wieku (106). Podwyzszone ryzyko raka piersi stwierdzono
réwniez u nosicielek mutacji CDKN2A (A148T) (OR=1,5) oraz CYP1B1 (homozygota GTC)
(OR=1,5). Rowniez w przypadkach tych zmian odnotowuje si¢ podwyzszenie ryzyka raka w
miodym wicku. Opieke nad pacjentkami z mutacjami NBS1 (657del5), NOD2 (3020insC),
BRCA2 (5972C/T), CDKN2A (A148T), CYP1B1 (homozygota GTC) rozpoczyna si¢ w 25 r.z.
wg opcji przedstawionych w tabeli 5.

Tab. 5. Opcje badan kontrolnych piersi u pacjentek z poszczeg6lnymi typami mutacji
niskiego/posredniego ryzyka nowotworowego.

] Wiek rozpocze-
Narzad Badanie ) Czestos¢
cia (lata)
NBS1 (657del5) samokontrola 20 co miesiac
CHEK2 (1157T) palpacyjne badanie 20-25 co 6 miesiccy
NOD?2 (3020insC) lekarskie
CDKN2A (A148T) USG 25 co 12 miesigcy
BRCA2 (5972C/T)
CYP1B1 (homozygota GTC) ' mammografia 35 co 12 miesiecy (6 miesigcy po
usg)

Badania nad grupa pacjentek z rodzinna historig raka jajnika pozwolity na wyodrgb-
nienie charakterystycznych cech klinicznych rakow jajnika bez mutacji konstytucyjnych
w genach BRCAL i BRCA2. Raki w tej grupie w odroznieniu od przypadkoéw powstatych na
bazie mutacji BRCAL i BRCA2 czgsciej wykrywane sa w okresie pomenopauzalnym (pomig-
dzy 51 a 60 r.z.) oraz w nizszym - II° morfologicznej ztosliwosci, a takze w I1° klasyfikacji
FIGO. Nie stwierdzono nadreprezentacji zadnego typu histologicznego. Analiza rodzaju i lo-
kalizacji nowotworow wsérdd krewnych badanych kobiet wykazata zwigkszong czgsto§¢ wy-
stgpowania gruczolako-torbielakow jajnika (cystadenoma ovarii) (107-108).

Gruczolako-torbielaki jajnika to tagodne nowotwory, mogace jednakze w niektorych
przypadkach przechodzi¢ zto$liwa transformacje w nowotwor graniczny o niskim potencjale
ztosliwosci (borderline malignancy tumors), a niekiedy nawet w raka (cystadenocarcinoma)
(109-110).
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Do rozwoju tego nowotworu predysponowaé moze wystgpowanie nastgpujacych zmian kon-
stytucyjnych: NOD2 3020insC, CHEK2 1157T, CYP1B1 355T/T oraz DHCR7 W151X. W
grupie ,,zwigkszonego ryzyka” znajduja si¢ zwlaszcza kobiety w wieku reprodukcyjnym (<50
r.z.), ktore, bedac nosicielkami co najmniej jednej z wymienionych zmian, maja ponad 2-
krotnie zwigkszone ryzyko rozwoju nowotworu jajnika o granicznej ztosliwosci (OR 2,26; p
= 0,0005). Dlatego tez kobietom tym proponuje si¢ wykonywanie raz na rok USG przezpo-
chwowego juz od 20-25 r.z. Wczesne wykrycie guza i jego chirurgiczna resekcja moze zapo-
biec rozwojowi raka jajnika. Ponadto w przypadku nosicielek wariantu 355T/T genu CYP1B1
opcj¢ badan kontrolnych poszerza si¢ o coroczne badanie piersi z uzyciem usg i mammografii
od 30-35 r.z. ze wzgledu na 2,7-krotne zwigkszenie ryzyka rozwoju raka tego narzadu (OR
2,75; p =0,03) (110-111).

Badania profilaktyczne zaleca si¢ rowniez krewnym I° i/lub II° w wieku reproduk-
cyjnym pacjentek z gruczolakotorbielakiem jajnika, w tym:
- coroczne kontrolne USG przezpochwowe, jesli u pacjentki zdiagnozowano nowotwor jajni-
ka o granicznej zto§liwosci 1 wykryto zmiang CHEK2 1157T;
- coroczne badanie piersi z zastosowaniem rezonansu magnetycznego w przypadku krewnych
pacjentek z wariantem 355T/T genu CYP1B1 i zdiagnozowanym tagodnym gruczolako-
torbielakiem jajnika.

Badania nad genetyczna predyspozycja do rozwoju raka piersi czy gruczolako-
torbielakow jajnika wskazuja na istnienie wielogenowych zaleznosci prowadzacych do wyso-
kiego ryzyka rozwoju nowotworu. Ich odkrycie wymaga¢ bedzie najprawdopodobniej wielu

lat kolejnych analiz.

PODSUMOWUJAC

Corocznie w Polsce zachorowuje na raka piersi i jajnika kilkanascie tysigcy kobiet.
Osiagnigte postgpy w genetyce klinicznej nowotwordow pozwalaja zapobiec znacznemu od-
setkowi tych zachorowan. Ponadto raki o znanym podiozu genetycznym mozna skuteczniej
wykrywaé i leczy¢ dzigki zastosowaniu specjalistycznego, odmiennego od standardowego,

systemu badan kontrolnych i postgpowania terapeutycznego.
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Streszczenie

Praca jest przegladem doswiadczen wiasnych oraz danych z pis$miennictwa na temat
diagnostyki, profilaktyki i leczenia nowotworéw w przebiegu zespotu Lyncha (HNPCC).

Unikalna warto§¢ wnosza odmienne od standardowych kryteria rozpoznawania
»HNPCC susp”. Taka sytuacj¢ kliniczna wedlug wtasnych badan autoréw nalezy rozpozna-
wacé wowczas, gdy:

1. u probanta lub ktéregokolwiek z jego krewnych I° lub I1° stwierdza sig raka jelita gru-
bego;

2. U chorego z rakiem jelita grubego, spetniajacego kryterium 1) lub wérdd jego krew-
nych I° stwierdza si¢ raka z tzw. spektrum HNPCC - raka jelita grubego, trzonu maci-
cy, jelita cienkiego lub drog moczowych;

3. co najmniej jeden z rakow spetniajacych kryteria 1) lub 2) zdiagnozowany zostat po-
nizej 50 r.z.

4. wykluczono polipowatos$¢ rodzinna.

Stowa kluczowe: HNPCC, kryteria diagnostyczne, prewencja, leczenie
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Summary

Publication is the review based on author’s own experience and literature data con-
cerning diagnosis, prevention and treatment of tumors in families with Lynch Syndrome
(HNPCC).

The unique value is provided by special, distinct from standard, criteria of diagnosing
“HNPCC susp”. According to authors studies such diagnosis can be established when:

1. proband or at least one of his I° or II° relatives is affected by colorectal cancer (CRC);

2. patient with CRC matching criterium 1) or one of his I° relatives is affected by at least
one cancer from so called HNPCC spectrum - CRC, cancer of the endometrium or of
the small bowel or of the urinary tract;

3. at least one of cancers matching criteria 1) or 2) has been diagnosed under age of 50
years;

4. familial adenomatous polyposis is excluded.

Key words: HNPCC, diagnostic criteria, prevention, treatment
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Szacuje sig, ze wysoka genetyczna predyspozycja jest przyczyna 10-20% wszystkich
rakow jelita grubego (RJIG) (1, 2, 3, 4, 5). Do dobrze znanych zespotéw dziedzicznej predys-
pozycji do nowotworéw w przebiegu ktorych dochodzi do rozwoju RJG naleza dziedziczace
si¢ zgodnie z prawami Mendla takie zespoty jak: dziedziczny nie zwiazany z polipowato$cia
rak jelita grubego (HNPCC, zespdt Lyncha), polipowato$¢ rodzinna w tym zespdt Gardnera,

zespoly Zankasa, Turcota, Peutz-Jeghersa i polipowatosci mlodziencze;j.

ZESPOL LYNCHA (HNPCC)

Opisany przez Lyncha (6) w latach sze$¢dziesiatych zespot dziedzicznego niezwiaza-
nego z polipowatoscia RJG stanowi przynajmniej okoto 5% wszystkich RJIG. Wykazano, ze
HNPCC powstaje w wyniku mutacji jednego z kilku genow takich jak MSH2, MLH1, MSHS6,
PMS2. Mutacje w obrgbie dwoch pierwszych z nich sa najczgstsza przyczyna zespotow
Lynch (7, 8, 9, 10). Do charakterystycznych cech klinicznych zespotu Lyncha naleza:

— weczesny wiek zachorowania ($rednio ok. 45 r.z.)

— czestsza prawostronna lokalizacja guza

— 21 wigcej przypadkéw RJIG wsrod krewnych 1°

— wiele synchronicznych i metachronicznych ognisk RIG

— wystgpowanie choroby w kolejnych pokoleniach (transmisja pionowa)

— zwigkszona czgsto$¢ wystgpowania wsrod krewnych rakdéw trzonu macicy, jelita cien-
kiego 1 dr6g moczowych.

Wedlug migdzynarodowej grupy ekspertow (International Collaborative Group on
HNPCC - ICG-HNPCC) zespot Lyncha mozna jednoznacznie rozpoznawaé wowczas, gdy
wykryta zostanie mutacja konstytucyjna w jednym z genéw zwiazanych z HNPCC jak np.
MSH2 czy MLHI1 lub tez na podstawie danych rodowodowo-klinicznych, wowczas, gdy
spetnione sa kryteria przedstawione w tabeli 1 (11, 12).

Na rycinie 1 przedstawiono rodzing spetniajaca kryteria definitywnego HNPCC wg
ICG-HNPCC.
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Ryc. 1. Rodowdd rodziny z cechami HNPCC wg ICG-HNPCC (14).

Ze wzgledu na niepelna penetracje gendw typowa dla choréb mendlowskich dominu-
jacych, zgony z powodu réznych chordb, czy tez trudno$ci w uzyskaniu pelnych informacji
o wszystkich czlonkach rodzin, znaczna czg¢§¢ - by¢ moze wigkszo$¢ - rodzin
W rzeczywistosci obciazonych HNPCC, nie moze by¢ rozpoznana w oparciu o kryteria wg ta-

beli 1, tj. amsterdamskie.

Tab. 1. Kryteria diagnostyczne HNPCC wg ICG-HNPCC (12).

u co najmniej 3 cztonkow danej rodziny wykryto zweryfikowanego histopatologicznie RJG
1. | lub raka trzonu macicy, jelita cienkiego lub drog moczowych; jeden z nich jest krewnym I°

dwoch pozostatych; wykluczono polipowato$¢ rodzinna*,

2. |co najmniej 2 z tych oséb to krewni I° w dwoch réznych pokoleniach,

3. |przynajmniej u 1 sposrod tych osob zdiagnozowano raka przed 50 r.z.

Wszystkie pozostate parametry (prawostronna lokalizacja, syn- lub metachroniczne guzy) wedtug
tych badaczy powinny by¢ traktowane jako cechy dodatkowe.

*wykluczono wystepowanie mnogich polipow (polipowatosci) jelita grubego, wrodzonego przerostu nablonka
barwnikowego siatkowki, torbieli i kostniakow kosci twarzoczaszki oraz desmoidow

Dlatego tez szereg autorow proponuje stosowanie innego typu kryteriow, spetnienie
ktorych nie upowaznia do jednoznacznego rozpoznania HNPCC, jednak jest pomocne
w wykrywaniu rodzin ze zwigkszonym ryzykiem (12, 13, 14, 15). Naszym zdaniem w identy-
fikacji przypadkow podejrzanych o HNPCC szczegdlnie uzyteczne sa kryteria zestawione

w tabeli 2.
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Tab. 2. Kryteria rozpoznawania rodzin podejrzanych o HNPCC (16).

U pacjenta z RJG wsrod krewnych I° stwierdzono zachorowanie na RJG, raka trzonu macicy, je-

lita cienkiego, raka jajnika przed 50 r.z lub drég moczowych.

Co najmniej jeden z tych nowotwordéw rozpoznano ponizej 50 r.z.

Wykluczono polipowatos¢ rodzinng

Przykfady rodzin spetniajacych kryteria ,,podejrzenia HNPCC” przedstawiono na ry-
cinach 21 3.
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Ryc. 2. Rodowdd rodziny ,,podejrzanej o Ryc. 3. Rodowdd rodziny ,,podejrzanej o
HNPCC”. HNPCC”.

DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA NOSICIELSTWA MUTACII W GENACH
ZWIAZANYCH Z ROZWOJEM HNPCC

Wykrycie mutacji markerowej dla rodziny z HNPCC ma bardzo istotne znaczenie kli-
niczne, poniewaz: A) umozliwia wykluczenie ok. 50% cztonkéw rodziny z grupy wysokiego
ryzyka. B) utatwia podjgcie decyzji o radykalnosci zabiegéw chirurgicznych np. kolektomii
zamiast klasycznej resekcji odcinkowej oraz profilaktycznej histerektomii i owariektomii

w sytuacji, gdy zabiegi te wykonywane sa u zdiagnozowanych nosicieli mutacji.

TEST MSH2 | MLH1

Wykonywanie testow DNA powinno by¢ poprzedzone analizami danych rodowodo-
Klinixcznych. Taki algorytm pozwala na kilkudziesigciokrotne obnizenie kosztow wykrycia
mutacji w genach predysponujacych do zespotu Lyncha bez znaczacego obnizenia czulo$ci
ich wykrywania. Wykonanie testow DNA jest wskazane w rodzinach spehiajacych co naj-
mniej kryteria podejrzenia 0 HNPCC.. Po wykluczeniu FAP (wyst¢powanie cech charaktery-
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stycznych dla FAP to: polipowato$¢ jelit, przerost nabtonka barwnikowego siatkéwki oka,
wystepowanie zmian torbielowato-kostniakowych kosci twarzoczaszki i desmoidow), jezeli
dysponujemy tkanka z guza, nalezy wykona¢ immunohistochemiczna oceng ekspresji biatek
MLH1, MSH2, MSH6 w tkance nowotworowej, poniewaz badanie to moze zawezi¢ dalsze
postepowanie do poszukiwania mutacji w obrgbie jednego genu (brak ekspresji - moze wska-
zywac¢ na zmutowany gen!).

Wieloletnie wieloosrodkowe badania doprowadzity do scharakteryzowania czestoSci
i rodzajow wystepujacych w Polsce mutacji genow MSH2 i MLH1 (17). Najwazniejsze usta-
lenia przydatne w opracowaniu testu to:

— najczestsza przyczyna zespotu Lyncha w Polsce sa mutacje w obrgbie MSH2 i MLHL1,
ktore stanowia 90% wszystkich mutacji zwiazanych z tym zespotem,;

— mutacje wykrywane testem MLPA stanowia okoto 10% wszystkich mutacji;

— mutacje powtarzalne wystgpuja u ponad 60% wszystkich rodzin z mutacjami.

Biorac pod uwagg te wytyczne oraz koszty analiz, po immunohistochemii w nastgpne;
kolejnosci nalezy wykona¢ badanie najczestszych charakterystycznych dla populacji polskiej
mutacji w MSH2 i MLH1 w DNA z krwi obwodowej pacjenta. W przypadku wyniku nega-
tywnego nastgpnym krokiem powinno by¢ wykonanie badania. MLPA dla MSH2, MLHL1.
Ostatnim etapem wykrywania mutacji jest sekwencjonowanie genéw predysponujacych do

zespohlu Lyncha.

TEST EpCAM

Badania miedzynarodowe z ostatnich lat ujawnity kolejna przyczyne zespotu Lyncha.
Wykryto germinalne delecje ostatnich exonéw genu EpCAM. Ryzyko raka jelita grubego u
nosicieli delecji w genie EpCAM okazato sig¢ porownywalne do sytuacji, gdy pacjenci sg nosi-
cielami mutacji w genie MSH2. U nosicieli delecji w genie EpCAM zaobserwowano réwniez
nizsze ryzyko raka trzonu macicy w stosunku do nosicieli innych mutacji w genach MMR
(18).

Gen EpCAM koduje glikoproteing transbtonowa posredniczaca w adhezji migdzyko-
morkowej w nablonkach. Jest on zaangazowany w sygnalizacj¢ komorkowa, migracje, proli-
feracje, a takze roznicowanie komorek. W zdrowych tkankach produkt genu EpCAM zlokali-
zowany jest w btonie boczno-podstawnej, za§ w tkankach nowotworowych proteina ta zostaje
przeniesiona na powierzchni¢ komoérki, dzigki czemu jest bardziej dostepna dla przeciwciat
(19). Delecje ostatnich exonéw w genie EpCAM powoduja wyciszenie genu MSH2 poprzez

mechanizm zwany hipermetylacja promotora genu MSH2. Mechanizm ten polega na dotfacze-
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niu dodatkowych grup metylowych do promotora genu MSH2, co powoduje redukcj¢ ekspre-
sji tegoz genu i wiaze si¢ z mniejsza iloscig biatka produkowanego przez MSH2 w komarkach
nabtonkowych. Czgstos¢ mutacji w genie EpPCAM jest populacyjnie zroznicowana (1-3% pa-
cjentow z zespotem Lyncha w populacji holenderskiej oraz niemieckiej) (20). Wstepne wyni-
ki badan pacjentow polskiej populacji prowadzone w Osrodku Nowotwordéw Dziedzicznych
w Szczecinie ujawnity obecnos¢ delecji w genie EpCAM u 7% pacjentoéw podejrzanych o ze-
spot Lyncha na podstawie danych rodowodowo-klinicznych. Mutacje (delecje 8 i 9 exonu) w
genie EpCAM wykryto testem MLPA. Ostatnim etapem weryfikacji mutacji jest sekwencjo-
nowanie ostatnich exondéw genu EpCAM, w celu zmapowania delecji (ustalenia tzw. ,,bre-
akpoints™].

Biorac pod uwage wyniki badan z roznych osrodkéw na $wiecie, jak rowniez wstepne
wyniki badan polskiej populacji, wydaje sig, ze nalezy wprowadzi¢ test wykrywajacy mutacje
w genie EpCAM do rutynowej diagnostyki zespotu Lyncha.

PROWADZENIE RODZIN Z HNPCC

Posiadana obecnie wiedza na temat tego zespotu wskazuje na koniecznos$¢ zastosowania spe-
cjalnej formy opieki profilaktyczno-diagnostycznej i leczniczej. W poszczegolnych osrodkach
obowiazuja r6zne programy (4, 21, 22). Wedlug kryteriow opracowanych przez miogdzyna-
rodowa grupe ekspercka dziedzicznego raka zotadka I jelita (tzw. Grupa ,,Majorka”) zasady
prowadzenia rodzin z HNPCC powinny zosta¢ zastosowanme w rodzinach spetiajacych kry-
teria Amsterdamskie II lub zmodyfikowane kryteria Betesda: (1) RJG rozpoznany ponizej 50
1Z, 2) obecno$¢ guzow syn- lub metachronicznych lub innych nowotwordéw ze spektrum
HNPCC, niezaleznie od wieku (rak zotadka, jajnika, trzustki, drég moczowo-ptciowych, guzy
OUN), 3) RJG z niestabilno$cia mikrosatelitarna rozpoznany ponizej 60 rz, 4) pacjent z RJIG 1
krewnym | stopnia z nowotworem ze spektrum HNPCC- jeden z nowotworem ponizej 50
1z,5) pacjent z RJG oraz co najmniej dwoma krewnymi I stopnia dotknigtymi nowotworem ze

spektrum HNPCC niezaleznie od wieku (23).
OPTYMALIZACJA DIETY

U os6b z wysokim ryzykiem rozwoju RJG zalecana jest dieta ubogotluszczowa

z ograniczeniem migsa czerwonego, z dodatkiem otrab pszennych i bogata w blonnik (24).
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PREWENCJA FARMAKOLOGICZNA

Istnieja doniesienia, ze do lekow hamujacych karcinogeneze RJG naleza: sulindac, pi-
roxicam, wapn, witamina C. Przydatnos¢ tych preparatow w zapobieganiu HNPCC jest praw-
dopodobna, jednak jak dotad nicudowodniona (22, 25, 26). Ostatnio wykazano, ze doustne
przyjmowanie Aspiryny w dawce 600 mg na dobg przez przynajmniej 25 miesi¢cy zmniejsza

ryzyko zachorowania na RJG wsréd nosiceli mutacji genow MLH1/MSH2/MSH6 (27).

KOLONOSKOPIA

Petna kolonoskopia zalecana jest, co 1-2 lata poczynajac od 20-25 r.z. W rodzinach,
w ktorych RJG wystapit w mtodszym wieku kolonoskopie nalezy rozpoczaé wykonywac
o 5 lat wczesniej od wieku najmtodszej osoby z RIG. W przypadkach, w ktorych w trakcie
endoskopii nie mozna bylo dokladnie oceni¢ catego jelita wskazane jest wykonanie wlewu

kontrastowego (22, 28).

CHIRURGIA

Polipektomia endoskopowa zalecana jest w przypadku polipéw tagodnych, nienawro-
towych. Natomiast u pacjentow z gruczolakami: mnogimi i/lub - nawrotowymi i/lub - o du-
zym stopniu dysplazji i/lub - kosmkowymi, nalezy rozwazy¢ profilaktyczna kolektomig (28).
Przewaza poglad, Ze nie jest wskazana profilaktyczna chirurgia u pacjentow bez zmian pato-
logicznych jelita grubego nawet wowczas, gdy osoby badane sa nosicielami zmutowanych
genow dla HNPCC (22). Stwierdzenie wysokiego odsetka guz 6w synchronicznych (u ponad
15% chorych w chwili pierwotnej diagnozy) oraz metachronicznych (ok. 45% pojawia sig
w ciagu 10 lat od usunigcia pierwotnego guza) zdecydowalo, iz zarowno w profilaktycznej
chirurgii jak i u chorych z rodzin z HNPCC z rozpoznanym histopatologicznie RJG polecane
sq nastepujace rodzaje zabiegéw chirurgicznych (22, 28):

1. proktokolektomia z ileostomia;
2. kolektomia z zespoleniem ileo-rektalnym;
3. proktokolektomia z ileoanalnym ,,pouchem” - S, J, W lub H.

Pierwszy z proponowanych zabiegdw jest wprawdzie najbardziej radykalny, pozby-
wamy si¢ bowiem w cato$ci sluzowki jelita grubego, a zatem i1 ryzyka nawrotu, ale zabieg ten
oznacza rownoczesnie cigzkie okaleczenie czgsto potaczone z zaburzeniami w oddawaniu
moczu i dysfunkcja seksualna.

Kolektomia z zespoleniem ileo-rektalnym chroni od tego rodzaju powiktan wymaga

jednak czestej kontroli pozostawionego odcinka odbytnicy z uwagi na ryzyko nawrotu.
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Proktokolektomia z ileoanalnym ,,pouchem" S, J, W lub H jest metoda majaca dopiero
histori¢ kilkunastoletnia stad trudno o jej jednoznaczna oceng.

Wszystkie te zabiegi sa bardziej rozleglte od zabiegow klasycznych stosowanych
w leczeniu RJG i cechuje je zwigkszona czgstos¢ ww. powiktan. Ich efektywno$¢ w przedtu-
zeniu zycia pacjentow z HNPCC wymaga dalszych badan, jak dotad nie opublikowano wyni-
kéw badan prospektywnych. Dane retrospektywne nie wykazaty statystycznie istotnych roz-
nic w przezywalno$ci pacjentéw, u ktorych wykonano zabieg totalnej lub subtotalnej kolek-
tomii w porownaniu do pacjentow leczonych za pomoca segmentowej resekcji jelita grubego
(29, 30). Poréwnanie jakosci zycia pacjentow leczonymi za pomoca subtotalnej kolektomii
oraz przy zastosowaniu cz¢$ciowej kolektomii nie wykazato znaczacego wplywu rozleglosci
zabiegu chirurgicznego na jakos¢ zycia (31). W zwiazku z wysokim ryzykiem rozwoju dru-
giego pierwotnego RJG (syn- lub metachronicznego) u pacjentow z zespotem Lyncha aktual-
nie uwaza si¢, ze decyzja co do rodzaju zabiegu chirurgicznego powinna by¢ indywidualna,

ze wskazaniem na bardziej rozlegly zabieg chirurgiczny (32, 33, 34)

Wykazano juz, ze zastosowanie odpowiednich programow opieki medycznej
w rodzinach z HNPCC zapewnia zwigkszona wykrywalnos¢ wczesnych, bezobjawowych
RJG. Ponadto badania prospektywne potwierdzily zatozenie, iz dzigki odpowiedniemu postg-
powaniu zmniejsza si¢ rowniez zachorowalno$¢ na RJG - ryzyko spada z ok. 80 do 30% oraz
wigkszy jest odsetek wyleczen i czas przezycia chorych z RJG w rodzinach z zespolem Lyn-
cha. Odpowiednio prowadzony nosiciel mutacji MSH2/MLHI nie powinien umrze¢

z powodu RJG (35).

DIAGNOSTYKA GUZOW POZAOKREZNICZYCH

W zwiazku ze zwigkszong czgstoscig wystgpowania w rodzinach z HNPCC nowotwo-
row trzonu macicy oraz jajnika, u kobiet zalecane sq od 35 r.z. coroczne szczegdtowe badania
ginekologiczne z dopochwowym USG (w czgsci osrodkow dodatkowo z histopatologicznym
badaniem wyskrobin z jamy macicy) oraz markerem CA125 (36, 37, 38).

Ponadto w czgsci przypadkow wskazane sa badania ukierunkowane na wykrywanie
innych nowotworow czegsciej wystepujacych w danej rodzinie (np. zotadek, uktad moczowy,

piers) (5, 22).
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Rak trzonu macicy

U kobiet z rodzin z HNPCC istnieje wysokie (30-70%) ryzyko zyciowe (lifetime risk)
zachorowania na raka trzonu macicy. W pi$miennictwie mi¢dzynarodowym opublikowano
wyniki 6 projektow badawczych wezesnego wykrywania raka trzonu macicy, przeprowadzo-
nych tacznie w grupie 1518 kobiet (39, 40, 41, 42, 43, 44). W badaniach w ktérych wykorzy-
stywano USG dopochwowe jako jedyna metode diagnostyczna czgsto rozpoznawano interwa-
lowe raki trzou macicy (42, 44). W badaniach w ktorych stosowano rowniez tzw. ,,endome-
trial sampling” skuteczno$¢ wykrywanie raka trzonu macicy oraz zmian przedrakowych zna-
czaco wzrosta. (40, 41, 43). W przeciwienstwie do tych danych Helder-Woolderink i wsp po
przebadaniu 75 kobiet zasugerowali brak wzrostu efektywnos$ci badan przesiewowych po ich
poszerzeniu o procedurg ,,endometrial sampling” (45). Wyniki obszernej meta-analizy danych
literaturowych wykazaty, ze procedura ,, Pipelle endometrial sampling” jest skuteczna metoda
wykrywania raka trzonu macicy u kobiet zardwno przed jak i po menopauzie (46).
Do tej pory nie opublikowano wynikow badan prospektywnych oceniajacych wptyw gineko-
logicznych badan kontrolnych na przezywalno$¢ pacjentek z rodzin z HNPCC. Jednakze ze
wzgledu na wysokie ryzyko raka trzonu macicy zgodnie z rekomendacjami migdzynarodowe;j
grupy ekspertow u pacjentek z rodzin z zespotem Lyncha strategia badan profilaktyczno-
diagnostycznych powinna uwzglednia¢ USG ginekologiczne oraz biopsj¢ aspiracyjna endo-

metrium, rozpoczynajac od 35-40 roku zycia. (47).

Rak jajnika

Ryzyko zachorowania na raka jajnika (life-time risk) wynosi od 3 do 20% dla kobiet z
rodzin z HNPCC (43). Sredni wiek zachorowania wynosi 41 lat w rodzinach z zespotem Lyn-
cha i z wykrytymi mutacjami w genach HNPCC oraz 66 lat u kobiet z rodzin z HNPCC bez
wykrytych mutacji. (22). W polskich rodzinach z zespotem Lyncha ryzyko zachorowania dla
kobiet miodych, przed 50 rokiem zycia, jest ponad 30-krotnie zwigkszone w stosunku do
ogolnej populacji pollskiej (submitted)

Ostatnio wykazano, ze kontrolne badania onkologiczne wczesnego wykrywania raka
jajnika u kobiet z rodzin z zespotem Lyncha , oparte na corocznym USG dopochwowym i
markerze CA125, nie sa efektywne. Rijcken 1 wsp. w ciagu 5 lat badan 41 nosicielek mutacji
genow MMR nie wykryt Zadnych zaburzen w USG i poziomie CA125 (41). Z kolei w grupie
175 finskich nosicielek mutacji gendéw HNPCC kontrolowanych przez 4 lata rak jajnika roz-
winat si¢ u 4 pacjentek- zaden z nich nie zostat wykryty podczas rutynowych badan kontrol-

nych (43). Gerritzen i wsp. przez okres 2,5 lat badali 100 kobiet (nosicielek lub z rodzin spet-

122



niajacych kryteria Amsterdamskie)- w grupie tej wykryto 1 rak jajnika- w zaawansowanym
stadium (111 C) (40). Brak skutecznosci USG ginekologicznego oraz markera CA125 wykaza-
no réwniez po przebadaniu 236 Dunskich kobiet z rodzin z zespotem Lyncha- rak jajnika wy-
kryto u 4 kobiet, u 3 z nich rozpoznano nowotwor interwalowy po zgloszeniu przez pacjentki
dolegliwosci ginekologicznych (39).

Ostatnio opublikowano wyniki retrospektywnych analiz oceniajacych efektywno$¢ corocz-
nego USG dopochwowego i markera CA125 wykonywanych w grupie 54 nosicielek w po-
rownaniu do grupy kontrolnej 54 sparowanych pod wzgledem wieku nosicielek, u ktorych
nie wykonywano ginekologicznych badan kontrolnych (USG ginekologiczne+CA125). W
grupie badanej w ciagu 4 lat rozpoznano raka jajnika u 6 kobiet, dwie z nich zmarly w ciagu 2
lat od momentu rozpoznania. W grupie kontrolnej rak jajnika zdiagnozowano rowniez u 6 pa-
cjentek, potowa z nich zmarta w ciagu 2 lat od rozpoznania (48). Autorzy wskazali na zasad-
dno$c wykonania profilaktycznego zabiegu wycigcia macicy wraz z przydatkami u kobiet z
rodzin z zespotem Lyncha po urodzeniu zaplanowanej liczby dzieci. Schmeler i wsp wykazali
skuteczno$¢ takiej procedury- raka jajnika rozpoznano u 12 (5%) sposrod 223 kobiet, u kto-
rych nie wykonano takiego zabiegu; za§ w grupie 47 kobiet po profilaktycznym usunigciu
macicy wraz z przydatkami przydatkéw nie wykryto zadnego zachorowania na ten nowotwor
(49). W zwiazku z wysokim ryzykiem raka jajnika u miodych kobiet z rodzin z zespotem
Lyncha oraz brakiem skutecznosci dostepnych metod diagnostycznych we wczesnym wy-
krywaniu tego nowotworu, zgodnie z zaleceniami migdzynarodowej grupy ekspertow (47) na-

lezy rozwazy¢ jako opcj¢ profilaktyczna adneksektomig u kobiet powyzej 35-40 roku Zycia.
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Streszczenie

Szacuje sig, ze okolo 5-10% nowotwordéw jest wynikiem obecnos$ci konstytucyjnej
mutacji w pojedynczym genie o wysokiej penetracji. Geny zwigzane z rozwojem nowotwo-
réw pehnia funkcje genow supresorowych, onkogendéw czy genéw mutatorowych jak hMLH1,
hMSH2 i hMSH6, ktére sa odpowiedzialne za napraw¢ DNA. Mutacje w genach hMLH1
i hMSH2 stanowia wigkszo$¢ zmian wykrywanych u pacjentow z HNPCC. Konstytucyjne
mutacje w pozostatych genach naprawy DNA (hMSH6, hPMS2,hMLH3, hPMS1) sa rzadkie
1 stanowia okoto 20% wykrywanych zmian w HNPCC. Jak dotad w genie hMSH6 opisano

ponad 400 r6znych wariantow/mutacji (www.med.mun.ca/MMRVvariants). Ponad 60% z tych

zmian zlokalizowanych jest w eksonach 4, 5 i 9. Wedtug danych literaturowych u nosicieli
mutacji w genie hMSH6 najczesciej wystepuja nowotwory jelita grubego, trzonu macicy i jaj-
nika, ponadto rodziny z mutacja w tym genie czg¢sto nie spetniaja kryteriow rodowodowych
HNPCC. Obecnie w polskiej populacji zidentyfikowano 13 patogenicznych zmian i 19 wa-
riantow o nieustalonej jednoznacznie patogenicznosci. Analiza mutacji w genie hMSH6 po-
winna by¢ wykonywana u pacjentdéw chorujacych na raka jelita grubego, trzonu macicy lub
jajnika z rodzinng historia tych nowotworow. Ponadto badanie takie powinno by¢ rozwazone
u pacjentOw z mnogimi nowotworami pierwotnymi (jednym z nich powinien by¢ rak jelita
grubego, trzonu macicy lub jajnika) oraz u probantéw ze sporadycznym, zdiagnozowanym
w mtodym wieku rakiem jelita grubego. Analizy laboratoryjne powinny rozpoczac¢ si¢ od ba-
dania immunohistochemicznego genu hMSHB, a nastgpnie by¢ kontynuowane poprzez analizg
metodami DHPLC/sekwencjonowanie regiondw kodujacych genu (poczawszy od eksondéw 4,
5i9).

Stowa kluczowe: hMSHBS, rak jelita grubego i trzonu macicy, kryteria diagnostyczne
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Summary

It is estimated, that 5-10% of human cancers are a result of a constitutional mutation in
a single, highly penetrant gene. Genes involved in tumour development play the function of
tumour suppressor genes, oncogenes or mutator genes such as hMLH1, hMSH2, or hMSHS6,
responsible for DNA mismatch repair (MMR). hMSH2 and hMLH1 genes account for the ma-
jority of HNPCC patients harbouring mutations in MMR genes. Constitutional mutations in
other MMR genes (hMSH6, hPMS2, hMLH3, hPMSL1) are rare, accounting for about 20% of
all MMR mutations in HNPCC.

Thus far, more than 400 different variants/mutations have been described in the

hMSH6 gene (www.med.mun.ca/MMRVvariants). More than 60% of the identified changes are

located in exons 4, 5 and 9. According to the literature, h(MSH6 mutation carriers are affected
most frequently by cancers of the colorectum, endometrium or ovaries and hMSH6 families
often do not match the HNPCC diagnostic criteria.

Currently, in the Polish population, 13 pathogenic and 19 variants of unknown signifi-
cance in the hMSHG6 gene have been identified.

hMSH6 should be investigated for the occurrence of germline abnormalities in
probands affected by colorectal cancer (CRC), endometrial cancer (EC) or ovarian cancer
(OC) who have a family history of these tumours. Additionally, hMSH6 examination should
be considered for probands with multiple primary tumours (one of them is CRC, EC or OC)
or probands with sporadic, early onset CRC. It is appropriate to begin analysis by hMSH6

immunostaining, followed by DHPLC/sequencing examination of the coding regions.

Key words: hMSHS6, colorectal and endometrial cancer, diagnostic criteria
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Gen MSH6 uczestniczy w procesie naprawy DNA, zwanym ,,methyl directed misma-
tch repair”, wspdlnie z genami MLH1, MSH2, MSH3, MLH3, PMS1 i PMS2 (1, 2, 3). Mutacje
w genach hMSH2 i hMLH1 niemal zawsze prowadza do obrazu klinicznego charakterystycz-
nego dla zespotu Lyncha (HNPCC) (4, 5, 6). Obraz kliniczny nowotworéw w rodzinach
z konstytucyjng mutacja w genie hNMSH6 w wigkszosci przypadkow jest jedynie zblizony do
HNPCC i nie spetnia kryteriow rodowodowo-klinicznych, takich jak kryteria amsterdamskie
(7, 8,9, 10, 11).

Dotychczas opisano w pismiennictwie ponad 400 rodzin z konstytucyjna mutacja
w genie MSH6 (www.med.mun.ca/MMRvariants). Wsrod nosicieli mutacji w genie MSH6

stwierdzono:
1) zwigkszone ryzyko zachorowania na raka jelita grubego (~70% dla mezczyzn i ~30%
dla kobiet), trzonu macicy (~70%) oraz raka jajnika, géornych drég moczowych, Zo-

fadka i piersi (<10%); (12)

2) zwigkszona w poréwnaniu z HNPCC czgstos¢ wystgpowania pozajelitowych nowo-

twordw (31,9% v 15,3%); (13)

3) pozniejszy anizeli w HNPCC wiek diagnozowania rakow np. $redni wiek rozpozna-
wania raka jelita grubego wynosi ~56, raka trzonu macicy ~54 lat, a raka jajnika 49 lat

(12, 13);

4) czestsza lewostronng lokalizacje rakow jelita grubego (9).

Ostatnie badania oparte o duza seri¢ - 113 rodzin z mutacjami w MSH6 wskazuja, ze
ryzyko zachorowania na raka jelita grubego jest jeszcze nizsze i wynosi 44% dla mezczyzn
I tylko 20% dla kobiet, a ryzyko zachorowania na raka trzonu macicy wynosi 44% (14).

Czgstos¢ wystgpowania mutacji konstytucyjnych w genie hMSH6 szacuje si¢ na
5-10% w rodzinach spetniajacych kryteria amsterdamskie (8, 9). Ze wzglgdu na niewystarcza-
jaco precyzyjnie okreslona czgstos¢ mutacji w genie MSH6 w réznych grupach rodzin na ra-
zie przyjmujemy schemat diagnostyczny wykrywania mutacji w genie hMSH®6, ktory obejmu-
je:

1) selekcje rodzin, w ktérych rodowodowo stwierdzono agregacje rakow jelita grubego,
trzonu macicy, jajnika, droég moczowych i/lub Zotadka, piersi;
2) badanie IHC na wystgpowanie homogennej utraty ekspresji biatka MSH6 w rakach je-

lita grubego i trzonu macicy (15, 16, 17);

3) w przypadku utraty ekspresji - DHPLC/sekwencjonowanie genu hMSH6.
Brak ekspresji MSH2, badz MSH2 i MSH6 w przypadku gdy nie wykryliSmy mutacji

w tych genach wskazuje na delecje w w genie EPCAM, ktéra moze by¢ powodem metylacji
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promotora MSH2 (18). Delecje w obrgbie EPCAM tatwo wykry¢ testem MLPA (www.mrc-
holland.com).

Okoto 30 z opisanych w pismiennictwie mutacji w genie hMSH6 wykazuje charakter
powtarzalny tj. stwierdzono je w wigcej niz jednej rodzinie (19, 20, 21). Mozna przypuszczac,
ze w najblizszej przysztosci zostang opracowane testy umozliwiajace szybkie, proste i tanie
wykrywanie mutacji wykazujacych ,founder effect” charakterystyczny dla danej grupy

etnicznej. Niektore z nich wykrywa test ostatnio opracowany w naszym o$rodku (22).

SCHEMAT BADAN KONTROLNYCH
Jak dotad nie opracowano zasad postgpowania W rodzinach z mutacjami w genie
hMSH®6, ktore bytyby zweryfikowane na podstawie wynikow prospektywnej analizy prowa-
dzonych rodzin.
W naszym Osrodku przyjeliSmy nastepujace zasady badan kontrolnych:
— jelito grube - kolonoskopia poczawszy od wieku o 15 lat mtodszego od najmtodszego
wieku
— rozpoznania rakow jelita grubego wsrod krewnych, raz na 2-3 lata;
— trzon macicy - USG dopochwowe raz na rok poczawszy od wieku o 15 lat mtodszego
od najmtodszego wieku rozpoznania raka trzonu macicy wsrod krewnych;

— kontrola pozostatych narzadow w zaleznosci od spektrum nowotworéw w rodzinie.

LECZENIE

W zwiazku z opisywanymi w piSmiennictwie przypadkami synchronicznych
1 metachronicznych rakdw oraz znacznie zwigkszonym ryzykiem raka trzonu macicy powyzej
50 roku zycia u nosicieli mutacji w genie hMSH6 (12, 19, 23), wydaje si¢ celowe rozwazenie
zasad leczenia chirurgicznego takich jak w zespole Lyncha tj. w leczeniu rakow jelita grubego
- kolektomia z zespoleniem ileorektalnym poszerzona u kobiet w okresie pomenopauzalnym

0 profilaktyczne usunigcie macicy i przydatkow.
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Streszczenie

Rodzinna polipowatos¢ jelita (FAP) jest dobrze poznanym zespotem predyspozycji do
wystegpowania choroby nowotworowej rozwijajacej si¢ z licznych polipow OKreznicy i odbyt-
nicy , dziedziczonym w sposob autosomalno dominujacy. Pierwszymi objawami FAP sa bie-
gunka i krew w stolcu. Wraz z rozwojem choroby nowotworowej dochodzi do utraty masy
ciata 1 oslabienia organizmu. FAP wystepuje z czgstoscia 1 na 10000 nowourodzonych. Czas
wystapienia polipéw i ich liczba sa w przypadku tej choroby zréznicowane. Klasyczna forma
FAP charakteryzuje si¢ wystgpowaniem wigcej niz 100 polipow, ktore pojawiaja si¢ w dru-
giej dekadzie zycia. Sredni wiek wystepowania polipéw to 15 lat. Najmtodszy chory miat 3
lata. Polipy charakteryzuja si¢ duzym potencjatlem rozwoju w kierunku nowotworu ztosliwe-
go. Nowotwor ztosliwy moze wystapi¢ od pdznego dziecinstwa do 70 roku zycia. Lagodna
forma polipowato$ci rodzinnej charakteryzuja si¢ tagodniejszym przebiegiem niz klasyczny
FAP. Wystepowanie FAP jest zwigzane z mutacjami w genie supresorowym nowotworow
APC, ktory zostat opisany w 1991 roku. Gen APC jest zlokalizowany na chromosomie 5921 i
zwiazany jest z kontrola proliferacji komorek.. Forma recesywna FAP jest spowodowana
przez mutacje w genie MUTYH. Gen MUTYH jest zaangazowany w naprawe oksydacyjnych
uszkodzen DNA. Polipowato$¢ zwiazana z MUTYH (MAP) jest sktonnoscia do wystgpowania
polipow jelita, ale liczba polipéw jest nizsza w klasycznym FAP. Wysokie ryzyko wystapie-
nia choroby nowotworowej w tych chorobach sprawia, ze naleza do waznych zagadnien me-
dycznych. W Polsce badania molekularne wykonywane sa od ponad pigtnastu lat. W Instytu-
cie Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu utworzono Bank DNA dla polskich pacjentow z

polipowato$ciami. W Banku DNA zgromadzono probki DNA od siedemset rodzin z FAP.

Stowa kluczowe: FAP, gen APC, rak jelita grubego, predyspozycje do raka
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Summary

Familial adenomatous polyposis (FAP) is a well-known predisposition to occurrence
of a large number of polyps in colon and rectum inherited in an autosomal dominant manner.
First symptoms of FAP are diarrhea and blood in stool. Weight lost and weaknesses occur af-
ter development of advanced tumor. The incidence of FAP disorder is one per 10,000 new-
borns. There is a high heterogeneity with regard to the number and time of occurrence of
polyps. The classical form of FAP is characterized by the occurrence of more than 100
polyps, which appear in the second decade of life. The average time of occurrence of polyps
is 15 years. The earliest symptoms of polyposis were observed in a three-year-old child. The
polyps are characterized by large potential for development towards malignant tumor. Turn-
ing into malignancy can occur from the late childhood to the 70s. Attenuated adenomatous
polyposis coli cases are characterized by benign course of disease as opposed to the classical
FAP. The occurrence of FAP is associated with mutations in the APC tumor suppressor gene,
which has been described in 1991. The APC gene is tumor suppressor gene localized on
chromosome 5921 involved in cell proliferation control. The recessive form of FAP is caused
by mutation in the MUTYH gene occurred in both alleles of gene. The MUTYH gene is in-
volved in a repairing of the oxidative DNA damage. MUTYH associated polyposis (MAP) is
predisposition to occurrence polips of colon but the number of polyps is lower in comparison
to classical FAP. The high risk of cancer observed in those syndromes make them important
medical issues. The molecular studies of polyposis of colon are performed in Poland for over
fifteen years. In Institute of Human Genetics in Poznan the DNA Bank for Polish FAP pa-
tients was established. In DNA Bank the DNA samples from four hundreds FAP families
were collected so far.

Key words: FAP, APC gene, colon cancer, cancer predisposition
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Rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata (FAP, ang. familial adenomatous polyposis)
stanowi przyczyng okoto 1% wszystkich rakow jelita grubego[1]. Choroba wystepuje z Czg-
stoscia 1 na 8000-10000 urodzen[2]. Wiek wystgpowania objawow u chorych jest do$¢ zroz-
nicowany, obserwuje si¢ roOwniez roznice w wieku wystepowania objawow u rodzenstwa.
Jednak mozna przyja¢, ze wystapienie raka jelita grubego w mlodym wieku powinno by¢ sy-
gnatem do przeprowadzenia wywiadu rodzinnego, ktory pozwala na okreslenie, czy w rodzi-
nie wystepuje wysoka dziedziczna predyspozycja[3]. Wystepowanie pojedynczego przypadku
choroby nie wyklucza wysokiej dziedzicznej predyspozycji, poniewaz chory moze by¢ pierw-
szym nosicielem mutacji. Objawy FAP wystepuja wczesniej, niz w HNPCC(ang. Hereditary
Non-polyposis Colorectal Cancer) i pojawiaja si¢ w drugiej dekadzie zycia, cho¢ obserwuje
si¢ przypadki wystepowania choroby nawet w wieku 5 lat w naszej grupie najmtodszy chory
w chwili zdiagnozowania polipéw miat 3 lata[4]. Podtozem genetycznym wyst¢powania poli-
poéw gruczolakowatych jest wystgpowanie mutacji w genach APC u pacjentow z FAP

I MUTYH w przypadku recesywnej formy polipowatosci jelita.

Geny supresorowe nowotworéw zaangazowane sa w kontrolg proliferacji komorek.
Produkty biatkowe gendw supresorowych biora udzial w kontroli cyklu komoérkowego jako
jego inhibitory, sa takze sktadnikami uktadu kontaktowego hamowania wzrostu. Geny supre-
sorowe petnia funkcje w utrzymywaniu liczby komorek na statym poziomie. Zaburzenia tych
mechanizmow prowadza do zwigkszenia czgstosci podzialdow komodrkowych, jak rowniez
wzrostu liczby btedéw powstajacych podczas podziatu. Prowadzi to do gromadzenia zmian w
materiale genetycznym 1 wyselekcjonowania niesmiertelnego klonu o bardzo czg¢stych podzia-

fach komorkowych, zdolnego zasiedla¢ inne tkanki.

W przypadku gendéw supresorowych fenotyp mutacji jest maskowany przez prawidto-
wy allel genu. W inicjacji procesu nowotworowego wystepuja dwie niezalezne mutacje w ob-
rebie locus genu supresorowego[5]. W przypadku nosicielstwa zmutowanego allelu genu
APC ryzyko wystapienia drugiej mutacji, a tym samym inicjacji choroby nowotworowej, jest
bardzo wysokie.

HISTORIA BADAN GENU APC

FAP zostala zidentyfikowana jako dziedziczny zespot chorobowy juz w latach 20-tych
dwudziestego wieku. W 1972 r. zostal opisany zespot Gardnera, ktory jest postacia FAP cha-

rakteryzujaca sig nie tylko obecnoscia setek czy tysigey polipdw w jelicie, lecz takze kostnia-
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kow oraz przebarwien siatkowki (CHRPE, ang. congenital hypertrophy of the retinal pigment
epithelium). Wystepowanie FAP zaczgto wiazac z regionem q21-g22 chromosomu 5 na pod-
stawie obserwacji duzej delecji wykrytej w badaniach cytogenetycznych oraz wynikow badan
sprzezen markerow RFLP pacjenta z zespotem Gardnera i zaawansowanym rozwojem poli-
poéw w jelicie grubym[6]. Pod koniec lat osiemdziesiatych badania sprzgzen ukierunkowaty
poszukiwania genu na region obejmujacy oddalone od siebie o 150 kpz geny APC i MCC. W
1991 r. u chorych z FAP przebadano trzy geny: DP1, SRP19 i DP2.5 znajdujace si¢ w regio-
nie, ktory ulegt delecji. U czterech niespokrewnionych chorych z FAP zaobserwowano 4 mu-
tacje w genie DP2.5 (obecnie gen APC) prowadzace do powstania kodonu Stop, z ktorych
jedna bylta przekazana potomstwu[1]. W nastgpnym roku przebadano 79 chorych z FAP i za-
obserwowano mutacje w genie APC u 67% chorych. W 92% byly to mutacje prowadzace do
skrocenia produktu biatkowego genu APC[7]. W wielu krajach zaczgto bada¢ wystgpowanie
mutacji w genie APC i utworzono baz¢ danych mutacji dziedzicznych i somatycznych, w kto-
rych zgromadzono dane o 826 mutacjach dziedzicznych i 650 mutacjach somatycznych[8].
Funkcja biatka APC byta badana od 1993 r., gdy zaobserwowano, ze wiaze si¢ ono z -

katenina, co wskazywato na uczestniczenie w adhezji komorek [8].

W naszym kraju badania genu APC rozpoczgto w polowie lat dziewigédziesiatych
ubieglego wieku a Bank DNA chorych, z FAP zostat utworzony w 1997 roku w Instytucie
Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu z inicjatywy A. Plawskiego i R. Stomskiego[9]. W
2011 bank zostat przeksztatcony w Bank DNA chorych z polipowatosciami jelit[10]. Obecnie
bank obejmuje 758 rodzin w tym 677 FAP, 28 JPS 48 PJS oraz 5 przypadkow zespotu Cow-
den.. Prowadzone badania molekularne pozwolity na zdiagnozowanie mutacji w genie APC w
323 rodzinach. Zidentyfikowano 194 typy mutacji z czego 147 to delecje, 32 insercje i 115 to
substytucje a takze opracowano metodyki badan dziedzicznych predyspozycji do wystgpo-

wania polipowatosci jelit[11-19].

BUDOWA GENU APC | FUNKCJA BIALKA APC

Gen APC (ang. adenomatous polyposis coli) potozony jest na chromosomie 5 w regio-
nie q21 i1 zawiera 21 eksonéw[20]. Charakterystyczna cecha genu APC jest wystgpowanie du-
zego eksonu 15, ktory obejmuje ponad 70% sekwencji kodujacej. Ekspresja genu obserwo-
wana jest we wszystkich tkankach. Produktem transkrypcji jest mRNA o dtugosci 8538 nu-

kleotydow[1, 21]. Pierwsze eksony genu moga tworzy¢ specyficzne tkankowo alternatywne
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transkrypty[22], np. w mézgu wystepuje produkt genu APC, dla ktorego kodon Start potozo-
ny jest w eksonie BS (ang. brain specific). Wyeliminowanie kodonu 1, ktéry koduje domeng
super spirali, o ktorej wiadomo, ze stuzy do homo- lub heterodimeryzacji, wptywa na funk-
cjonalnos$¢ produktu biatkowego[20]. Alternatywne sktadanie poczatkowych eksonow genu
moze by¢ zwiazane z wystgpowaniem tagodnej formy polipowatosci - AAPC (ang. attenuated
adenomatous polyposis coli)[23]. Podobny efekt zaobserwowano w jednej z dwoch rodzin z
mutacjami na koncu 3’ eksonu 9, gdzie w jednym przypadku wykazano modyfikujacy efekt
alternatywnego sktadania, prowadzacy do tagodnej formy FAP. W zwiazku z tym uwaza sig,
ze rodzaj, potozenie mutacji, jak rowniez efekt alternatywnego sktadania wptywaja na prze-

bieg choroby.

Bardzo ciekawa jest obserwacja migdzygenowego sktadania, w ktorego wyniku z genu
APC zostaje usunigty ekson 14 i obejmujacy prawie 70% genu ekson 15, a pozostaly frag-
ment taczy si¢ z koncem 3’ genu SRP1. Wycigcie eksonu 14 lub 15 prowadzi do powstania
dwoch izoform produktu roézniacych si¢ zdolnoscia wiazania mikrotubul i B-kateniny, jak
rowniez sekwencja regionu 3’ nie podlegajacego translacji, co moze wptywac na stabilnos¢
MRNA oraz na funkcje produktu[24]. Alternatywne sktadanie genu jest w tym przypadku
zwiazane z regulacja aktywnos$ci biatka APC i1 nasuwa przypuszczenie, ze petni ono wiele
roznych funkcji w komorce zwlaszcza, ze w alternatywnym sktadaniu bierze udziat ponad

75% eksondow.

Pelnej dlugosci biatko APC sktada si¢ z 2843 aminokwasow 1 wystgpuje w cytopla-
zmie oraz w jadrze komoérkowym[1, 21]. Dotychczas poznano kilka biatek wchodzacych w
interakcje z biatkiem APC. Naleza do nich biatko DLG, biatko mikrotubul, GSKf-3,
[-katenina, y-katenina, p34, Tid56, biatko Auxin. Interakcje z wieloma biatkami oznaczaja, ze
biatko APC bierze udziat w regulacji wielu procesow w komorce, obejmujacych podziat, mi-
gracje, adhezjg i roznicowanie komorek (ang. cell fate determination)[1]. W biatku APC wy-
odrebniono kilka funkcjonalnych domen. Domena zasadowa obejmuje animokwasy 2200-
2400[1]. Fragment koncowy biatka, migdzy aminokwasami 1-171, zaangazowany jest w oli-
gomeryzacjg. W biatku APC wystgpuja dwa miejsca wiazania f-kateniny - we fragmencie
obejmujacym trzy 15-nukleotydowe powtoérzenia migdzy aminokwasami 1020-1169 i w re-
gionie 20 aminokwasowych powtdorzen migdzy aminokwasami 1324-2075. Wiazanie z mikro-
tubulami, wystepujace podczas zwigkszonej ekspresji genu, odbywa si¢ za pomoca fragmentu
obejmujacego aminokwasy 2130-2483. Aminokwasy 2560-2843 sa miejscem wiazania z
biatkiem EBI1, a aminokwasy 2771-2843 wiaza si¢ z biatkiem DLG [1]. Nie wyodrgbniono
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regionu zwigzanego z procesem apoptozy, zaobserwowano jednak, ze ekspresja prawidlowe-
go biatka APC w komorkach linii nowotworowej jelita prowadzi do wystapienia tego zjawi-
ska. W komorkach §luzowki jelita grubego produkt genu APC o masie 300 kDa uczestniczy w

kontaktowym hamowaniu wzrostu komorek.

Bialko APC oddziatuje takze z y-katening i B-katening. Obydwa biatka wiaza si¢ z
biatkiem adhezyjnym E-kadheryna. Fearon (1997) zaproponowatl schemat, w ktérym biatko
APC bierze udzial w transdukcji sygnatu i przez degradacj¢ B-kateniny wptywa na aktywnos¢
czynnika transkrypcji Tcf4 (ang. T-cell transcription factor 4) (Ryc.1) [25]. Biatkiem regulu-
jacym tworzenie kompleksu biatka APC z -katening jest kinaza biatkowa ZW3/GSK3p. Fos-
forylacja biatka APC aktywuje wiazanie B-kateniny. Aktywnos¢ kinazy GSK3p jest regulo-
wana poprzez biatko dsh, wchodzace w interakcje z produktem genu WNT1. Biatko APC
zwiazane z kinaza ZW3/GSK3p posiada zdolnos$¢ hamowania transkrypcji indukowanej przez
B-katening. W przypadku utraty funkcji produktu genu APC nast¢puje aktywacja czynnika
transkrypcji Tcf4 (TCF7L2). Komorka jest pobudzona do proliferacji w wyniku aktywacji
transkrypcji genu c-MYC przez Tcf4 [26]. Produkt genu c-MYC wystepuje w jadrze komor-
kowym i posiada zdolno$¢ wigzania z DNA, aktywuje gen wzrostu - dekarboksylaz¢ ornityny
(ODC1) i gen CDC25A, ponadto jest inhibitorem genu GAS1. Wykazano rowniez, ze akty-
wowany kompleks B-katenina-Tcf4 indukuje ekspresjg Tcfl [27]. W komorkach $sluzowki je-
lita grubego gen APC dziata jako negatywny regulator cyklu komoérkowego przez regulacje
poziomu p-kateniny sygnat proliferacji pochodzacy od transmembranowego biatka
E-kadheryny. W przypadku utraty funkcjonalnosci tego genu w tkance zostaje zaburzona

roOwnowaga migdzy podziatami 1 §miercig komorek.
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MUTACJE GENU APC

Od 1991 roku, kiedy wykryto zwiazek mutacji genu APC z FAP nastapil rozw¢j badan
molekularnych. W okresie minionych 17 lat zaobserwowa¢ mozna rozwoj technik a co za tym
idzie zwigkszenie si¢ liczby doniesien dotyczacych spektrum mutacji w coraz to nowych kra-
jach czy grupach etnicznych. Badania prowadzone przez szereg lat z uzyciem takich technik
jak analiza polimorfizmu konformacji jednoniciowych fragmentéw DNA (SSCP), analiza he-
terodupleksow (HD) czy metoda rozdzialu w gradiencie czynnika denaturujacego (DGGE)
oraz sekwencjonowania DNA pozwolity na stworzenie komputerowych baz danych. Obecnie
najlepiej zorganizowana baza mutacji genu APC jest baza Institute of Medical Genetics w

Cardiff http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php. Jest najbardziej aktualna baza mutacji dla

wigkszosci opisanych gen6w[28]. W bazie danych dla genu APC zgromadzono dane o 858
typach mutacji. Najwigkszy odsetek mutacji genu APC stanowia mate delecje, ktorych opisa-
no 356 i w wigkszosci prowadza do zmiany ramki odczytu i skrdcenia produktu biatkowego
genu. Rzadziej wystgpowaty duze delecje (54), mutacje w miejscach sktadania genu (49), ma-
e delecje potaczone z insercjami (17), duze insercje (7), kompleksowe rearanzacje (6) a w

sekwencjach regulatorowych stwierdzono 3 mutacje. Nastgpnym pod wzgledem czestosci ty-
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pem mutacji sa substytucje, ktorych opisano 235. Prowadza one do zamiany aminokwasu lub
do powstania kodonu Stop w miejscu wystgpowania mutacji. Matych insercji opisano dotych-
czas 131. W przypadku substytucji, ktore stanowia 30% mutacji, kodon Stop powstaje w
miejscu mutacji, a w przypadku delecji lub insercji stanowiacych 68% mutacji powstaje w jej
poblizu w wyniku zmiany ramki odczytu. W genie wystgpuje region o podwyzszonej czgsto-
$ci wystgpowania mutacji MCR (ang. mutation cluster region), ktory obejmuje kodony 1055-
1309. W regionie tym wystepuje 23% wszystkich mutacji germinalnych. Ponadto w$réd mu-
tacji germinalnych zaobserwowano podwyzszona czestos¢ trzech mutacji: delecji 5 pz w ko-
donie 1309 (10%), delecji 5 pz w kodonie 1061 oraz delecji 4 pz w kodonie 1064[29]. Wigk-
szo$¢ mutacji wystepuje w regionie 5’ eksonu 15 genu APC. Charakterystyczna cecha FAP
jest utrata heterozygotycznosci (LOH, ang. loss of heterozygosity) w genie APC powstajaca w
wyniku mutacji somatycznej w drugim allelu genu APC. Rozktad czestosci tych mutacji jest
rézny od mutacji germinalnych. Do 60% mutacji somatycznych znajduje si¢ we fragmencie,
ktory obejmuje 8% genu migdzy kodonami 1286 i 1513. Mutacje somatyczne wystepuja w
dwoch goracych miejscach (ang. hot spots) w kodonie 1309 i kodonie 1450. Mutacje w genie
APC wystepuja rowniez w przypadkach rakéw jelita grubego niezwiazanych z polipowato-
scia. W przypadkach tych nowotworéw wystepuja pojedyncze guzy, poniewaz musi doj$¢ do
mutacji w jednym z alleli genu APC, a nastgpnie utraty heterozygotycznosci w wyniku muta-
cji somatycznych. W przypadku zespotu Lynch (HNPCC) proces ten jest przyspieszany przez
dziedziczone mutacje w genach naprawy DNA[30]. Wedtug najnowszych badan, dla inicjacji
nowotworu jelita grubego niezwiazanego z FAP nie musi wystapi¢c LOH w APC. W 50%
sporadycznych nowotwordow, w ktorych nie zaobserwowano zmian w APC, powstanie nowo-
tworu zwigzane jest z heterozygotycznymi mutacjami w genie -kateniny (CTNNB1). Muta-
cje wystepuja w miejscu fosforylacji B-kateniny przez kinaz¢ GSK3p. Powoduja one wyta-
czenie regulacyjnej funkcji genu APC, co prowadzi do kumulacji B-kateniny, a tym samym
ekspresji genu MYC i rozwoju nowotworu jelita grubego [31]. B-katenina znajduje si¢ za ge-
nem APC (ang. downstream) w szlaku kontaktowego hamowania wzrostu i w przypadku mu-

tacji w tym genie proces nowotworowy przebiega niezaleznie od stanu genu APC.

Podjeto probe okreslenia zwiazku migdzy potozeniem mutacji terminujacych transla-
cje a obrazem klinicznym choroby 1 wystapieniem objawdw pozajelitowych. Zaobserwowa-
no, ze wystapienie kodonu Stop przed kodonem 157 powoduje zmniejszenie liczby polipow i
tagodny przebieg choroby. Klasyczny przebieg polipowatosci z licznymi polipami ma miejsce

w przypadku wystapienia sygnatu Stop migdzy kodonami 169 a 1600. Mutacje wystepujace
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migdzy kodonami 1403 i 1587 prowadza do nasilenia objawoéw pozajelitowych. Wystgpowa-
nie widkniakowatos$ci naciekowej zwiazane jest z mutacjami w regionie migdzy kodonami
1445 a 1578. Mutacje w koncu 3° genu APC daja zr6znicowany obraz przebiegu choroby za-

rowno pod wzgledem liczby polipéw, jak réwniez wystgpowania objawdw pozajelitowych.

PROGRESJIA ZMIAN MORFOLOGICZNYCH | GENETYCZNYCH W RODZINNEJ]
POLIPOWATOSCI GRUCZOLAKOWATE]

Dziedziczenie zmutowanego allelu genu APC nie wywotuje obrazu klinicznego cho-
roby. Pojawienie si¢ objawow klinicznych zwiazane jest z sekwencja dalszych zdarzen w ko-
morce. Zarowno w przypadku FAP jak i HNPCC komorki charakteryzuja si¢ bardzo wysokim
ryzykiem wystapienia utraty hetrozygotycznosci w locus genu APC. W czasie rozwoju nowo-
tworu zachodza zmiany w obrgbie gendw supresorowych, onkogendw i1 gendw naprawy
DNA. Delecje obserwuje si¢ w regionach wystepowania genéw hamujacych proliferacjg, po-
tozonych na chromosomach 5q (APC, MCC), 17p (TP53) i 18q (DCC) oraz obserwuje si¢
mutacje punktowe w obrgbie protoonkogenu K-ras. W przypadku FAP ryzyko utraty hetero-
zygotycznosci jest bardzo wysokie, poniewaz jeden z alleli dziedziczony jest w formie zmu-
towanej. Ryzyko inicjacji nowotworu jest rowniez wysokie w wyniku dziedziczenia mutacji.
Mimo réznych przyczyn pierwszym etapem inicjacji choroby nowotworowe;j jest utrata hete-
rozygotycznosci W locus APC, prowadzaca do zwigkszenia proliferacji komorek w wyniku
aktywacji transkrypcji protoonkogenu c-MYC. Czeste podziaty komorek prowadza do wyse-
lekcjonowania klonu z uszkodzonym genem MCC, co powoduje dysplazj¢ i w dalszym etapie
powstanie gruczolaka stopnia pierwszego. Wzrost tempa podziatow komorek powoduje dal-
sze gromadzenie blgdow genetycznych i w wyniku tego nastgpuje aktywacja protoonkogenu
K-ras i delecja DCC (ang. deleted in colorectal cancer). Kolejnym etapem rozwoju nowotwo-
ru jest utrata funkcjonalnosci produktu genu TP53, co prowadzi do powstania gruczolakoraka,
a dalsze gromadzenie bledéw do powstania nowotworu inwazyjnego. Roznica w podtozu mo-
lekularnym FAP i HNPCC sprawia, ze pojedyncze guzy w HNPCC rozwijaja si¢ szybciej do
formy inwazyjnej niz w przypadku FAP.

BUDOWA | LOKALIZACJA GENU MUTYH

Gen MUTYH (MutY, e.coli, Homolog) jest homologiem bakteryjnego genu mutY zaan-
gazowanego w systemu naprawy oksydacyjnych uszkodzen DNA. Gen MUTYH jest czgsto
potocznie nazywany hMYH lub MYH jednak te nazwy sa uwazane za nieprawidtowe. MUTYH
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u czlowieka zostatl opisany w 1996r. Gen obejmuje 7100 pz na chromosomie 1 w regionie
p34.3-p32.1 i sktada si¢ z 16 eksonéw. Zaden z 15 intronéw genu MYH nie przekracza 200
pz. Gen koduje 535 aminokwasowe biatko w 41% identyczne z biatkiem mutY z E.coli [32].
Najczesciej wystepuja dwie substytucje Y165C i G382D, obserwowane u 80 % chorych z
mutacjami obu alleli genu[33-35]

OPIS KLINICZNY

FAP jest dobrze poznana dziedziczna predyspozycja do wystgpowania nowotworow
uktadu pokarmowego. U chorych wystepuja setki lub nawet tysiace polipow w jelicie grubym
1 odbytnicy. Polipy rozwijaja si¢ do nowotworu zto§liwego, jesli nie zostana usunigte. Obser-
wuje si¢ duza heterogenno$¢ w zakresie liczby polipéw jak i wieku ich wystapienia. Poza ob-
jawami w jelicie, w przypadku FAP, obserwuje si¢ rozne nasilenie wystgpowania objawow
pozajelitowych. Taki fenotyp choroby zwiazany jest z dominujacymi mutacjami w genie APC
[1, 36, 37]. FAP z licznymi objawami pozajelitowymi w formie torbieli gruczotéw tojowych
skory, kostniakow 1 widkniakowatos$ci naciekowej, a takze zmian w uzebieniu, polegajacych
na zmianach liczby zgbow oraz wystgpowaniu zgbow o dlugich i zaostrzonych korzeniach,
okreslana byla jako zespot Gardnera (MIM 175100.0006) [38]. W najnowszej literaturze
przegladowej odnotowuje si¢ zanik stosowanego terminu zespot Gardnera, takiej jednostki
chorobowej nie ma juz rowniez w bazie MIM. W FAP mozna wyr6zni¢ forme klasyczna 1 ta-
godna. Poza tym w formie klasycznej wyr6zniono ostry przebieg z bardzo licznymi objawami
pozajelitowymi. [39, 40]. Badania poszczegdlnych grup pozwolity wytoni¢ z grupy chorych
te osoby u ktorych nie wykryto mutacji w genie APC. Po ich analizie stwierdzono, ze w nie-
ktorych przypadkach nie obserwuje si¢ dominujacego dziedziczenia choroby. Doprowadzito
to do konkluzji, ze mutacje w innym genie moga prowadzi¢ do podobnego fenotypu jak mu-
tacje genu APC. Genem tym okazat si¢ gen MUTYH (ang. MutY, E.coli, homolog) [33, 35, 41-
43]. Wyodrebniono zatem nowa jednostke¢ chorobowa - recesywna, autosomalng postac
polipowato$ci gruczolakowatej jelita (ang. colorectal adenomatous polyposis, autosomal

recessive).

FENOTYP MUTACJI W GENIE APC
Rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata (FAP) (MIM 175100)

Rodzinna polipowatos¢ jelita grubego, FAP (ang. familial adenomatous polyposis) jest

dziedziczona autosomalnie dominujaco predyspozycja do wystgpowania licznych polipow w
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jelicie grubym. Objawy w postaci licznych (setki lub tysiace) polipow w §luzéwce jelita gru-
bego pojawiaja si¢ pod koniec drugiej dekady zycia. Sredni wiek wystepowania polipow to 15
lat[44]. Polipy charakteryzuja si¢ wysokim potencjalem do rozwoju w kierunku nowotworu
ztosliwego. Ryzyko wystapienia nowotworu u chorych z FAP jest praktycznie 100%. Wysta-
pienie nowotworu ztosliwego moze nastapi¢ od péznego dziecinstwa do 70 lat. Najwczesniej-
sze wystapienie objawdw polipowatosci zaobserwowano w wieku 5 lat[45]. Pierwszymi ob-
jawami wystapienia polipdw sa biegunki i krew w stolcu a w dalszej kolejnosci spadek masy
ciata i ogolne ostabienie. Choroba wystepuje z czestoscia 1/10000 nowourodzonych[44]. Kla-
syczna forma polipowatos$ci jelita charakteryzuje si¢ wystepowaniem powyzej 100 polipow,
ktore pojawiaja sig najczesciej w drugiej dekadzie zycia jako polipy gruczolakowate i moga
wspotwystepowac z limfoidalnymi[46]. NajczeSciej wystepuja polipy cewkowe o $rednicy
nawet do kilku centymetrow. Obserwuje si¢ takze wystgpowanie polipow cewkowo-
kosmkowych i kosmkowych[47]. Polipy jelita moga rowniez wystgpowac jako plaskie polipy
tabularne[48]. W klasycznej formie polipowatos$ci wyrézniono fenotyp z cigzkim przebiegiem
(ang. severe FAP), gdzie liczebnos¢ polipéw siega powyzej tysiaca[40]. Cigzki przebieg FAP
charakteryzuje si¢ wezesniejszym wiekiem wystgpowania nowotworu w jelicie, §rednio 34 la-

ta oraz wigksza czestoscia wystgpowania objawow pozajelitowych.

U chorych z FAP obserwuje si¢ wystgpowanie objawow pozajelitowych w réznym zakresie.
Naleza do nich:

e Przebarwienie barwnikowe siatkowki dna oka - CHRPE, zwiazane jest z potozeniem
mutacji w genie APC. CHRPE wystgpuje u ponad potowy nosicieli mutacji w genie
APCJ49]. Przebarwienie siatkowki nie wystepuje, jezeli produkt zmutowanego genu
jest mniejszy niz 50 kDa, a ekson 9 uwazany jest za graniczny migdzy mutacjami nie-
powodujacymi i powodujacymi przebarwienie. W kierunku 3° genu APC granica wy-
Stgpowania przebarwienia jest kodon 1387[49]. Dlugos¢ produktu genu APC ma
wplyw na obraz przebarwienia. Produkty biatkowe genu o dtugosci ponizej 1014 ami-
nokwasow przedstawiaja obraz matego okraglego przebarwienia (ang. small round
pigmented) lub duzego okragtego przebarwienia (ang. large round pigmented).
Produkty biatkowe powyzej 1014 aminokwaséw powoduja wzrost wystgpowania po-
zostatych dwoch typow zmian w siatkowce dna oka tj. owalnego przebarwienia okra-
zonego aureola (ang. oval pigmented with a surrounding halo) i duzego okragtego od-
barwienia (ang. large round de-pigmented) [50]. Kodon 1014 jest miejscem wiazania

dwoch biatek cytoplazmatycznych o i B-kateniny, sa one istotne dla biatka czynnego
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w adhezji komorek E-kadheryny. Produkty dtuzsze od 1014 aminokwaséw moga wia-

za¢ si¢ z tymi biatkami, co moze wptywac¢ na zmiang fenotypu przebarwienia.

e Zmiany w uzgbieniu najczegsciej polegajace na wystepowaniu dodatkowych zebow, a
takze kostniakow i zmian w zebach

e Polipy w wyzszych odcinkach przewodu pokarmowego. Polipy dwunastnicy oraz po-
lipy zotadka, ktore moga by¢ polipami dna zotadka i gruczolakami [51, 52]. Polipy zo-
tadka wystepuja u okoto 50% chorych z FAP i nie wykazuja wysokiego potencjatu do
nowotworzenia. Gruczolaki obserwowane u 6% przypadkow ulegaja nowotworzeniu
jeszcze rzadziej niz polipy dna zotadka [53]. Polipy dwunastnicy obserwuje si¢ u 33%
do 44% chorych z FAP [52, 54-56]. Opisano jednak grupg, w ktorej czgstos¢ wyste-
powania polipow dwunastnicy siggata 80% [56]. Polipy zlokalizowane sa najczgsciej
w czgsci zstepujacej dwunastnicy. U czedci chorych obserwuje si¢ rowniez wigksze
polipy w okolicy brodawki wigkszej dwunastnicy.

o  Wiodkniakowato$¢ naciekowa obserwowana jest u okoto 10% chorych z FAP, a jej po-
jawienie nastgpuje czgsciej po zabiegu chirurgicznym[57]. U pacjentéw z FAP obser-
wuje si¢ wzrost czegstosci wystgpowania wiokniakowatosci naciekowej w stosunku do
populacji og6lnej. Obserwuje si¢ takze modyfikujacy efekt plci. Choroba ta wystepuje
rzadziej u megzczyzn z FAP niz u kobiet w stosunku 1:3 [57, 58].

e Nowotwor tarczycy obserwowany jest w 94% przypadkow u kobiet[59-61].

e Nowotwory centralnego uktadu nerwowego. Wystepuja z niska czgstoscia, ok. 1% 1 sa
to glejaki. Wystgpowanie tych nowotworow z objawami FAP w jelicie okreslano jako
formeg druga zespolu nowotwor moézgu polipowatos¢ jelita znanego jako zespot Tur-
cot’a 2 lub brain tumor-polyposis syndrome 2 (BTPS2) [62-64]. Wstepowanie nowo-
tworu mézgu w przypadkach FAP wiaze sig raczej z wystgpowaniem locus modyfiku-
jacego przebieg choroby niz z okre§lonym spektrum mutacji w genie APC. Tym bar-
dziej, ze w przypadkach sporadycznych glejakéw czy rdzeniakéw mozgu nie obser-
wowano mutacji w genie APC [64, 65].

e Watrobiaki zarodkowe sa rzadkimi nowotworami wystgpujacymi u dzieci. Zaobser-
wowano wzrost ryzyka wystgpowania tych nowotworéw u nosicieli mutacji w genie

APC, ale jest on niski i nie przekracza 1% [40, 66-68].

Lagodna forma rodzinnej polipowatosci gruczolakowatej jelita grubego (AAPC)
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Lagodna forma rodzinnej polipowatosci jelita grubego AAPC (ang. attenuated ade-
nomatous polyposis coli) charakteryzuje si¢ wystgpowaniem matej liczby polipéw od kilku do
stu. Z objawow pozajelitowych rzadko obserwuje si¢ wystepowanie polipow dna zotadka[69].
Wystepowanie tej formy rodzinnej polipowatosci jelita zwiazane jest z wystgpowaniem muta-
cji na koncu 5’ genu APC. Przyjmuje si¢, ze kodon 159 jest granica migdzy mutacjami powo-
dujacymi AAPC a FAP, jednak ustalenie jednoznacznej granicy jest trudne, poniewaz ta for-
ma choroby wystapita rowniez w przypadkach, gdy mutacja prowadzita do powstania kodonu

Stop w eksonie 9 genu APC[69].

FENOTYP MUTACJI GENU MUTYH

Polipowato$¢ recesywna (MIM 608456) MAP (ang. MUTYH associated polyposis)

Polipowatos$¢ recesywna jest autosomalna recesywna predyspozycja do wystgpowania
licznych polipéw w jelicie grubym, ktérych liczebno$¢ jest nizsza niz w przypadku FAP, nie
przekracza 100 [42]. Ryzyko wystapienia nowotworu u nosicieli mutacji obu alleleli genu
MUTYH jest 93 razy wyzsze niz populacji ogdlnej a nowotwor jelita wystepuje prawie zaw-
sze przed 60 rokiem zycia[70]. Zaobserwowano rowniez, ze mutacje obu alleli genu MUTYH
podnosza ryzyko wystgpowania nowotworu endometrium, co przy niewielkiej liczbie polipow
lub ich braku, moze upodabniaé fenotyp do dziedzicznego nowotworu jelita bez polipowato-
sci (HNPCC) [71]. Roznice w zakresie wystepowania objawow choroby obserwuje si¢ takze

u krewnych nosicieli tych samych mutacji[72].
DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA FAP

Materiatem do badan jest DNA wyizolowany z komorek krwi obwodowej. Poszuki-
wanie mutacji wykonuje si¢ z zastosowaniem metod przesiewowych, takich jak: analiza hete-
rodupleksow, analiza polimorfizmu konformacji jednoniciowych DNA, a takze analizy top-
nienia w wysokiej rozdzielczosci (ang. High Resolution Melting — HRM). Analiza ta zastugu-
je na dluzszy komentarz. Zasada dziatania metody opiera si¢ na monitorowaniu zachowania
wczesniej zamplifikowanych fragmentow DNA w trakcie procesu denaturacji. Analize umoz-
liwia obecnos¢ barwnika fluorescencyjnego w mieszaninie reakcyjnej, ktory interkaluje jedy-
nie dwuniciowy DNA, dajac silny sygnat fluorescencyjny. Podczas topnienia DNA poziom
fluorescencji spada zaleznie od ilo$ci zdenaturowanych wiazan migdzy zasadami. Bardzo do-
ktadny pomiar fluorescencji na poszczeg6élnych etapach zmiany temperatury o 0,01°C umoz-
liwia zaobserwowanie roznic w szybkos$ci topnienia wynikajacych nie tylko z wystgpowania

niesparowan w tworzacych si¢ heterodupleksach, a nawet z zamian zasad z adeniny na tymine
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1 odwrotnie. Poréwnujac ze soba profile topnienia poszczegolnych fragmentéw, mozliwe jest
wyselekcjonowanie tych wykazujacych réznice w przebiegu denaturacji, ktére odzwierciedla-
ja tym samym zmiany w sekwencji. HRM jest technika przesiewowa i1 nie pozwala uzyskac
doktadnych informacji na temat zmian w sekwencji, dlatego wszystkie nietypowe profile top-
nienia podobnie jak dodatkowe konformery w analizie SSCP czy heterodupleksy w analizie
heterodupleksow, wymagaja potwierdzenia sekwencjonowaniem. Jednakze wysoka czuto$¢
metody, siggajaca wg niektorych badan 100%, pozwala znacznie zredukowac liczbg sekwen-
cjonowan, a tym samym koszty analiz, przy jednoczesnym zachowaniu (a nawet zwigkszeniu)
skuteczno$ci wykrywania mutacji w poréwnaniu do starszych metod przesiewowych[1, 2]. Po
zakonczeniu badan metodami przesiewowymi wykryte zmiany charakteryzuje si¢ w badaniu
sekwencji. Istotnym zagadnieniem jest badanie duzych zmian w obrgbie genu APC. Poszuki-
wanie duzych zamian w obrgbie gendow dotyczacych poszczegdlnych eksonéw lub nawet ca-
tych genéw uleglo znacznemu uproszczeniu, gdy w 2002 roku, Schoutern opisal metodg pro-
stej ilosciowej analizy nawet do 40 fragmentow DNA amplifikowanych identycznymi starte-
rami MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). Od tego czasu nastapit
gwaltowny rozwdj tej techniki i obecnie metoda stosowana jest w badaniach predyspozycji do
wystepowania chordb dziedzicznych charakterystyki nowotworéw analiz RNA badaniu mety-
lacji i farmakogenetyce. Metoda oparta jest na hybrydyzacji sond do wybranych fragmentow
DNA ligowaniu ich a nastgpnie amplifikacji. Pozwala to na iloSciowa oceng produktow PCR.
Hybrydyzacja sond do znanego fragmentu DNA otwiera mozliwosci w badaniu znanych mu-
tacji wystgpujacych z podwyzszona czgstoscia w przypadkach niektorych chorob. Zestaw
P043 dla genu APC poza sondami do badania poszczegolnych eksondow zawiera dwa zestawy
sond do wykrywania mutacji 3183-3187delACAAA 3927-3931delAAAGA. Te dwie mutacje
stanowia w przypadkach niektorych populacji nawet do kilkunastu procent mutacji wykrywa-
nych u chorych z FAP. W naszej grupie chorych z FAP te dwie mutacje wystgpuja prawie u
15% chorych. Po wykryciu mutacji w genie APC przeprowadza si¢ analiz¢ dziedziczenia
zmutowanego allelu genu APC u wszystkich oséb w badanej rodzinie (Ryc.2 ). Rodzinna po-
lipowato$¢ jelita grubego jest badana w naszym kraju od ponad 10 lat w Instytucie Genetyki
Cztowieka PAN w Poznaniu. Utworzony Bank DNA Polskich chorych z polipowatoscia ro-
dzinna zawiera materiat od prawie 600 rodzin. Wyniki prac na zgromadzonym materiale pre-
zentowano w specjalistycznych czasopismach[10, 12, 14-19, 61, 73-87]. Problem diagno-
styczny stanowi okoto 50% rodzin z FAP bez zidentyfikowanej mutacji w genie APC. Ostat-
nie doniesienia wskazuja ze nalezatoby zainteresowac si¢ zmianami poza sekwencja kodujaca

poniewaz ich wptyw na zaburzenia prawidlowosci ekspresji moze by¢ istotny.
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Ryc. 2. Diagnostyka molekularna FAP.

PROFILAKTYKA FAP

Okreslenie nosicieli mutacji wiaze si¢ z zastosowaniem u nich odpowiedniej profilak-
tyki. Obecnie, wobec 0sOb obciazonych ryzykiem wystapienia choroby stosuje si¢ sigmosko-
pi¢ wykonywana, co 12 miesigcy poczawszy od okresu dojrzewania. Pozwala to na wykrycie
objawow na dtugo przed rozwinigciem si¢ nowotworu inwazyjnego. Po pojawieniu si¢ poli-
pow jedynym sposobem uniknigcia wystapienia nowotworu inwazyjnego jest operacyjne usu-
nigcie catego jelita grubego. Profilaktyczna kolektomia wykonana w odpowiednim czasie 1 w

odpowiedni sposob pozwala na wydtuzenie zycia chorych z FAP $rednio z 45 do 60 lat.

W zabiegu operacyjnym usuwa si¢ cate jelito grube wytwarzajac z jelita cienkiego
zbiornik J (ang. J pouch). Obserwuje si¢ duza adaptacje §luzowki jelita cienkiego tak, ze mor-
fologicznie upodobnia si¢ ona do §luzoéwki jelita grubego. Zabieg chirurgiczny, bedacy obec-
nie jedyna mozliwoscia przedtuzenia zycia 0sob chorych, mimo skutecznosci, powoduje po-
wazne okaleczenie, zwlaszcza przy zaawansowanym rozwoju choroby, gdy usuwa si¢ odbyt.

Wobec tego bardzo duze nadzieje wiaze si¢ z badaniem wptywu sktadu pozywienia i niestero-
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idowych lekow przeciwzapalnych wplywajacych na obnizenie liczby wystgpowania polipow.
Badajac zawarto$¢ skrobi w zywnosci i zachorowania na nowotwory jelita grubego stwier-
dzono odwrotna korelacj¢ migdzy iloscia skrobi w diecie, a czgstoscia wystgpowania nowo-
tworu jelita grubego. Badania prowadzi si¢ na modelach zwierzecych. Opracowano kilka mo-
deli mysich, do ktoérych naleza myszy pozbawione funkcjonalnego genu (ang. knock-out)
APC”716[88]. Myszy te sa heterozygotami mutacji w genie APC w kodonie 716, co daje kla-
syczny obraz polipéw wystepujacych od 3 tygodnia zycia. Homozygoty mutacji sq prenatal-
nie letalne. Podawanie pokarmu o wysokiej zawartosci skrobi i niskiej zawartosci thuszczu nie
wplyngto na czgsto$é wystapienia choroby, lecz zmniejszyto o 64% liczebnos$¢ polipow a tak-
ze rozmiar polipéw u osobnikéw chorych. Obnizenie liczebnos$ci wystapienia polipéw powo-
dowane jest takze przez niesterydowe leki przeciwzapalne. W badaniach stosuje si¢ aspiryng,
Piroxicam i Sulindac, ktoére powoduja obnizenie liczebnosci polipow w jelicie grubym u my-

szy ze zmutowanym genem APC od 40 do 60% [89].

Podejmowane sa rowniez proby zastosowania terapii genowej w leczeniu FAP. Wa-
runkowanie choroby mutacja w jednym genie znacznie utatwia podjecie prob naprawy bledu.
Do linii komorek $luzowki jelita grubego SW480 ze zmutowanym genem APC wprowadzono
caty funkcjonalny gen APC z zastosowaniem liposomow jako wektora. Wydajnos¢ tego sys-
temu jest niska i gen nie ulega integracji z genomem komorki docelowej, jednak liposomy sa
duzo bezpieczniejsze od wektoréw retrowirusowych. Transfer genu APC pozwolit uzyska¢
ekspresj¢ prawidlowego genu APC w komorkach SW480 po 72 godzinach, ktora byta obser-

wowana przez okres tygodnia na poziomie zapewniajacym biologiczny efekt.

Choroby nowotworowe jelita grubego sa dobrze poznane, konieczne jest jednak po-
znanie wszystkich czynnikoéw wptywajacych na inicjacj¢ 1 rozwdj nowotworu oraz interakcje
migdzy nimi. Badanie mutacji wystgpujacych w czasie rozwoju choroby nowotworowej po-
zwoli na wybranie najskuteczniejszego sposobu profilaktyki lub minimalizowanie skutkéw
choroby. Najwigksze nadzieje wiaze si¢ ze stosowaniem terapii genowej. W tym przypadku,
aby calkowicie wyeliminowa¢ przyczyng choroby nalezaloby przeprowadzi¢ korekte genu w
wigkszosci komorek organizmu (dla uniknigcia licznych objawow pozajelitowych). Mimo
poznania mutacji powodujacej chorobg, dla kompleksowej korekcji znanego btedu musi do-

kona¢ si¢ przetom w technologii transferu genéw.
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Streszczenie

Polipy hamartomatyczne sa rodzajem malformacji blony $luzowej zbudowane ze
zdrowej, zdezorganizowanej tkanki. Ich rodzinne wystgpowanie jest charakterystyczne dla ze-
spotu polipowatos$ci mtodzienczej, zespotu Peutza-Jeghersa, zespotu polipowatos$ci mieszanej
oraz zespotow guzéw hamartomatycznych zwiazanych z mutacjami PTEN. Wszystkie wyzej
wymienione zespoty sa dziedziczone w sposob autosomalnie dominujacy i tworza grup¢ cho-
rob heterogennych pod wzglgdem liczebnos$ci 1 miejsca wystgpowania polipéw, a takze ryzy-
ka wystapienia nowotworéw uktadu pokarmowego i innych narzadéw. Poszczegolne polipo-
watosci czgsto objawiaja podobne symptomy, szczegdlnie we wezesnych etapach rozwoju, co
w wielu przypadkach nie pozwala na ich rozroznienie. Ich poprawna diagnoza, wykorzystu-
jac metody z zakresu biologii molekularnej, pozwala na zastosowanie efektywnego leczenia
na wczesnych etapach choroby oraz monitoring narzadow, ktore zagrozone sa rozwojem no-
wotworu. Badania na dziedzicznymi predyspozycjami do wystgpowania polipowatosci ha-
martomatycznych prowadzone sa przez autoréw rozdzialu w Instytucie Genetyki Czlowieka
PAN w Poznaniu. W banku DNA polskich pacjentéw z polipowato$ciami zgromadzono mate-

riat 81 rodzin z polipowato§ciami hamartomatycznymi

Stowa kluczowe: polipowatosci hamartomatyczne, polipowatos¢ miodziencza, zespot Peutza

1 Jeghersa, zespot Cowdena
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Summary

Hamartomas are malformations of mucosa, consisting of disorganized normal tissues.

Hamartomatous polyps occurrence is characteristic for juvenile polyposis syndrome, Peutz-
Jeghers' syndrome, hereditary mixed polyposis syndrome and PTEN hamartoma tumour syn-
drome. All the aforementioned syndromes are inherited in an autosomal dominant manner.
They form a rather heterogenous group of disorders in respect to the number and localization
of polyps and the risk of cancer in the alimentary tract and other organs. Individual syndromes
frequently manifest similar symptoms, particularly during the early stage of the diseases when
in several cases their clinical pictures do not allow for differential diagnosis. The correct di-
agnosis using molecular methods allows to implement treatment earlier and therefore more ef-
fectively since it is followed by a strict monitoring of organs that manifest a predisposition for
neoplastic transformation.
Research considering of hereditary hamartomatous polyposis are conducted by the authors of
the chapter at the Institute of Human Genetics, Polish Academy of Sciences in Poznan. In the
DNA bank of Polish patients with polyposis material from 81 families with hamartomatous
polyposis have been collected

Key words: hamartomatous polyposis, juvenile polyposis syndrome, Peutz-Jeghers

syndrome, Cowden syndrome
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Pojgcie hamartoma okresla guz nienowotworowy zlozony ze zdezorganizowanych
tkanek prawidlowych charakterystycznych dla miejsca wystgpowania guza. Termin ten
wprowadzony zostal w 1904 roku przez niemieckiego patologa Eugena Albrechta [1]. Ro-
dzinne wystegpowanie polipéw hamartomatycznych obserwuje si¢ w szeregu zespotéw choro-
bowych. Do choréb tych naleza zespot polipowatoscia mtodziefniczej (Juvenile polyposis syn-
drome JPS), zespot Peutza i Jeghersa (ang. Peutz-Jeghers syndrome PJS), zespotu polipowa-
tosci mieszanej (Hereditary Mixed Polyposis Syndrome HMPS) oraz zesp6t guzéw hamarto-
matycznych zwiazanych z mutacjami genu PTEN (PTEN hamartoma tumor syndrome
PHTS). Do PHTS przyporzadkowano migdzy innymi Zespdt Cowden (ang. Cowden syndro-
me CS), zep6t Bannayan-Riley-Ruvalcaba (Bannayan-Riley-Ruvalcaba syndrome BRRS), ze-
spot Proteusa (ang. Proteus syndrome PS). Wszystkie wyzej wymienione zespoty dziedziczo-
ne sa w sposob autosomalny dominujacy. Oprocz wystgpowania w przewodzie pokarmowym
polipéw hamartomatycznych cechuje je takze wzrost ryzyka transformacji nowotworowe;.
Rozwo0j zmian nowotworowych nie jest ograniczony jedynie do przewodu pokarmowego,
moze on wystapi¢ rowniez w innych narzadach. Progresja zmian nowotworowych w tego ty-
pu polipach nie jest w peni poznana, ale wykazuje odmienny mechanizm nowotworzenia niz
jest to obserwowane w gruczolakach.

Poszczegodlne zespoly polipowatosci hamartomatycznych czgsto charakteryzuja sig
wystepowaniem podobnych objawow, zwlaszcza na poczatkowym etapie rozwoju choroby
cechy kliniczne w wielu przypadkach nie pozwalaja na ich rozroznienie[2]. Wiasciwe
rozpoznanie choroby z pomoca molekularnej diagnostyki réznicowej umozliwia szybsze i
skuteczniejsze leczenie, gdyz monitorowane sa narzady, ktore wykazuja zwigkszone

predyspozycje do transformacji nowotworowej[3].

Tab. 1. Ryzyko wystapienia choroby nowotworowej w zespotach polipowato$ci hamartomatycznych dla
poszczegodlnych narzadow

Narzad Kumulatywne ryzyko (%) rozwoju nowotworu w poszczeg6dlnych
zespotach polipowato$ci hamartomatycznych
Zespot polipowatosci Zespot Peutza PHTS
mlodzienczej i Jeghersa
Tarczyca 3-7
Piersi 54 19-28
Zotadek 21 29
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Trzustka Dwa przypadki 36
Jelito cienkie 13
Jelito grube 9-68(17-22do25r.z.) 57(9do40r. 7))
Nerki 2
P¢cherz moczowy 3
Macica 9 6
Szyjka macicy 10 3
Jajniki 21 2
Jadra 9
Tab. 2. Geny warunkujace wystepowanie zespotow polipowatosci hamartomatycznych

Gen BMPR1A SMAD4 PTEN STK11
Nazwa Bone Mothers against | Phosphatase Serine/threonine

morphogenetic decapentaplegic, | and tensin hom- | protein kinase 11

protein receptor, drosophila, olog

type la homolog of, 4
Funkcja receptor Biatko fosfataza kinaza
biatka sygnalowe
MIM *601299 *600993 *601728 *602216
Chromosom | 10g22.3 18921 10923.31 19913.3
Wielkos¢ 168,5 kbz 38,5 kpz 108 kbz 23 kbz
Eksony 13 11 9 10
Aminokwasy | 532 552 403 433
Transkrypt 3613 8365 9007 3276
(p2)
Masa biatka | 60 kDa 60 kDa 47 kDa 48,6 kDa
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POLIPOWATOSC MELODZIENCZA

Polipowato$¢ mtodziencza (JPS) (MIM # 174900) jest rzadka choroba dziedziczona w
sposob autosomalny dominujacy opisana przez McColl’a w 1966 roku.[4]. JPS wystepuje 1
na 100000 nowych urodzen[5]. W wigkszos$ci notowanych przypadkéw ma ona przebieg ro-
dzinny. Diagnoza choroby opiera si¢ na stwierdzeniu wystgpowania polipéw, ktore pod
wzgledem histopatologicznym sa okreslane jako mtodziencze. Polipy mtodziencze wyrdznia-
ja sig: hiperplazja gruczotéw sluzowych, torbielami retencyjnymi powigzanymi z obrzgkiem,
zatorami otworow gruczotowych, obfita blaszka wiasciwa z brakiem migéni gladkich, nacie-
kami zapalnymi oraz dominujacym zrgbem[6]. Srednica polipéw waha si¢ od 1 milimetra do
kilku centymetrow. Polipy wystgpuja zazwyczaj w jelicie grubym 1 odbycie (80%), cho¢ zda-
rzaja si¢ w wyzszych odcinkach uktadu pokarmowego takich jak zotadek i jelito cienkie. Po-
lipy pojedyncze wystepuja u 75% pacjentow, natomiast w pozostatych przypadkach stwierdza
si¢ polipy mnogie. Pod wzgledem liczebnosci polipdw obserwuje si¢ zroznicowanie nawet u
cztonkoéw jednej rodziny. Pojedyncze polipy mtodziencze wystgpuja u okoto 2% dzieci 1 do-
rastajacej mtodziezy, nie maja one jednak zto§liwego potencjatu[7]. Tymczasem wsrod pa-
cjentow z polipowato$cia miodziencza ryzyko nowotworu jest znacznie wyzsze. Ryzyko
transformacji nowotworowe;j jelita w tym zespole wedlug r6znych danych literaturowych wa-
ha sig od kilku do kilkudziesigciu procent, od 9 do ponad 50 %.

Polipowatos¢ mtodziencza diagnozowana jest na podstawie ponizszych kryteriow[8]:
— co najmniej 3 polipy obserwowane w kolonoskopii
— polipy mtodziencze w catym uktadzie pokarmowym
— dowolna liczba polipéw mtodzienczych w przypadku rodzinnej historii choroby

Wyrdznia sig trzy kategorie choroby [9, 10]:
— polipowato$¢ mtodziencza niemowlat
— polipowato$¢ miodziencza jelita grubego
— ogolna posta¢ mtodzienczej polipowatosci

Podziat na polipowato$¢ mtodziencza jelita grubego 1 ogdlna posta¢ mtodzienczej polipo-
wato$ci zostal przyjety umownie na podstawie miejsca wystgpowania polipdw. Szacuje sig,
ze u ponad 20% pacjentéw z JPS wykrywane sa wady wrodzone w réznych narzadach. W
przewodzie pokarmowym obserwowane sa uchytki Meckela z przetoka pepkowa oraz malro-

tacje jelita cienkiego. W uktadzie moczowo-ptciowym rejestrowano przypadki niezstapionych

163



jader, jednostronnej agenezji nerkowej, rozszczepienia macicy. Wady wrodzone w obrgbie
Klatki piersiowej to ubytek przegrody migdzyprzedsionkowej, naczyniaki t¢tniczo-zylne ptuc,
zwezenie zastawki pnia tetnicy ptucnej, tetralogia Fallota, zwezenie aorty, przetrwaty prze-
wod tetniczy. Natomiast w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego stwierdzano makrocefa-
lig, wodogtowie komunikujace, rozszczepienie kregostupa. Ponadto notowano réwniez kost-
niaki, naczyniaki chlonne krezki, dziedziczne teleangiektazje, hiperteloryzm, wrodzona am-
niotoni¢, dodatkowe palce konczyny dolnej oraz ostra przerywana porfirig.

Za wystapienie polipowato$ci mtodzienczej odpowiedzialne sa mutacje w genach SMAD4 i
BMPR1A [5, 11, 12]. Gen BMPR1A (OMIM *601299; ang. Bone Morphogenetic Protein Re-
ceptor, Type IA) znajduje si¢ w chromosomie 10, w regionie q22-23. Gen ten sktada si¢ z 11
eksonoéw kodujacych 532 aminokwasowe biatko nalezace do rodziny TGF-$/BMP, bedace re-
ceptorem typu I o wilasciwosciach kinazy serynowo-treoninowej[13]. Transkrypt genu
BMPR1A sktada si¢ z 3613 nukleotydow[14, 15]. Ulega on ekspresji w wigkszosci tkanek w
tym w mig$niach szkieletowych, w mniejszym stopniu w sercu i tozysku.

Gen SMAD4 (OMIM*600993 ang. mothers against decapentaplegic, drosophila, homolog
of, 4) zlokalizowany w chromosomie 18, w regionie gq21.1. Sktada si¢ z 11 eksonow. Se-
kwencja genu obejmuje 50 tysigcy par zasad, a mRNA skfada si¢ z 3197 nukleotydow.
SMAD4 jest genem supresorowym, a kodowane przez niego 552 aminokwasowe biatko
uczestniczy w przekazywaniu sygnatu na szlaku transformujacego czynnika wzrostu B (TGF
B) i jego ligandow[13]. Biatko SMADA4, zaliczane do ,,common” SMAD, posiada dwie kon-
serwatywne domeny MH1 i MH2 (ang. Mad Homology domain). Na koncu aminowym biatka
znajduje si¢ domena MHI1 o strukturze spinki do wlosow, wykazujaca aktywnos$¢ wiazaca
DNA. Na koncu karboksylowym biatek SMAD znajduje si¢ bardzo konserwatywna domena
MH2. Odpowiada ona za oddziatywanie z biatkami uczestniczacymi w translokacji komplek-
su do jadra jak i z kofaktorami wiazacymi DNA[16]. Linker Co-SMAD posiada bogaty w le-
ucyng NES (ang. nuclear export signal) rozpoznawany przez CMRL1. Interakcja SMAD4 z
ufosforylowanymi Co-SMAD maskuje NES, chroniac SMAD4 przed rozpoznaniem przez
CMR1 i eksportem z jadra. Dopiero defosforylacja receptorowych SMAD oraz oddysocjowa-
nie kompleksu umozliwia eksport SMAD4. Import bialek SMAD do jadra odbywa sig bez
udziatu czynnikow transportu jadrowego. Taki niezalezny od importyn transport opisano
rowniez w przypadku sktadnikow uczestniczacych w innych przemianach, na przyktad -
kateniny w szlaku Wnt. Jest to mozliwe dzigki bezposredniemu oddziatywaniu SMAD z nu-
kleoporynami, dzigki interakcji hydrofobowego korytarza (ang. hydrophobic corridor) w do-

menie MH2 z regionem powtorzen FG nukleoporyn[17].
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Ufosforylowane receptorowe SMAD lacza si¢ z Co-SMAD. Utworzony w ten sposob
kompleks przechodzi do jadra, gdzie uczestniczy w kontrolowaniu ekspresji bardzo wielu ge-
noéw jako pozytywny lub negatywny regulator zmian[18, 19]. Aktywacja, jak i represja wy-
maga uczestnictwa tych samych bialek SMAD, a komérkowo specyficzna interakcja z czyn-
nikami bedacymi koaktywatorami i korepresorami powoduje wiasciwa odpowiedz. Kompleks
SMAD4 z R-SMAD wiaze si¢ z DNA przez domeng MHI1, rozpoznajaca sekwencj¢ palin-
dromowa DNA GTCTAGAC. Taka sekwencja wiazaca SMAD (SBE) jest czgsto obserwo-
wana wsrod gendw, ktore ulegaja ekspresji w wyniku obecnosci ligandow TGF B/BMP. SBE
GTCTAGAC wystepuje srednio, co 1024 par zasad w genomie albo przypada, co najmniej
jedno takie miejsce w regulatorowym regionie kazdego $redniej wielkosci genu[17]. W litera-
turze opisano trzy mechanizmy regulacji transkrypcji w promotorze lub enhancerze przez
SMAD i inne czynniki transkrypcyjne[16]. Pierwszy sposob to wiazanie si¢ aktywnego kom-
pleksu R-SMAD i Co-SMAD z czynnikiem transkrypcyjnym i taczenie si¢ takiego komplek-
su z rozpoznawang sekwencja DNA. Drugi mechanizm polega na oddzielnym wigzaniu sig
SMAD i kofaktora z DNA, ale dopiero interakcja tych biatek stabilizuje wlasciwosci enhan-
cerowe. Ostatni sposob regulacji odbywa si¢ przez niezaleznie od siebie wiazanie SMAD i
dodatkowego czynnika do okreslonego miejsca DNA. Ich dzialanie jest oddzielnie, ale jednak
W SposOb synergistyczny.

Mutacje w SMAD4 sa obserwowane u okoto 20% pacjentéw z rodzinna polipowatoscia
miodziencza[11, 20]. Z podobna czgstoscia wykrywane sa mutacje genu BMPR1A. W sumie
w obu genach wykryto juz blisko 200 typéw mutacji prowadzacych do rozwoju polipow
zwiazanych z zespolem polipowato$ci mtodzienczej. Wykryte mutacje to przede wszystkim
mate zmiany, mutacje punktowe i mate delecje. Do$¢ wysoki odsetek zmian u chorych z poli-
powatos$cia mlodziencza stanowia takze duze zmiany. Obserwowano duze delecje dotyczace
regionu g22-q23 w chromosomie 10. Zmiany te obejmowaly dwa sasiadujace geny PTEN i
BMPR1A. Mutacje w obu genach zaangazowane sa w rozwoj réoznych zespotow polipowato-
$ci hamartomatycznych. Dotychczas opisane mutacje maja heterogenny charakter poza jedna
mutacja, c.1244-1247delAGAC w eksonie 9 genu SMAD4. Mutacja ta znajduje si¢ w gora-
cym miejscu, w regionie zawierajacym cztery dwunukleotydowe powtorzenia AG, gdzie
prawdopodobnie dochodzi do wypetlenia fragmentu nici DNA, ktory ulega delecji.

Zauwazono pewne korelacje migdzy fenotypem a genotypem u chorych z JPS. Z mutacja-
mi w genie SMAD4 powiazano wyzsza czgstos¢ wystgpowania duzych polipow w zotadku.
Germinalne mutacje tego genu sa odpowiedzialne za bardziej agresywny fenotyp mtodzien-

czej polipowatosci jelita, ujawniajacy si¢ jako malformacje naczyn w obrebie skladnikow
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podscieliska, kiedy mutacja znajdowala si¢ przed kodonem 423. Zauwazono takze, ze polipy
z mutacja w genie SMAD4 sa obserwowane zar6wno w wyzszych jak i nizszych odcinkach
przewodu pokarmowego, gdy polipy z mutacjami w genie BMPR1A ograniczone sa do regio-

nu okr¢znicy 1 odbytu.

ZESPOL PEUTZA I JEGHERSA

Zespot Peutza i Jeghersa (PJS; OMIM 175200) jest choroba dziedziczona w sposob
autosomalny dominujacy. Pierwszego opisu choroby dokonat w 1921 roku L.A. Peutz. 28 lat
p6zniej w 1949 roku H. Jeghers okreslit szczegdtowo cechy kliniczne choroby. Pierwsze ob-
jawy w postaci polipéw hamartomatycznych oraz zmian barwnikowych skory pojawiaja si¢
juz w dziecinstwie. Czgstos¢ wystgpowania zespotu waha si¢ od 1/29 000 do 1/120 000 no-
wych urodzen. Polipy pojawiaja si¢ podczas drugiej i trzeciej dekady zycia u 80-100% pa-
cjentow[21]. Moga by¢ zlokalizowane na catej dlugosci przewodu pokarmowego, cho¢ ich
czgstos¢ wystepowania jest rozna i zalezy od odcinka. Najczg$ciej stwierdzane sa w jelicie
cienkim (96%), naste¢pnie okr¢znicy i zotadku. Polipy w obrazie histopatologicznym wyglada-
ja jak drzewkowato rozgal¢ziajace si¢ peczki migéni gltadkich. Rdzen polipéw stanowi tkanka
podscieliska 1 migsnie gladkie. Cato$¢ zmiany pokryta jest prawidlowo wygladajacym na-
btonkiem. U chorych stwierdzano fagodne polipy, wystgpujace poza przewodem pokarmo-
wym: w nosie, oskrzelach, pecherzyku zotciowym i pgcherzu moczowym. Wystepuja mnogo,
a ich wielkos¢ waha sig od 1 do 3 centymetrow. Ryzyko nowotwordw jelita u chorych z ze-
spotem Peutza i Jeghersa jest nieznacznie wigksze niz w przypadku populacji ogélnej. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze polipy hamartomatyczne, zwlaszcza mnogie, moga by¢ powodem wielu
dolegliwosci ze strony przewodu pokarmowego. Stanowia przyczyng niedroznosci (z powodu
wglobienia) 1 krwawien z dolnego odcinka przewodu pokarmowego, ze wzgledu na tatwa sa-
moamputacje polipdw[22, 23]. W literaturze u chorych z zespolem Peutza i Jeghersa byty
opisywane przypadki nowotwordéw pozajelitowych. Stwierdzano podwyzszone ryzyko wysta-
pienia nowotworu trzustki, sutka, ptuc, jajnika i macicy [24-26]. Drugim charakterystycznym
objawem choroby jest wystgpowanie przebarwien sluzowkowo-skornych, ktore pojawiaja si¢
juz w wieku niemowlecym, jak i wczesnym dziecinstwie. Ciemno brazowe, czarne badz nie-
bieskie plamki, wielkosci od 1 do 5 milimetrow wystepuja u ponad 90% pacjentéw. Moga
rozwijac si¢ wokot ust, nozdrzy, oczu, policzkow, na jezyku i1 podniebieniu. Opisywano row-
niez przypadki, w ktorych przebarwienia wystgpowaly na rekach, stopach, w okolicach pepka,

jak 1 obszarze okotoodbytniczym. Przebarwienia moga blednaé¢ po okresie pokwitania i w
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czasie dorostego zycia. Zdiagnozowanie polipowatosci Peutza i Jeghersa nast¢puje poprzez
rozpoznanie objawow klinicznych. Kryteria diagnostyczne przyje¢te dla tej choroby w przy-
padku oso6b z rodzinnym przebiegiem choroby ograniczaja si¢ jedynie do stwierdzenia ztogow
melaninowych. Natomiast przy braku historii rodzinnej wymagane jest potwierdzenie wysta-
pienia przynajmniej dwoch polipéw hamartomatycznych.

Zespot Peutza i Jeghersa warunkowany jest mutacjami w genie STK11l
(OMIM*602216 Serine/Threonine Protein Kinase 11) potozonym na krotkim ramieniu chro-
mosomu 19 w regionie 13.3. Gen ten skfada si¢ z 10 eksonow, z ktorych 9 koduje biatko o
wlasciwosciach kinazy serynowo-treoninowej. Ulega on powszechnej ekspresji podczas roz-
woju embrionalnego, ale wystgpuje, takze w narzadach ludzi dorostych, zwlaszcza w trzustce,
watrobie 1 migsniach szkieletowych. Biatko STK11 skfada si¢ z trzech gléwnych domen, N-
terminalnej, nie katalitycznej domeny, ktéra zawiera dwa sygnaty lokalizacji jadrowej; wyso-
ce konserwatywnej domeny kinazowej i domeny regulatorowej znajdujacej si¢ na karboksy-
lowym koncu. Domena kinazowa tego 433 aminokwasowego bialka zlokalizowana jest po-
migdzy 49 a 309 aminokwasem. Biatko STK11 zawiera kilka miejsc, ktore ulegaja fosforyla-
cji i prenylacji, a takze sygnat lokalizacji jadrowej (NLS). W wyniku aktywnosci kinaz fosfo-
rylowane sa seryny w pozycji 31 1 325 oraz treonina w pozycji 363. STK11 jest réwniez
zdolny do autofosforylacji treoniny w pozycji 185, 189, 336, jak rowniez seryny w pozycji
402. Autofosforylacja STK11 w pozycji Thr189 jest bardzo wazna dla aktywnosci kinazowej

3 zlokalizowany jest na

tego biatka. Natomiast motyw prenylacyjny Cys** -Lys-GIn-Gln
koncu karboksylowym. Utrata funkcji przez biatko STK11 pociaga za soba rozwdj réznych
wad. Zwiazane jest to z uczestnictwem STK11 w wielu waznych procesach komorkowych. U
Xenopus, homolog genu STK11, XEEX]1, zaangazowany jest w proces wczesnego rozwoju
embrionalnego. Natomiast myszy pozbawione genu STK11 umieraja okoto 6smego dnia pod-
czas embriogenezy. W przypadku myszy STK11+/- stwierdza si¢ wystepowanie polipow, kto-
re pod wzgledem histopatologicznym sa bardzo podobne do tych wystgpujacych w zespole
PJS. W analizie molekularnej potwierdzono, ze do rozwoju polipow wystarczy utrata jednego
allelu genu STK11. Po 45 tygodniu zycia u >70% myszy STK11+/- ptci mgskiej i 20% myszy
STK11+/- pkci zenskiej obserwowane sa rézne pod wzgledem histopatologicznym typy nowo-
tworow watroby. W komorkach nowotworowych stwierdzono utrate obu alleli genu
STK11[27, 28]. Wykazano, ze STK11 kontroluje szlak TGF [ tworzac kompleks z biatkiem
SMAD4 poprzez LIP1. LIP1, tworzy specyficzny pomost pomigdzy tymi dwoma biatka-
mi[29]. STK11 oddzialuje rowniez z biatkiem PTEN[30]. Ponadto, kinaza STK11 uczestni-

czy w apoptozie zaleznej od p53.
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Germinalne mutacje genu STK11 wykrywa si¢ u 70% chorych z dziedziczna postacia
tej choroby. W przypadku pacjentéw bez historii rodzinnej wykrywalno§¢ wynosi okoto 50%
[31]. W genie STK11 opisano do tej pory ponad 230 mutacji w tym 70 mutacji punktowych.
Duza czg$¢ tych mutacji stanowia mate delecje (54) i male insercje (33). Wsrdd pacjentow z
PJS czeste sa takze duze delecje obejmujace poszczegdlne eksony jak i delecje catego genu
[32].

ZESPOL. COWDENA

Zespot Cowdena (OMIM #158350; ang. Cowden Disease; CD) jest bardzo rzadkim
zespolem polipowato$ci hamartomatycznych. Czgstos¢ wystgpowania tego zespotlu szacuje
si¢ 1 na 200000 nowych urodzen. Cecha charakterystyczna sa wielorakie zmiany hamartoma-
tyczne tkanek pochodzacych z trzech listkow zarodkowych: endodermy, ektodermy i mezo-
dermy. Oprocz regionu zotadkowo-jelitowego (71% chorych) zmiany te wystepuja na skorze,
btonach §luzowych jak i innych organach. Miedzynarodowe konsorcjum zajmujace si¢ zespoO-
tem Cowdena opracowato kryteria diagnostyczne, wérod ktorych mozna wyrdzni¢ zmiany
skorno-§luzéwkowe, w tym wiokniaki §luzowki jamy ustnej oraz zmiany brodawkowate i hi-
perkeratotyczne na twarzy i1 na konczynach[33]. U prawie 99% chorych przed 30 rokiem zy-
cia rozwijaja si¢ zmiany skorno-§luzowkowe. Zmiany hamartomatyczne w obrgbie przewodu
pokarmowego wystepuja na calej jego dtugosci[34]. Najczgsciej jednak zdarzaja si¢ w zotad-
ku, okreznicy 1 przelyku. W przelyku maja posta¢ glikogenowych zrogowacef. Zmiany ha-
martomatyczne w tym zespole to przede wszystkim polipy, thuszczaki 1 nerwiaki zwojowe.
Polipy w zespole Cowdena wyrdzniaja si¢ obecno$cia elementdéw nerwowych, ktore nie sa
obserwowane w innych zespotach polipowatosci hamartomatycznych. Poza tym w zespole
Cowdena obserwowane sa rowniez wady centralnego uktadu nerwowego, takie jak makroce-
falia (38%), opoznienie umystowe, choroba Lhermitte-Dulclos (LDD), nerwiaki zwojowe
moézdzku. Oprocz tego zdarzaja sie wady oczu i tetniczo-zylne wady rozwojowe[35-37]. Wa-
dy kosci czaszki, kregostupa 1 rak wystepuja u jednej trzeciej pacjentow. W zespole istnieje
podwyzszone ryzyko rozwoju tagodnych, jak i ztosliwych nowotworéw tarczycy, ptuc, nerki,
siatkowki, piersi, macicy i skory. U 30 do 50% kobiet z zespolem Cowdena obserwowany jest
nowotwor piersi, przy czym u 25% jest on obustronny. Rak piersi u tych kobiet wystgpuje w
bardzo mtodym wieku, mniej wigcej 10 lat wezesniej w porownaniu z populacja ogdlng [35].
Ryzyko wystapienia chordb tarczycy wynosi 53%. Najczgsciej obserwuje si¢ wystgpowanie

wola (22%), natomiast gruczolaki wystgpuja w 12%. Rak pecherzykowy wystgpuje u okoto
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4% pacjentow z zespotem Cowdena a brodawkowaty u 3%. Wystgpuja rowniez pojedyncze
przypadki rdzeniastego raka tarczycy[38, 39]. Gen PTEN (OMIM*601728; Phosphatase And
Tensin Homolog; PTEN) odpowiedzialny za rozw6j zespotu Cowdena zostal zmapowany w
1997 roku na chromosomie 10 w regionie g23. Jest to gen supresorowy, ktory koduje biatko
ztozone z 403 aminokwasow, bedace fosfataza. Okreslenie struktury krystalicznej PTEN
ujawnito, ze N-terminalna domena fosfatazy scisle przylega do domeny C2 na koncu karbok-
sylowym. Dwie domeny razem tworza podstawowa jednostke katalityczna zajmujaca prawie
cala sekwencje peptydowa biatka, oprocz malenkiego ogona w N- terminalnej czesci 1 dhuz-
szego 50 aminokwasowego fragmentu na koncu karboksylowym. Domeny fosfatazy i C2
tworzace rdzen katalityczny biatka sa wystarczajace do jego prawidtowego funkcjonowania.
Wydaje sig, ze pozostale czgsci uczestnicza w regulacji aktywnosci lub/i interakcji PTEN z
innymi biatkami[40]. PTEN ma witasciwosci defosforylujace zarowno biatka, jak i lipidow
btony komorkowej. Usuwa grupe fosforanowa z pozycji D3 pierscienia iznozytolowego z
3,4,5 trifosforanu fosfatydyloinozytolu i 3,4- difosforanu fosfatydyloinozytolu, ktore sa pro-
dukowane podczas przekazywania sygnatéw komorkowych w wyniku aktywnosci kinazy fos-
foinozytolu 3' (PI3K)[41]. PTEN dziata jako swoisty wytacznik szlaku przewodzenia sygna-
16w na drodze PI3K, a tym samym prowadzi do zatrzymania cyklu komérkowego w fazie G1.
Dziatanie genu PTEN, polegajace na antagonizowaniu dziatania kinazy fosfoinozytolu 3’,
hamuje aktywnos$¢ wielu onkoprotein wywierajacych swoj wptyw wiasnie przez kinezg PI3K.
PTEN-PI3K reguluja fundamentalne procesy komorkowe zwigzane z mechanizmem trans-
formacji nowotworowej. PTEN uczestniczy w regulacji cyklu komérkowego poprzez kinaze
Akt. Wsrod substratow kinazy Akt odgrywajacych znaczaca role w cyklu komorkowym moz-
na wyr6zni¢ takie czynniki transkrypcyjne jak: FKHR (Forkhead transcription factor), AFX,
FKHRL1 czy GSK3. PTEN kontroluje réwniez podzialy komoérkowe. W fibroblastach PTEN-
/- dochodzi do obnizenia odpowiedzi na stymulacje procesu apoptozy w wyniku zwigkszonej
transkrypcji genow proapoptotycznych tj. FAS 1 Bim. Aktywno$¢ fosfatazy biatkowej PTEN
prowadzi do hamowania kinazy FAK (Focal Adhesion Kinase) odpowiedzialnej za adhezje
komorkowa 1 zdolno$¢ migracji komorek[42]. Biatko PTEN odgrywa réwniez wazna role w
procesie angiogenezy i uczestniczy w kontroli szlaku mTOR. U D melanogaster utrata funk-
cji genu dpten powoduje wzrost rozmiaru komorek i organdow, podczas gdy nadeskpresja dp-
ten u drozdzy powoduje, ze efekt fenotypowy jest odwrotny. W przypadku myszy brak genu
PTEN w komorkach neuronalnych powoduje rozwo6j zespotu cech podobnych do tych, jakie
wystgpuja w chorobie Lhermitte-Duclos stanowiacej jedna z cech klinicznych zespotu Cow-

dena[43].
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Mutacje somatyczne w genie PTEN powoduja rozwdj szeregu réoznych typdw nowo-
tworow. Obserwowane sa u 80% pacjentow z zespolem Cowdena. Mutacje genu PTEN wy-
krywane sa takze w innych zespotach polipowatosci hamartomatycznych, miedzy innymi w
zespole Bannayan-Riley-Ruvalcaba[44]. Wykrywalno$¢ zmian w genie PTEN jest bliska
60%. W komputerowej bazie mutacji w genie PTEN opisano 208 mutacji, przewazajaca
wigkszos¢ stanowily mutacje typu zmiany sensu i mutacje nonsensowne (87 mutacji) oraz
mate delecje i insercje (75 mutacji). U pacjentéw z zespolem Cowdena mutacje w genie
PTEN obserwowane sa w regionie promotorowym, natomiast delecje czesci lub calego genu

dotycza zazwyczaj pacjentow z zespotem Bannayan-Riley-Ruvalcaba

POLIPOWATOSC MIESZANA

Polipowatos¢ mieszana (MIM #610069 ang. Hereditary Mixed Polyposis Syndrome,
HMPS) pojawita si¢ w literaturze w roku 1971. Opisano wtedy przypadek 11-letniej dziew-
czynki z polipami mtodzienczymi i gruczolakami w okr¢znicy i w jelicie cienkim. Jednak do-
piero w 1987 roku Sarles zaproponowat nazwe¢ polipowato$¢ mieszana, opisujac przypadek
ojca 1 syna z licznymi, réznego typu polipami okr¢znicy. U ojca byly to polipy metaplastycz-
ne i gruczolaki, a u syna zdiagnozowano oprocz tego polipy miodziencze. Najdoktadniej kli-
niczne cechy zespolu polipowatosci mieszanej przedstawiono w kilkupokoleniowej rodzinie,
nazwanej SM96[45, 46]. Sposrod ponad 200 cztonkdéw rodziny 42 osoby wykazywaty obec-
no$¢ roznego typu polipdw, od gruczolakow cewkowych, gruczolakow brodawkowatych i
gruczolakéw plaskich po polipy hiperplastyczne, az do atypowych polipow mtodzienczych.
Pod wzgledem histologicznym atypowe polipy mtodziencze posiadaty cechy polipéw hiper-
plastycznych i gruczolakow. Badania kolonoskopowe uwidaczniaty zazwyczaj kilkanascie
polipéw w okreznicy i odbycie. Sredni wiek diagnozowania pacjentow z HMPS w rodzinie
SM96 to 40 lat.

Natomiast Cao przedstawit dwie trzypokoleniowe rodziny o bardzo podobnym prze-
biegu choroby jak w rodzinie SM96[45]. W wigkszo$ci przypadkéw polipy byty zlokalizowa-
ne w jelicie grubym. Cao u chorych cztonkow rodzin nie obserwowat takze zadnych zmian
pozajelitowych. Stwierdzono rowniez, ze osoby z HMPS wykazuja zwigkszona predyspozy-
cje do rozwoju nowotworu jelita grubego.

Gen odpowiedzialny za rozwoj polipowatosci mieszanej nie zostat jeszcze zidentyfi-
kowany. W wyniku analizy sprzgzen ustalono region silnie zwigzany z pojawieniem si¢ ob-

jawow choroby. Zostat nazwany CRACI 1 jest zlokalizowany na dlugim ramieniu chromoso-
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mu 15. U probanta z jednej z rodzin przedstawionych przez Cao zidentyfikowano heterozygo-
tyczna delecje 11 nukleotydow w eksonie 2 genu BMPR1A. Nie wykryto tej mutacji u pozo-
stalych chorych cztonkéw rodziny. W 2012 roku opublikowano prace na temat duplikacji w
obrebie konca 3 genu SCGS5 1 konca 5° genu GREM, ktora powiela region enhancera genu
GREML1. Ta duplikacja obejmuje 40kpz i powoduje wzrost allelo-specyficznej ekspresji genu
GREMI, ktory blokuje aktywnos¢ szlaku BMP[47]. Podobny mechanizmy jest podtozem wy-
stapienia nowotworu jelita w przypadku polipowatosci mtodzienczej. Polipowato$¢ mieszana

jest najmniej poznana choroba z zespotéw polipowatosci hamartomatycznych 1 wciaz wyma-

ga dalszych badan.

Tab. 3. Kryteria diagnostyczne rozpoznania polipowato$ci hamartomatycznych
Zespot polipowatosci Kryteria diagnostyczne
hamartomatycznych

Polipowato$¢ mtodzien- | ¢ Liczne polipy mlodzieficze (3-10 polipéw) w jelicie grubym i

cza odbytnicy

e Jakakolwiek liczba polipéw mlodzienczych u pacjentow z ro-
dzinnym przebiegiem choroby

e Polipy mtodziencze poza okre¢znica (w zotadku albo jelicie

cienkim).

ZespOt Peutza i Jeghersa | ¢ Trzy lub wiecej polipow potwierdzonych pod wzgledem hi-
stologicznym

e Jakakolwiek liczba polipow charakterystycznych dla PJS u
pacjentéw z obcigzonym wywiadem rodzinnym

e Charakterystyczne zmiany barwnikowe skorno-sluzowkowe u
pacjentéw z obcigzonym wywiadem rodzinnym

o Jakakolwiek liczba polipow charakterystycznych dla PJS i

charakterystyczne zmiany barwnikowe skorno-sluzéwkowe

Zespot Cowden Kryteria symptomatyczne:
Zmiany skorno-§luzowkowe

e torbiele trichilemmalna

e Dbrodawka akralna

e zmiany brodawkowate

e zmiany na blonie sluzowej

Glowne kryteria:
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Nowotwor piersi

Rak tarczycy (zwlaszcza pecherzykowaty)

Makrocefalia (czotowo-potyliczny obwod czaszki > 97 perycen-
tyle)

Zwojak dysplastyczny mozdzku

Rak endometrium

Pomniejsze kryteria:

Inne zmiany tarczycy (np. powigkszenie gruczotu tarczycy)
Opo6znienie umystowe (IQ < 75) polipy hamartomatyczne
Dysplazja wtoknisto-torbielowata sutka

Ttuszczaki

Widkniaki

Nowotwory narzadow moczowo-ptciowych
Zespot mieszanej Brak okreslonych kryteriow diagnostycznych tego zespotu.
polipowatos$ci Rozpoznanie opiera si¢ na wystgpowaniu licznych polipow, roz-

nych pod wzgledem histopatologicznym

OPIEKA NAD CHORYMI Z ZESPOLAMI HAMARTOMATYCZNYMI.

Zespotly chorobowe zwiazane z polipowatosciami hamartomatycznymi sa do$¢ hetero-
genna grupa, zarowno pod wzgledem ilosci 1 lokalizacji polipow, jak 1 ryzyka wystapienia
nowotworow uktadu pokarmowego 1 innych narzadéw. Mimo, ze choroby nie naleza do czg-
stych to jednak pozostaja grozne dla pacjentéw nie tylko z powodu predyspozycji do wysta-
pienia choroby nowotworowej, ale takze z powodu objawow nienowotworowych, do ktorych
naleza krwawienia, wglebienia i niedroznosci jelit. Kazda z polipowato$ci hamartomatycz-
nych ma narzadowo-specyficzng lokalizacje wystgpowania objawow 1 dlatego kazda z nich
wymaga innej strategii postegpowania diagnostycznego. Z tego powodu prawidtowe zakwali-
fikowanie chorych do okre$lonego zespotu chorobowego jest podstawowym krokiem w kie-
runku prawidtowej opieki nad osobami obciazonymi tymi predyspozycjami. Zalecenia badan
diagnostycznych dla polipowatosci hamartomatycznych bazuja jednak tylko na opiniach eks-
pertow. Nie prowadzono badan randomizowanych okreslajacych skuteczno$¢ programoéow
opieki medycznej w tych chorobach[48]. W zespole Peutza i Jeghersa opieka diagnostyczna
obejmuje zagrozone transformacja nowotworowa narzady ze zrdznicowaniem pod wzgledem
ptci. Dla obu pici zalecane jest badanie jelita cienkiego (pasaz jelita cienkiego) od 8 roku zy-

cia raz na 2 - 3 lata. Kolonoskopia co 2 - 3 lata od 18 roku zycia. Od 24 roku zycia badanie
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USG trzustki raz na 1 - 2 lata. U kobiet badanie piersi od 18 roku zycia, samokontrola raz w
miesiacu, od 24 roku zycia coroczne wykonywanie badan ultrasonograficznych i MRI, nato-
miast od 35 roku zycia mammografi¢. Badanie jajnikow zaleca si¢ przeprowadzac raz na rok
poczawszy od urodzenia do 12 roku zycia, a nastepnie od 21. U chorych plci meskiej zalecane
jest badanie jader od urodzenia do 12 roku zycia [48, 49]. W polipowatosci mltodziencze;j
opieka nad chorymi skupia si¢ na kontrolowaniu uktadu pokarmowego. Jednak w kilku rodzi-
nach obserwowano wspotwystepowanie naczyniakowatosci krwotocznej w przypadku muta-
cji w genie SMAD4, wigc zaburzenia rozwoju naczyn roéwniez sa mozliwe. Nalezy zwracac
uwage na wystgpowanie u chorych krwawien, anemii, b6léw brzucha, biegunek lub zmian w
ksztatcie lub kolorze stolca. Wystepowanie takich objawow jest wskazaniem do dalszych ba-
dan obejmujacych réwniez kolonoskopig. U chorych bez dolegliwosci badania endoskopowe:
gastroduodenoskopie i kolonoskopie rozpoczyna¢ si¢ powinny od 15 roku zycia. Jesli w ba-
daniu endoskopowym zaobserwowano polipy nalezy je usuna¢ i w takiej sytuacji badanie
oraz usuwanie powtarza¢ corocznie[48]. Gdy polipow nie obserwuje si¢ badanie moze by¢
wykonywane raz na 3 lata. W cigzkich przebiegach choroby kolektomia moze by¢ jedynym
sposobem leczenia[3]. W polipowatos$ci mieszanej zalecane jest badanie endoskopowe jelita
grubego raz do roku, a wystepujace polipy nalezy usuwac przez polipektomi¢[49, 50]. Zespot
Cowdena niesie ryzyko wystapienia choroby nowotworowej w rdéznych narzadach, wigc ba-
dania profilaktyczne obejmuja tarczyce, piersi 1 endometrium. Nie ma specjalnych rekomen-
dacji dla badania przewodu pokarmowego, jednak niektorzy autorzy zalecaja bada¢ okresowo
za pomoca kontrastu [3, 48, 51]. Badanie piersi nalezy rozpocza¢ od 30 roku zycia. Samokon-
trola powinna by¢ wykonywana raz w miesiacu, corocznie badanie ultrasonograficzne i MRI,
a od 35 roku zycia wykonywaé coroczne badanie mammograficzne. Badanie USG tarczycy

nalezy uzupehiac biopsja aspiracyjna cienkoigtowa wykrytych guzow[3, 51].

PISMIENNICTWO:

1. Ober, W.B., Selected items from the history of pathology: Eugen Albrecht, MD (1872-1908):
hamartoma and choristoma. Am J Pathol, 1978. 91(3): p. 606.

2. Mongin, C., et al., Unexplained polyposis: a challenge for geneticists, pathologists and
gastroenterologists. Clin Genet, 2012. 81(1): p. 38-46.

3. Calva, D. and J.R. Howe, Hamartomatous polyposis syndromes. Surg Clin North Am, 2008. 88(4): p.
779-817, vii.

4. Veale, A.M,, et al., Juvenile polyposis coli. J Med Genet, 1966. 3(1): p. 5-16.

5. Howe, J.R, et al., The prevalence of MADH4 and BMPR1A mutations in juvenile polyposis and
absence of BMPR2, BMPR1B, and ACVR1 mutations. J Med Genet, 2004. 41(7): p. 484-91.

6. Drut, R., The mucosa beyond the polyps in juvenile polyposis. Fetal Pediatr Pathol, 2012. 31(1): p. 6-10.

7. Attard, T.M. and R.J. Young, Diagnosis and management of gastrointestinal polyps: pediatric
considerations. Gastroenterol Nurs, 2006. 29(1): p. 16-22; quiz 23-4.

173



10.
11.

12.

13.

14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21,
22,
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.

174

Manfredi, M., Hereditary hamartomatous polyposis syndromes: understanding the disease risks as
children reach adulthood. Gastroenterol Hepatol (N Y), 2010. 6(3): p. 185-96.

Merg, A. and J.R. Howe, Genetic conditions associated with intestinal juvenile polyps. Am J Med
Genet, 2004. 129C(1): p. 44-55.

Dahdaleh, F.S., et al., Juvenile polyposis and other intestinal polyposis syndromes with microdeletions
of chromosome 10g22-23. Clin Genet, 2012. 81(2): p. 110-6.

Houlston, R., et al., Mutations in DPC4 (SMAD4) cause juvenile polyposis syndrome, but only account
for a minority of cases. Hum Mol Genet, 1998. 7(12): p. 1907-12.

Zhou, X.P., et al., Germline mutations in BMPR1A/ALK3 cause a subset of cases of juvenile polyposis
syndrome and of Cowden and Bannayan-Riley-Ruvalcaba syndromes. Am J Hum Genet, 2001. 69(4): p.
704-11.

Elliott, R.L. and G.C. Blobe, Role of transforming growth factor Beta in human cancer. J Clin Oncol,
2005. 23(9): p. 2078-93.

Ide, H., et al., Assignment of the BMPR1A and BMPR1B genes to human chromosome 10¢g22.3 and
4023-->q24 byin situ hybridization and radiation hybrid map ping. Cytogenet Cell Genet, 1998. 81(3-
4): p. 285-6.

Astrom, A.K,, et al., Chromosomal localization of three human genes encoding bone morphogenetic
protein receptors. Mamm Genome, 1999. 10(3): p. 299-302.

Whitman, M., Smads and early developmental signaling by the TGFbeta superfamily. Genes Dev, 1998.
12(16): p. 2445-62.

Massague, J. and D. Wotton, Transcriptional control by the TGF-beta/Smad signaling system. Embo J,
2000. 19(8): p. 1745-54.

He, X.C., et al., BMP signaling inhibits intestinal stem cell self-renewal through suppression of Wnt-
beta-catenin signaling. Nat Genet, 2004. 36(10): p. 1117-21.

Winkler, D.G., et al., Sclerostin inhibition of Wnt-3a-induced C3H10T1/2 cell differentiation is Indirect
and mediated by BMP proteins. J Biol Chem, 2004.

Carr, J.C., et al., Germline mutations in SMAD4 disrupt bone morphogenetic protein signaling. J Surg
Res, 2012. 174(2): p. 211-4.

Tse, J.Y., et al., Peutz-Jeghers syndrome: a critical look at colonic Peutz-Jeghers polyps. Mod Pathol,
2013. 26(9): p. 1235-40.

Homan, M., Z. Dolenc Strazar, and R. Orel, Peutz-Jeghers syndrome. A case report. Acta
Dermatovenerol Alp Panonica Adriat, 2005. 14(1): p. 26-9.

Mehenni, H., et al., Molecular and clinical characteristics in 46 families affected with Peutz-Jeghers
syndrome. Dig Dis Sci, 2007. 52(8): p. 1924-33.

Kilic-Okman, T., et al., Breast cancer, ovarian gonadoblastoma and cervical cancer in a patient with
Peutz-Jeghers Syndrome. Arch Gynecol Obstet, 2008.

Kaluzny, A., et al., Organ-sparing surgery of the bilateral testicular large cell calcifying sertoli cell
tumor in patient with atypical Peutz-Jeghers syndrome. Int Urol Nephrol, 2012. 44(4): p. 1045-8.
Kilic-Okman, T., et al., Breast cancer, ovarian gonadoblastoma and cervical cancer in a patient with
Peutz-Jeghers Syndrome. Arch Gynecol Obstet, 2008. 278(1): p. 75-7.

Miyoshi, H., et al., Gastrointestinal hamartomatous polyposis in Lkb1l heterozygous knockout mice.
Cancer Res, 2002. 62(8): p. 2261-6.

Nakau, M., et al., Hepatocellular carcinoma caused by loss of heterozygosity in Lkb1 gene knockout
mice. Cancer Res, 2002. 62(16): p. 4549-53.

Smith, D.P., et al., LIP1, a cytoplasmic protein functionally linked to the Peutz-Jeghers syndrome
kinase LKB1. Hum Mol Genet, 2001. 10(25): p. 2869-77.

Mehenni, H., et al., LKB1 interacts with and phosphorylates PTEN: a functional link between two
proteins involved in cancer predisposing syndromes. Hum Mol Genet, 2005. 14(15): p. 2209-19.
Ylikorkala, A., et al., Mutations and impaired function of LKB1 in familial and non-familial Peutz-
Jeghers syndrome and a sporadic testicular cancer. Hum Mol Genet, 1999. 8(1): p. 45-51.

Volikos, E., et al., LKB1 exonic and whole gene deletions are a common cause of Peutz-Jeghers
syndrome. J Med Genet, 2006. 43(5): p. e18.

Eng, C., Will the real Cowden syndrome please stand up: revised diagnostic criteria. J Med Genet,
2000. 37(11): p. 828-30.

Kersseboom, R., et al., PTEN in colorectal cancer: a report on two Cowden syndrome patients. Clin
Genet, 2012. 81(6): p. 555-62.

Celebi, J.T., et al., Phenotypic findings of Cowden syndrome and Bannayan-Zonana syndrome in a
family associated with a single germline mutation in PTEN. J Med Genet, 1999. 36(5): p. 360-4.
Gicquel, J.J., et al., Retinal angioma in a patient with Cowden disease. Am J Ophthalmol, 2003. 135(3):
p. 400-2.



37.

38.
39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.
51.

Turnbull, M.M, et al., Arteriovenous malformations in Cowden syndrome. J Med Genet, 2005. 42(8): p.
e50.

Eng, C., Cowden Syndrome. Journal of Genetic Counseling, 1997. 6(2): p. 181-192.

Hall, J.E., D.J. Abdollahian, and R.J. Sinard, Thyroid disease associated with Cowden syndrome: A
meta-analysis. Head Neck, 2013. 35(8): p. 1189-94.

Leslie, N.R. and C.P. Downes, PTEN function: how normal cells control it and tumour cells lose it.
Biochem J, 2004. 382(Pt 1): p. 1-11.

Sansal, I. and W.R. Sellers, The biology and clinical relevance of the PTEN tumor suppressor pathway.
J Clin Oncol, 2004. 22(14): p. 2954-63.

Lu, Y., et al., The PTEN/MMACL/TEP tumor suppressor gene decreases cell growth and induces
apoptosis and anoikis in breast cancer cells. Oncogene, 1999. 18(50): p. 7034-45.

Backman, S., V. Stambolic, and T. Mak, PTEN function in mammalian cell size regulation. Curr Opin
Neurobiol, 2002. 12(5): p. 516-22.

Pritchard, C.C., et al., A mosaic PTEN mutation causing Cowden syndrome identified by deep
sequencing. Genet Med, 2013.

Cao, X., et al., Mapping of hereditary mixed polyposis syndrome (HMPS) to chromosome 10923 by
genomewide high-density single nucleotide polymorphism (SNP) scan and identification of BMPR1A
loss of function. J Med Genet, 2006. 43(3): p. e13.

Jaeger, E.E., et al., An ancestral Ashkenazi haplotype at the HMPS/CRAC1 locus on 15q13-g14 is
associated with hereditary mixed polyposis syndrome. Am J Hum Genet, 2003. 72(5): p. 1261-7.
Jaeger, E., et al., Hereditary mixed polyposis syndrome is caused by a 40-kb upstream duplication that
leads to increased and ectopic expression of the BMP antagonist GREM1. Nat Genet, 2012. 44(6): p.
699-703.

Zbuk, K.M. and C. Eng, Hamartomatous polyposis syndromes. Nat Clin Pract Gastroenterol Hepatol,
2007. 4(9): p. 492-502.

Estrada, R. and H.J. Spjut, Hamartomatous polyps in Peutz-Jeghers syndrome. A light-, histochemical,
and electron-microscopic study. Am J Surg Pathol, 1983. 7(8): p. 747-54.

Sarles, J.C., et al., Mixed familial polyposis syndromes. Int J Colorectal Dis, 1987. 2(2): p. 96-9.
Walton, B.J., et al., Cowden's disease: a further indication for prophylactic mastectomy. Surgery, 1986.
99(1): p. 82-6.

175






Cezary Cybulski, Bartosz Gliniewicz, Andrzej Sikorski, Jan Lubinski

Genetyka kliniczna raka prostaty

Hereditary prostate cancer

177



178



Streszczenie

Badania epidemiologiczne ostatniego dwudziestolecia dowodza, ze czynniki gene-
tyczne maja ogromne znaczenie w etiologii raka gruczotlu krokowego, jednakze geny zwiaza-
ne z dziedziczna predyspozycja do tego nowotworu pozostaja w duzej mierze niepoznane. W
Polsce prowadzimy badania, ktérych celem jest wyjasnienie podioza genetycznego raka pro-
staty. Dotychczas wykryliSmy jednoznaczny zwiazek pomigdzy nosicielstwem mutacji kon-
stytucyjnych genéw CHEK2, NBS1, HOXB13 a zwigkszonym ryzykiem zachorowania na ra-
ka prostaty. Nasze badania dowodza, ze do poznanych genetycznych markeréw wysokiego
ryzyka raka prostaty rowniez mozna zaliczy¢ nosicielstwo specyficznych zmian tych genow,
u ktorych w rodzinie stwierdzono co najmniej jedno zachorowanie na raka prostaty u krewne-
go I lub II stopnia (ryzyko zachorowania zwigkszone okoto 3-8-krotnie). Identyfikacja gene-
tycznych markeréw podatno$ci na raka prostaty ma na celu usprawnienie profilaktyki, dia-

gnostyki i postepowania z rakiem stercza w Polsce.

Stowa kluczowe: rak prostaty, genetyka, diagnostyka
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Summary

Epidemiologic research conducted over the last two decades has led us to believe that
inherited factors play an important role in the etiology of prostate cancer, but the genes, which
underlie the inherited susceptibility are elusive. In Poland, we have initiated a program to
identify DNA variants, which confer an increased risk of prostate cancer. We found that
germline mutations in CHEK2, NBS1, HOXB13 confer an increased prostate cancer risk
in Polish men. Our studies provide evidence that the list of known genetic markers of high
risk of prostate cancer can be extended by specific mutations in these genes in men with a
positive family history of prostate cancer in at least one first or second degree relative (the
risk increased about 3-8 fold). Identification of genetic markers of prostate cancer susceptibil-

ity will improve prevention, diagnosis and management with prostate cancer in Poland.

Key words: prostate cancer, genetics, diagnostics
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Rodzinne wystgpowanie raka prostaty opisano juz w 1955 roku, lecz pojgcie dzie-
dziczny rak stercza (HPC) funkcjonuje dopiero od 1992 roku, gdy Carter ogtosit wyniki ana-
lizy sprzg¢zen w grupie 691 mezczyzn z rakiem prostaty (PC) (1). Analiza ta wykazala, ze az
w 9% przypadkow rodzinny rak prostaty wiaze si¢ z wystgpowaniem rzadkiego allela. Pene-
tracje tego allela oszacowano na 88% w wieku 85 lat. W roku 1996 stwierdzono, ze allel ten,
powodujacy wysokie ryzyko PC jest zlokalizowany na dlugim ramieniu chromosomu 1 w ob-
rebie prazka 24-25, a miejsce to nazwano HPCL1 (2).

Od tego czasu poznano kilka loci, ktore zawieraja geny zwiazane z wysokim ryzykiem
raka prostaty. Niestety nie udato si¢ dotad w obrgbie tych miejsc odnalez¢ konkretnych ge-
néw, ktére odpowiadalyby za znaczacy odsetek przypadkéw HPC i miaty istotne znaczenie
w praktyce klinicznej. Chociaz podtoze molekularne HPC nadal pozostaje zagadka, nie ma
watpliwosci, ze znaczny odsetek PC rozwija si¢ na podiozu dziedzicznej predyspozycji. Ba-
dania epidemiologiczne wskazuja, ze geny dominujace wysokiej predyspozycji moga odpo-
wiadac¢ za 5-10% kolejnych PC oraz 30-40% przypadkow wystgpowania tego nowotworu w
mtodym wieku (3). Wyniki badafh zgodnosci zachorowan blizniat jednojajowych na nowo-
twory wskazuja, ze czynniki genetyczne odpowiadaja az za 42% przypadkow PC (4). W $wie-
tle tych obserwacji PC jest uwarunkowany genetycznie w wigkszym stopniu niz inne nowo-

twory u cztowieka.

RYZYKO RAKA PROSTATY A WYWIAD RODZINNY

Rodzinne wystgpowanie PC jest najistotniejszym czynnikiem ryzyka PC (3, 5). Wiele
badan epidemiologicznych wskazuje na zwigkszone znacznie ryzyko nowotworu u braci 1 sy-
néw pacjentdw z PC. Ryzyko raka w zalezno$ci od wywiadu rodzinnego przedstawiono w ta-
beli 1. Nalezy podkresli¢, Ze ryzyko, zwlaszcza wystapienia raka w mtodym wieku, zwigksza
sig szczegblnie u krewnych osob z PC zdiagnozowanym wcze$nie. Niektore badania wykazu-
ja, ze ryzyko jest wyzsze u braci niz u syné6w me¢zcezyzn z PC (co moze odpowiadaé dziedzi-
czeniu sprz¢zonemu z X lub autosomalnemu recesywnemu obserwowanemu w niektérych ro-

dzinach HPC).

Tab. 1. Wywiad rodzinny a ryzyko raka prostaty (PC).

Wywiad rodzinny Ryzyko wzgledne
Ujemny 1
Ojciec z PC w lub po 60 rz. 1,5
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1 brat z PC w lub po 60 rz. 2
Ojciec z PC przed 60 rz. 2,5
1 brat z PC przed 60 rz 3
2 krewnych I° z PC 4
lub II° przez kobiete

3 lub wigcej krewnych z PC 5

KRYTERIA KLINICZNE ROZPOZNAWANIA HPC (Carter; Ryc. 1ai 1 b) (6)
1. Rozpoznanie definitywne HPC - spetniona jest co najmniej jedna z cech:

a) PC u 3 lub wigcej krewnych I°;

b) PC w 3 kolejnych pokoleniach;

c) PC w wieku ponizej 56 lat u co najmniej 2 krewnych.

WO 70
o 0o oo o

/;E =l s

Ryc. 1b. Rodowdd przedstawiajacy przypadek HPC roz-
poznany z wysokim prawdopodobienstwem, lecz niespet-
niajacy kryteriow definitywnej diagnozy.

Ryc. 1a. Rodowdd przedstawiajacy rodzing spetniaja-
ca kryteria definitywnej diagnozy HPC.

2. Rozpoznanie HPC z wysokim prawdopodobienstwem (HPC-wp) - spelniona jest co naj-
mniej jedna z cech:
a) PC u 3 lub wigcej krewnych bez spetnienia warunkow a) i/lub b) dla diagnozy defini-
tywnej;
b) PC u 2 krewnych, z ktérych co najmniej jeden rozpoznano ponizej 60 r.z. i/lub stwier-
dzono transmisj¢ pionowa bez spetnienia warunku c) dla diagnozy definitywnej;
€) co najmniej jednego PC rozpoznano ponizej 50 r.z. bez spetnienia kryteriow dla dia-

gnozy definitywne;j.
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CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA HPC

Najwazniejsze charakterystyczne cechy HPC to: rodowodowo autosomalny dominuja-
cy typ dziedziczenia oznaczajacy wystgpowanie raka prostaty u blisko potowy meskich
cztonkoéw rodziny z HPC (tylko wyjatkowo HPC wykazuja dziedziczenie autosomalne rece-
sywne lub dominujace sprzgzone z X), oraz mtody wiek zachorowania $rednio ponizej 56 ro-
ku zycia, a wigc okoto 6-7 lat mtodszy niz w przypadkach sporadycznych (2). W zwiazku
z rozwojem nowotworu w mtodszym wieku wigkszy odsetek pacjentow z HPC umiera z po-

wodu tego nowotworu (75%) niz ma to miejsce w przypadkach sporadycznych (50%) (7, 8).

WYSTEPOWANIE INNYCH NOWOTWOROW W RODZINACH Z HPC

Badania epidemiologiczne zgodnie wskazuja na zwigkszone ryzyko wystapienia PC
u krewnych 0s6b z tym nowotworem, lecz badania asocjacji PC z innymi nowotworami nie sa
jednoznaczne. Wydaje sig, ze w pewnych rodzinach wystepuje zwigkszone ryzyko PC oraz
innych nowotworow takich jak guzy mozgu, rak zotadka i rak piersi, jednak wigkszo$¢ badan
wskazuje, ze w zdecydowanej wigkszo$ci rodzin z HPC inne nowotwory nie wystgpuja ze
zwigkszona czgstoscia. Kwestia ta pozostanie nierozstrzygnigta do chwili zidentyfikowania
zdecydowanej wigkszosci gendw predysponujacych do HPC i obserwacji fenotypu nosicieli

mutacji tych genoéw (9).

NAJCZESTSZE ZESPOLY DZIEDZICZNEJ PREDYSPOZYCJI DO NOWOTWOROW
ARYZYKO PC

Nosiciele mutacji konstytucyjnych genéw BRCAL i BRCA2 predysponujacych do
dziedzicznego raka piersi i jajnika prawdopodobnie znajduja si¢ w grupie zwigkszonego ry-
zyka PC. Dane odnos$nie zwiazku mutacji genu BRCA1 z etiologia PC nie sa jednoznaczne.
W populacji Zydéw Aszkenazyjskich opisano 2-krotnie zwiekszone ryzyko zachorowania na
PC u nosicieli mutacji 185delAG i 5382insC genu BRCA1 (10, 11, 12). Jednak badania in-
nych grup etnicznych nie potwierdzaja zwiazku pomigdzy nosicielstwem mutacji genu
BRCAL a predyspozycja do raka prostaty (13, 14, 15, 16). Przyczyn tych rozbiezno$ci mozna
upatrywa¢ w odmiennych spektrach mutacji genu BRCAL i/lub obecno$ci roznych czynnikow
modyfikujacych w specyficznych populacjach.

Zwiazek mutacji genu BRCA2 ze zwigkszonym ryzykiem PC jest stosunkowo dobrze
udokumentowany. Oszacowano, ze ryzyko zachorowania na PC u nosicieli mutacji genu

BRCAZ2 jest zwigkszone okoto 5 razy, 7-krotnie do 65 roku zycia, a nawet 20-krotnie do 56
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roku zycia (9). Ostatnie badania wskazuja, ze u nosicieli mutacji genu BRCA2 diagnozowane
sa nowotwory o wysokim stopniu ztosliwosci (gtownie G3, 4) w mtodszym wieku ($rednio
0 5 lat). Ponadto $redni okres przezycia nosicieli mutacji z HPC jest krotszy o okoto 10 lat
(2 lata w poréwnaniu do 12,4 lat u 0s6b bez mutacji). Jednakze mutacje BRCA2 (czy BRCAL)
sa stosunkowo rzadkie i moga odpowiadac jedynie za niewielki odsetek przypadkéw zacho-
rowan na PC, ktéry w wigkszosci jest ,,site specific” (co oznacza, ze w rodzinie wystepuja je-
dynie PC bez innych nowotworéw).

Ponadto rak prostaty wystepuje z nieznacznie wigksza czgstoscia u pacjentoOw z zespo-
tem Cowdena, Li-Fraumeni, dziedzicznym rakiem zotadka wywolanym mutacjami

E-kadheryny (3, 9).

GENY DZIEDZICZNEJ PREDYSPOZYCJI DO PC

Ogromne nadzieje poktadano w poszukiwaniach genu wysokiego ryzyka raka prostaty
poprzez badania rodzin z agregacja tego nowotworu za pomoca analizy sprzgzen. W ten spo-
sob zlokalizowano wiele regionow chromosomalnych predysponujacych do HPC, np:
HPC1(1g25-25), PCaP (1g42-43), HPCX (Xq27-28), CAPB (1p36), HPC2 (17p12), HPC20,
(20q13). W obregbie tych regionow zidentyfikowano jedynie trzy geny, migdzy innymi
RNASEL oraz MSR1. Mutacje germinalne genow RNASEL i MSR1 zidentyfikowano w rodzi-
nach z agregacja rakow prostaty w USA, a czgste polimorfizmy tych genow opisano jako
zmiany niskiej penetracji dla raka gruczotu krokowego (17, 18, 19). Niestety zwiazek tych
potencjalnych genéw wysokiej penetracji z etiologia PC nie zostat potwierdzony w kolejnych

analizach w tym w badaniach w polskiej populacji (20).

Gen HOXB13:

Chociaz za pomoca analizy sprzgzen w rodzinach z HPC zidentyfikowano kilkanascie
regioné6w chromosomalnych zawierajacych potencjalne geny wysokiego ryzyka, jednak do-
piero w roku 2012 w jednym z tych regionow wykryto gen wysokiego ryzyka raka prostaty —
HOXB13. Ewing i wsp. (21) wykonali sekwencjonowanie nowej generacji ponad 200 genow
w regionie 17921-22 w grupie 94 badanych rodzin z rakiem prostaty i wykryli powtarzalng
mutacj¢ G84E w genie HOXB13 (Ewing et al: N Engl J Med 2012). Stwierdzili petna segre-
gacje G84E z rakiem prostaty w rodzinach z HPC. Na podstawie badania asocjacyjnego 0sza-
cowano, ze mutacja G84E jest zwiazany z wysokim ryzykiem raka prostaty (OR = 20, p
<0,0001). Zwiazek migdzy mutacja G84E a wysokim ryzykiem raka stercza zostal potwier-

dzony w innych badaniach 1 w r6znych grupach etnicznych, w tym w polskiej populacji (22).
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Gen CHEK?2

Gen CHEK?2 jest jednym z genow w uktadzie naprawy DNA. Mutacje CHEK2 u pa-
cjentoOw z rakiem prostaty wykryto po raz pierwszy w USA. W tej heterogennej genetycznie
populacji stwierdzono az 18 rzadkich mutacji genu CHEK2 (23). W homogennej genetycznie
populacji finskiej wykryto dwie powtarzalne zmiany genu CHEK2 (1100delC i 1157T). Na
podstawie tych badan oszacowano, ze mutacje skracajace biatko CHEK?2 zwigkszaja ryzyko
zachorowania na PC okoto 3-krotnie. Ryzyko zachorowania u nosicieli mutacji
CHEK21100delC w populacji finskiej, ktérych co najmniej jeden krewny zachorowat na raka
prostaty byto zwigkszone 8-krotnie (24).

Gen NBS1

Gen dla zespotu Nijmegen (gen NBS1) nalezy do grupy gendéw, ktore sa zaangazowa-
ne w napraw¢ uszkodzen DNA. Badania eksperymentalne wykazuja istotne znacznie uposle-
dzenia funkcji uktadu naprawy DNA w etiologii raka gruczotu krokowego. Zesp6t Nijmegen
wystepuje wielokrotnie czg$ciej w populacjach stowianskich, niz w innych grupach etnicz-
nych, gdyz w krajach stowianskich wyst¢puje mutacja zatozycielska genu NBS1 - delecja
pieciu nukleotydow w obregbie eksonu szostego (657del5) (25). W polskiej polucji nosiciel-
stwo mutacji NBS1 wiaze si¢ z 2.5 krotnie zwigkszonym ryzykiem raka stercza.. Ponadto, no-
sicielstwo zmiany 657del5 wiaze si¢ z krotszym przezyciem mezczyzn z rakiem stercza - po-
nad potowa z nich umarta w ciagu 5 lat od postawienia diagnozy tego nowotworu (HR = 1,9,
p =0,008) (26). Gen NBSL1 jest genem naprawy DNA a raki prostaty u nosicieli mutacji NBS1
nie posiadaja prawidlowej nibryny (produktu genu NBS1) i maja skrajnie uposledzona na-
prawg DNA. Tak wigc, pacjenci z rakiem stercza i mutacja genu NBS1 moga dobrze odpo-
wiada¢ na leczenie cisplatyna i1 inhibitorami PARP (co moze by¢ przedmiotem przyszitych

prob klinicznych).

Wykryto réwniez szereg zmian prawdopodobnie zwigzanych ze zwigkszonym ryzy-
kiem PC w innych geneach. Jednakze te zmiany powiazano ze zwigkszonym ryzykiem zacho-
rowania na raka prostaty na podstawie pojedynczych badan (27-29). Wigkszo$¢ z nich zmian
DNA jest zlokalizowana w obrgbie gendw uktadu naprawy DNA i regulacji cyklu komoérko-
wego (np. CDKN1B, CDKN1A, ATM, XRCC1, ERCC2).
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Podtoze dziedziczne PC w znacznym stopniu moze wynika¢ z nosicielstwa zmian
o niskiej penetracji. Wspotdzialanie takich zmian w wielu genach oraz dodatkowo wptyw
czynnikéw srodowiskowych moze znaczaco zwigksza¢ ryzyko PC. Wydaje sig, ze uszkodze-
nia DNA nieznacznie modyfikujace ryzyko zachorowania odpowiadaja za mato nasilone ro-
dzinne agregacje zachorowan. Taki patomechanizm moze mie¢ istotne znaczenie kliniczne,
bowiem staba rodzinna agregacja PC jest czgsta (~ 20% ogétu PC). W ostatnich latach za
pomoca badan GWAS (Genome-wide Association Studies; GWAS) zidentyfikowano ponad
70 regionow chromosomalnych, ktére zawieraja zmiany genetyczne o niskiej penetracji dla
raka prostaty (30). W chwili obecnej zmiany te nie maja zastosowania w praktyce kliniczne;j.
Pierwszy region chromosomalny wykryty dla raka stercza za pomoca badan GWAS to frag-
ment dlugiego ramienia chromosomu 8 o lokalizacji 8q24.21. Sposrod zmian wykrytych
przez badania GWAS zaburzenia regionu 8q24 wykazuja najsilniejszy zwiazek z predyspozy-
cja do raka stercza. Markery podatno$ci na raka prostaty zidentyfikowano réwniez na chro-

mosomach 2, 3, 6, 7, 10, 11, 17, 19i X.

PREDYSPOZYCJA DZIEDZICZNA DO RAKA PROSTATY W POLSKIEJ POPULACIJI

Identyfikacje markeréw genetycznej predyspozycji do chordb szczegdlnie efektywnie
mozna wykonywa¢ w populacjach o wysokim stopniu homogennosci z silnie zaznaczonymi
efektami mutacji/polimorfizméw zatozycielskich, jak np. populacja polska. W takich popula-
cjach z reguly niewielka liczba zmian konstytucyjnych DNA odpowiada za wystgpowanie
chorob genetycznych, co umozliwia opracowanie tanich i efektywnych testow DNA. Ostatnio
w polskiej populacji zidentyfikowaliSmy nowe genetyczne markery PC. Nosiciele mutacji
konstytucyjnych genéw CHEK2, NBS1 i HOX13 znajduja si¢ w grupie zwigkszonego ryzyka
PC.

W polskiej populacji wystgpuja cztery mutacje genu CHEK?2 z laczna czgstoscia okolo
5.8%, w tym trzy mutacje skracajace biatko CHEK2 (del5395, 1100delC, IVS2+1G>A) wy-
stepujace z czestoscia 1-1,5% oraz mutacja missense [157T stwierdzona populacji z czgsto-
$cia okoto 5% (26, 31, 32). Nosicielstwo jednej z czterech mutacji CHEK?2 wiaze si¢ z okoto
2-krotnie zwigkszonym ryzykiem raka stercza. U nosicieli mutacji CHEK2, u ktérych w ro-
dzinie stwierdzono co najmniej jedno zachorowanie na raka prostaty ryzyko to jest zwigkszo-
ne okoto 3-krotnie. Ryzyko dla nosicieli mutacji skracajacych biatko jest wyzsze niz dla
zmiany missense [157T. Dla nosicieli mutacji skracajacych biatko, u ktéorych w rodzinie

stwierdzono zachorowania na raka stercza ryzyko jest zwigkszone okoto 4 krotnie (26). Wyniki

najnowszych badan na grupie 2907 mezczyzn z populacji polskiej, u ktérych wykonano badania prze-
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siewowe raka prostaty wykazaty, ze Szczegllnie efektywne jest wykrywanie wczesnego raka
prostaty za pomoca PSA u nosicieli mutacji CHEK2 I157T. Zwigkszone ryzyko dotyczylo
zwlaszcza nosicieli tej mutacji w wieku 40-60 lat (OR=5,5, p =0.001) i mezczyzn z rakiem
prostaty wsrod krewnych (OR = 3,2, p = 0.0004) (33). Ryzyko zachorowania na raka stercza
do 85 r.z. u nosiciela jednej z mutacji CHEK2 wynosi okolo 16%, a u nosicieli mutacji
CHEK2, u ktérych w rodzinie stwierdzono co najmniej jedno zachorowanie na raka prostaty
wynosi okoto 24% ( u nosili mutacji skracajacych biatko z dodatnim wywiadem rodzinnym
wynosi okoto 32%)

W polskiej polucji nosicielstwo mutacji genu NBS1 657del5 wiaze si¢ z 2.5 krotnie
zwigkszonym ryzykiem raka stercza. U nosicieli mutacji NBS1 u ktérych w rodzinie stwier-
dzono co najmniej jedno zachorowanie na raka prostaty ryzyko to jest zwigkszone 4,3-
krotnie. Ponadto, nosicielstwo zmiany 657del5 wiaze si¢ z krotszym przezyciem mezczyzn z
rakiem stercza - ponad potowa z nich umarta w ciagu 5 lat od postawienia diagnozy tego no-
wotworu (HR = 1,9, p = 0,008) (26). Ryzyko zachorowania na raka stercza do 85 r.z. u nosi-
ciela mutacji wynosi okoto 20%, a u nosicieli mutacji NBS1, u ktérych w rodzinie stwierdzo-
no co najmniej jedno zachorowanie na raka prostaty wynosi okoto 34%. Czgstos¢ populacyj-
na 657del5 wynosi 0.6%, czesto$¢ u mezczyzn z rakiem stercza wynosi 1,4%, a w przypad-
kach rodzinnych agregacji raka prostaty wynosi okoto 2,5%.

W polskiej populacji nosicielstwo mutacji G84E genu HOXB13 wiaze si¢ z 5-krotnie
zwigkszonym ryzykiem raka prostaty. U mezczyzn, nosicieli mutacji u ktorych w rodzinie
stwierdzono co najmniej jednio zachorowania na raka prostaty w krewnych I lub Il stopnia
ryzyko to bylo zwigkszone 8,4-krotnie. Ryzyko zachorowania na raka stercza do 85 r.z. u no-
siciela mutacji wynosi okoto 40%, a u nosicieli mutacji G84E, u ktorych w rodzinie stwier-
dzono co najmniej jedno zachorowanie na raka prostaty wynosi okoto 67%. Czgstos¢ popula-
cyjna mutacji G84E wynosi okoto 0.12%. Czgstos¢ w rakach stercza wynosi 0.6%, a w przy-

padkach rodzinnych agregacji raka prostaty wynosi okoto 1% (22).

BADANIA DNA W DIAGNOSTYCE HPC

Grupy osob ze zwigkszona genetyczng predyspozycja do raka prostaty w polskiej po-
pulacji mozna zidentyfikowa¢ poprzez badanie specyficznych zmian konstytucyjnych
w genach NBS1, CHEK2 i HOXB13. Do poznanych genetycznych markeréw wysokiego ry-
zyka raka prostaty w polskiej populacji mozna zaliczy¢ nosicielstwo specyficznych zmian ge-

now NBS1, CHEK2 i HOXB13 u mgzczyzn, u ktorych w rodzinie stwierdzono, co najmniej
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jedno zachorowanie na raka prostaty u krewnego I° lub II° (ryzyko zachorowania zwigkszone
od okoto 3-krotnie do 8-krotnie).

Testy DNA mozna takze wykonywa¢ dla genu BRCA2, p53 (Li-Fraumeni), PTEN
(choroba Cowdena), E-kadheryna. Mutacje powyzszych genow wystepuja jednak rzadko.
Badanie powyzszych gendw moze by¢ uzasadnione tylko w przypadkach PC, ktére wystepuja

w przebiegu tych okreslonych zespotéw dziedzicznej predyspozycji.

METODY DIAGNOSTYKI PC

Rak gruczotu krokowego we wczesnym okresie rozwoju przebiega bezobjawowo.
Podstawowe metody diagnostyczne obejmuja oznaczanie w surowicy stezenia markera specy-
ficznego dla prostaty (PSA, prostate specific antygen), badanie gruczotu krokowego palcem
przez odbytnice (DRE, digital rectal examination) i ultrasonografi¢ przezodbytnicza (TRUS,
transrectal ultrasonography). Nie istnieje ogolnie zaakceptowany najnizszy poziom odcigcia
dla PSA, chociaz warto$¢ > 4 ng/ml jest najcze$ciej stosowana. Wiadomo tez, ze czgs¢ rakow
prostaty rozwija si¢ bez wzrostu PSA (np. raki o niskim stopniu zréznicowania). Mozliwos¢
wykrycia raka stwarza - w stopniu ograniczonym - badanie gruczotu krokowego palcem przez
odbytnice. Podstawowe znaczenie ultrasonografii przezodbytniczej TRUS sprowadza si¢ do
roli metody ulatwiajacej wykonanie biopsji stercza/kierowania igla. Rozpoznanie PC stawia
si¢ na podstawie badania histopatologicznego materialu pobranego podczas biopsji. Biopsja
gruboigtowa stercza pod kontrola TRUS (core biopsy) stanowi wspotczesnie standard w dia-
gnostyce PC. Zalecane jest wykonywanie jako pierwszorazowej biopsji tzw. szesciokrotnej
bocznej (sextant lateral, 6-10 wycinkéw). Rozszerzenie protokotu biopsji >20 wycinkow
(biopsja saturacyjna) pozwala wykry¢ raka u chorych z silnym podejrzeniem choroby, przy

ujemnych wynikach biopsji dotychczasowych (biopsja kolejna).

BADANIA SKRYNINGOWE W RODZINACH Z HPC

Nie ma watpliwosci, ze regularne badania PSA bezobjawowych mgzczyzn w srednim
wieku zmniejsza liczbg przypadkow PC zdiagnozowanych pdzno w zaawansowanym stopniu
klinicznym. W poréwnaniu do badania calej populacji mgzczyzn, badania skryningowe wyse-
lekcjonowanej grupy pacjentow wysokiego ryzyka maja gltebokie uzasadnienie ekonomiczne.
Dlatego tez badania okresowe powinny by¢ wykonywane w pierwszej kolejnosci w grupie
pacjentdw z dodatnim wywiadem rodzinnym oraz podwyzszonym PSA. Obejmuja one ozna-
czanie PSA, przezodbytnicze palpacyjne badanie prostaty (oraz biopsj¢ stercza w razie podej-

rzenia PC). Wedtug American Cancer Society u 0sob z grupy wysokiego ryzyka PC badania
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okresowe nalezy rozpoczac¢ od okoto 45 roku zycia. U cztonkéw rodzin z HPC nalezy rozpo-
czyna¢ badania co najmniej 5 lat ponizej najnizszego wieku, w ktérym zdiagnozowano PC
w rodzinie 1 co najmniej 10 lat ponizej wieku najmtodszego cztonka rodziny, u ktoérego wy-
stapity przerzuty PC.

Zaleca sig, aby badania przeprowadza¢ do 70 roku zycia, gdyz powyzej tego wieku
ryzyko $mierci z powodu PC jest niskie (33). Nalezy by¢ $wiadomym znaczenia wzrostu po-
ziomu PSA u pacjentow z grupy wysokiego ryzyka PC. Wartosci PSA juz ponad 3 ng/ml
u tych pacjentdw sa wskazaniem do biopsji gruczotu krokowego. W przypadku ujemnego
wyniku biopsji u tych mezczyzn badanie palpacyjne, PSA i/lub biopsj¢ nalezy powtarzac
w krotkich odstgpach czasu (3, 34, 35).

W polskiej populacji wydaje si¢ uzasadnione uzupekienie programu badan okreso-
wych o badania nosicieli mutacji NBS1, CHEK2 i HOXBL13, ktore sa zwiazane z predyspozy-
cja do PC.
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Streszczenie

Rak rdzeniasty tarczycy (RRT) jest neuroendokrynnym nowotworem ztosliwym, wy-
wodzacym si¢ z okolopgcherzykowych komoérek C. Komorki te pochodza z grzebienia ner-
wowego, w czasie rozwoju plodowego migruja z V kieszonki skrzelowej do tarczycy, gdzie
produkuja kalcytoning. Kalcytonina jest hormonem peptydowym, utatwiajacym przejscie
wapnia z krwi do kosci. W okoto 25% przypadkow RRT wystepuje w zespotach mnogich
nowotworow uktadu wydzielania wewngtrznego uwarunkowanych germinalna mutacja pro-
toonkogenu RET.

Rak rdzeniasty tarczycy wystgpuje w postaci sporadycznej oraz dziedzicznej, ktorej
wystapienie zwiazane jest z obecno$cia mutacji germinalnych protoonkogenu RET. Dzie-
dzicznemu RRT moga nie towarzyszy¢ zadne inne objawy i méwi si¢ wowczas o rodzinnym
raku rdzeniastym tarczycy (ang. familial medullary thyroid carcinoma, FMTC). Czgsciej jed-
nak dziedziczny RRT jest objawem zespotu mnogich nowotworéow uktadu wydzielania we-
wnetrznego typu 2 (ang. multiple endocrine neoplasia type 2, MEN 2).

Zespot mnogich nowotworéw ukladu wydzielania wewngtrznego typu typu 2A
(MEN 2A), zwany przedtem zespotem Sipple’a, charakteryzuje si¢ skojarzeniem RRT z gu-
zami chromochtonnymi nadnerczy (u okoto 50% chorych) i gruczolakami lub hiperplazja
przytarczyc (u okolo 15-25% chorych). Rozpoznanie zespotu MEN 2B jest daleko bardziej
jednoznaczne, tak ze wzgledu na charakterystyczny obraz kliniczny jak i charakterystyczne
mutacje. W tym zespole RRT rozwija si¢ najszybciej, jeszcze u matych dzieci i towarzysza
mu nerwiaki bton §luzowych oraz przerost zwojow przywspotczulnych §luzoéwki jelita grube-
go. Guzy chromochlonne nadnerczy wystgpuja pdzniej 1 ujawniaja si¢ u okoto potowy cho-
rych, natomiast nadczynno$¢ przytarczyc nie wystepuje.

W rozdziale przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat molekularnego podtoza
dziedzicznej postaci RRT oraz zalezno$¢ migdzy lokalizacja mutacji punktowej RET i obra-
zem klinicznym choroby. Omowiono réwniez postgpowanie diagnostyczne i lecznicze w
dziedzicznej postaci RRT oraz postgpowanie w razie wykrycia nosicielstwa mutacji protoon-
kogenu RET. Jednoczesnie w podsumowaniu podano krotkie wskazowki dotyczace postepo-

wania w przypadku wykrycia dziedzicznej postaci RRT.

Stowa kluczowe: dziedziczny rak rdzeniasty tarczycy, protoonkogen RET, zespot MEN 2
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Summary

Medullary thyroid carcinoma (MTC) is neuroendocrine malignant neoplasm, arising
from the parafollicular thyroid cells. These cells arising from the neural crest, migrate from
the fifth branchial cleft into thyroid gland, during the embryogenesis, and the calcitonin hor-
mone is produced by them. Calcitonin is the peptide hormone, facilitating calcium transition
from the blood to the bones.

Medullary thyroid carcinoma occurs in the sporadic and hereditary form, which pres-
ence is related to germline protooncogene RET mutations. Hereditary form of MTC can be
divided into familial medullary thyroid carcinoma (FMTC) without any endocrinopathies and,
more frequently it is diagnosed, as a part of multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN 2).

Multiple endocrine neoplasia type 2A (MEN 2A), named earlier as Sipple synrome al-
so, can be characterized as presence of MTC, pheochromocytoma (in about 50% of patients)
and parathyroid adenomas or hyperplasia (15-25% of patients). Recognition of syndrome
MENZ2B is more unequivocal because of characteristic clinical symptoms and characteristic
RET mutations. In this syndrome, MTC develops the most quickly, even in young children.
Characteristic symptom is the presence of mucosal neuromas and neurogangliomatosis of the
distal gastrointestinal tract. Pheochromocytomas occur later and in the half of patients. Para-
thyroid adenomas are absent.

In this chapter actual state of knowledge about the molecular basis of hereditary form
of MTC and its relation to localization of RET mutations and clinical disease status are pre-
sented. Diagnostic and therapeutic procedures in hereditary form of MTC and the way of pro-
ceeding in the case of RET mutation presence are discussed.Management in the case of hered-

itary form of MTC is presented also.

Key words: hereditary medullary thyroid carcinoma, RET protooncogene, syndrome MEN 2
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Rak rdzeniasty tarczycy jest neuroendokrynnym nowotworem zlosliwym, wywodza-
cym si¢ z okotopgcherzykowych komoérek C. W pismiennictwie jego odkrycie wiaze si¢ z na-
zwiskiem Hazarda (1). Nalezy jednak podkresli¢, ze pierwsze doniesienie opisujace ten typ
raka zostalo opublikowane wcze$niej w pisSmiennictwie polskim, w ,, Nowotworach” przez
prof. Laskowskiego, ktory nazwat ten typ nowotworu ,,ca hyalinicum”.

Komorki C pochodza z grzebienia nerwowego, w czasie rozwoju ptodowego migruja
z V kieszonki skrzelowej do tarczycy, gdzie produkuja kalcytoning. Kalcytonina jest hormo-
nem peptydowym, utatwiajacym przejscie wapnia z krwi do kosci.

Rak rdzeniasty tarczycy (RRT) zlokalizowany jest najczgsciej w $rodkowo-gornej
czgsci bocznych ptatow tarczycy, gdzie nagromadzenie komoérek okotopgcherzykowych jest
najwigksze. Komorki raka zwykle utozone sa w gniazda, oddzielone od siebie cienkimi war-
stwami witoknisto-naczyniowego zrebu, rzadziej tworza beleczki, wysepki lub przyjmuja
utkanie lite. W otaczajacym miazszu tarczycy moga by¢ widoczne cechy hiperplazji komorek
C. Cecha charakterystyczna, ale nie zawsze stwierdzana, jest obecno$¢ amyloidu, dlatego roz-
poznanie histopatologiczne raka rdzeniastego wymaga, obok klasycznego badania mikrosko-
powego, badania immunohistochemicznego, przede wszystkim zastosowania przeciwcial
przeciw kalcytoninie. W ponad 90% przypadkow obecnos¢ RRT wiaze sig tez ze znacznym
wzrostem stgzenia kalcytoniny (Ct) w surowicy krwi. Dlatego oznaczenie kalcytoniny we
krwi u chorych z podejrzeniem RRT utatwia jego rozpoznanie.

Rak rdzeniasty tarczycy szerzy si¢ zarowno droga chlonna, jak i krwiono$na. Przerzu-
ty do weztéw chtonnych stwierdza si¢ w czasie rozpoznania w 50-75% przypadkow, czesto
obustronnie, z naciekami pozatorebkowymi. Rozsiew wezlowy dotyczy na ogot najpierw we-
ztow przedtchawiczych, a dopiero nastgpnie bocznych szyi i nie zawsze mozna go uwidocznié
w badaniu ultrasonograficznym. Stopien zajgcia weztéw chlonnych zwykle koreluje z wielko-
$cig ogniska pierwotnego. Droga krwiono$na powstaja przerzuty do watroby, ptuc i kosci.

W przypadku zaawansowanego miejscowo raka rdzeniastego tarczycy naciek nowo-
tworowy moze szerzyc¢ si¢ przez ciagto$¢ poza torebke narzadu, obejmujac pgczki naczynio-
Wo-nerwowe, migénie szyi, a takze tchawic ¢ i przetyk.

Pierwszym objawem RRT wigkszosci chorych jest guzek tarczycy, stopniowo powigk-
szajacy sig, o réznej dynamice wzrostu, najczesciej wolnej, z reguty bezbolesny. U kilku -
kilkunastu procent chorych wystgpuje biegunka, ktora czasem moze by¢ pierwszym objawem
RRT i wiaze si¢ z zaawansowana postacia nowotworu, a spowodowana jest wydzielaniem
przez guz czynnych biologicznie peptydow i1 amin. Przy znacznym zaawansowaniu miejsco-

wym choroby pojawia si¢ dusznos¢, uczucie przeszkody przy poltykaniu lub wrecz zaburzenia

195



potykania. Kaszel, powigkszenie watroby, bolesno$¢ samoistna i uciskowa koscca, szybka
utrata wagi ciata moga towarzyszy¢ rozsianej postaci nowotworu. RRT nalezy do tych nowo-
tworow, w ktorych udziat predyspozycji dziedzicznej jest stosunkowo wysoki i wynosi 20-
25% wszystkich przypadkow, a w populacjach objetych intensywnymi badaniami przesiewo-

wymi wsrod cztonkéw rodzin nawet ponad 30% przypadkow (2, 3).

DZIEDZICZNY RAK RDZENIASTY TARCZYCY

Dziedzicznemu RRT moga nie towarzyszy¢ zadne inne objawy i mowimy wowczas
0 rodzinnym raku rdzeniastym tarczycy (ang. familial medullary thyroid carcinoma, FMTC).
Czgsciej jednak dziedziczny RRT jest objawem zespotu mnogich nowotworéw uktadu wy-
dzielania wewngtrznego typu 2 (ang. multiple endocrine neoplasia type 2, MEN 2)(tab. 1).

Zespot mnogich nowotworéw uktadu wydzielania wewngtrznego typu 2typu 2A
(MEN 2A), zwany przedtem zespotem Sipple’a, charakteryzuje si¢ skojarzeniem RRT z gu-
zami chromochtonnymi nadnerczy (u okoto 50% chorych) i gruczolakami lub hiperplazja
przytarczyc (u okoto 15- 25% chorych). RRT jest zwykle pierwszym objawem zespotu 1
ujawnia si¢ na ogot w pierwszych dwu dekadach zycia. Guzy chromochlonne nadnerczy na
0g6l ujawniaja si¢ pozniej i rzadko sa pierwszym objawem choroby. Najpozniej dochodzi do
ujawnienia nadczynnosci przytarczyc, dlatego tez ocena jej wystgpowania roézni si¢ w zalez-

nosci od wieku chorych w badanej populacji.

Tab. 1. Dziedziczny rak rdzeniasty tarczycy: postaci kliniczne.

Objaw FMTC MEN 2A MEN 2B
rak rdzeniasty tarczycy | >95% > 95% > 95%
guz chromochtonny - ~50% ~50%
nadczynno$¢ przytar- - 15-60% -
czyc
typowy wyglad twarzy, | - - 100%

duza zuchwa, nerwiaki
bton §luzowych, prze-
rost zwojow przywspot-
czulnych btony §luzo-

wej jelita grubego, da-
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jace objawy podobne do

z. Hirschprunga

W nietypowych postaciach zespotu MEN 2A towarzysz 3 mu takze liszaj amyloidowy
(ang. cutaneous lichen amyloidosis, CLA) Iub choroba Hirschsprunga, sa to jednak zespoty
stosunkowo rzadkie (2).

Guzy chromochtonne nadnerczy charakteryzuja si¢ napadowym nadci$nieniem tetni-
czym, przebiegajacym z tachykardia, moze im towarzyszy¢ zblednigcie i nadmierne pocenie
si¢. Nierozpoznany/nieleczony guz chromochtonny moze by¢ przyczyna naglej $mierci i sta-
nowi wigksze nawet zagrozenie dla zycia chorego niz RRT, ktory w zespole MEN 2A moze
przebiega¢ malo agresywnie.

Nadczynno$¢ przytarczyc prowadzi do wzrostu poziomu wapnia w surowicy krwi,
wywotanego nadmiarem parathormonu. Parahormon nasila resorpcj¢ kostna, stad wczesnym
objawem jest osteoporoza; objawy resorpcji podokostnowej, czy guzy brunatne pojawiaja si¢
znacznie pdzniej. Do cech zaawansowanej nadczynnosci przytarczyc naleza objawy kamicy
nerkowej, moze pojawi¢ si¢ choroba wrzodowa zotadka i zapalenie trzustki. Nieleczona nad-
czynno$¢ przytarczyc moze doprowadzi¢ do przetomu hiperkalcemicznego.

Poniewaz RRT ujawnia si¢ najwczesniej, odroznienie rodzinnego RRT od klasyczne-
go zespotu MEN 2A wymaga dluzszej obserwacji, gdyz guzy chromochlonne moga si¢ ujaw-
ni¢ po latach i nigdy nie wystapia u wszystkich cztonkéw rodziny, u ktérych rozwinat sig
RRT. W pismiennictwie przyjmuje si¢ na ogol, ze rozpoznanie prawdziwego raka rodzinnego
jest pewne dopiero, kiedy w rodzinie sa juz co najmniej 4 przypadki RRT, ktorym nie towa-
rzyszy ani guz chromochtonny tarczycy ani nadczynnos$¢ przytarczyc. Jezeli liczba chorych
na RRT jest mniejsza od 4, méwimy o postaci niesklasyfikowanej, gdyz nawet test DNA nie
pozwala na jednoznaczne réznicowanie w tym zakresie (patrz nizej).

Rozpoznanie zespotu MEN 2B jest daleko bardziej jednoznaczne, tak ze wzgledu na
charakterystyczny obraz kliniczny jak i charakterystyczne mutacje. W tym zespole RRT roz-
wija si¢ najszybciej, jeszcze u matych dzieci. Guzy chromochtonne nadnerczy wystgpuja poz-
niej 1 uyjawniaja si¢ u okoto potowy chorych, natomiast nadczynnos¢ przytarczyc nie wystepu-
je. Cechy fenotypowe zespotu MEN 2B pozwalaja doswiadczonemu klinicy$cie na rozpozna-
nie juz przy pierwszym kontakcie z chorym. Jego wyglad jest niezwykle charakterystyczny, z
podtuzna waska twarza, duza zuchwa i bardzo wydatnymi ustami. Stwierdzenie licznych
drobnych nerwiakdéw na brzegach jezyka 1 §luzéwce jamy ustnej jest bardzo swoista cecha w

badaniu fizykalnym. U cze$ci chorych zaznaczaja si¢ tez marfanoidalne cechy budowy ciata.
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Dziedziczny charakter czgs$ci przypadkéw RRT byl znany juz od lat sze$édziesiatych XX
wieku. Dla wczesnego wykrywania raka wsrdd cztonkéw rodziny chorego stosowano ozna-
czenie kalcytoniny po podaniu pentagastryny (4). Badania takie przeprowadzano co roku
wsrdd wszystkich cztonkéw rodziny do czasu osiagnigcia przez nich czterdziestego roku zy-
cia. Dla uniknigcia wynikéw falszywie dodatnich (pentagastryna moze stymulowaé wzrost
wydzielania kalcytoniny takze u zdrowych oséb, szczegélnie u mlodych mezczyzn) jako pa-
tognomoniczny dla dziedzicznego RRT traktowano wzrost kalcytoniny powyzej 100 pg/ml.
W chwili obecnej znacznie czgsciej stosuje si¢ probe wapniowa polegajaca na podaniu wap-
nia zamiast pentagastryny. Oznaczenie st¢zenia kalcytoniny niekiedy umozliwito dobra cha-
rakterystyke predyspozycji genetycznej wsrdd czlonkéw rodziny, utatwito wige badanie
sprzgzenia migdzy wystgpowaniem RRT i markerami genetycznymi.
PROTOONKOGEN RET | RAK RDZENIASTY TARCZYCY

W 1987 roku zlokalizowano gen odpowiedzialny za dziedziczne postaci RRT w cen-
tromerowym regionie chromosomu 10. W 1993 zidentyfikowano go jako protoonkogen RET
oraz opisano mutacje odpowiedzialne za zespét MEN 2A, FMTC i zespo6t MEN 2B (5, 6,
7).Protoonkogen RET koduje btonowa receptorowa kinaze¢ tyrozynowa. W czesci zewnatrz-
komorkowej tego biatka btonowego znajduje si¢ region podobny do kadheryny oraz zlokali-

zowany blisko btony komorkowej region bogaty w cysteing (ryc. 1).
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Ryc. 1. Schemat budowy receptorowej kinazy tyrozynowej RET wraz z lokalizacja kodonéw podlegajacych
mutacjom aktywujacym.

Krotka czg$¢ przezbtonowa utrzymuje biatko w blonie komdrkowej, a w czg$ci we-
wnatrzcytoplazmatycznej znajduje si¢ domena, a wlasciwie dwie blisko potozone domeny
o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Budowa biatka $cisle nawiazuje do budowy innych recep-

torow dla czynnikow wzrostowych (np. EGF), ktore sa de facto receptorowymi kinazami ty-
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rozynowymi. Ligandem odpowiedzialnym za przekazywanie sygnatu wzrostowego poprzez
biatko RET jest niewielki neuropeptyd, glejopochodny czynnik neurotropowy (ang. glial cell-
derived neurotrophic factor, GDNF). Peptyd ten nie taczy si¢ bezposrednio z biatkiem RET, a
z innym biatkiem blonowym, zwanym receptorem o dla GDNF (obecnie GFR a-1), petnia-
cym funkcj¢ koreceptora dla RET (ryc. 2). Nastgpstwem aktywacji receptora jest jego auto-
fosforylacja, uruchamiajaca kaskade kinaz MAP i transkrypcje genéw uczestniczacych w pro-

liferacji komorkowe;.

T 1

Ryc. 2. Fizjologiczna aktywacja kinazy tyrozynowej RET.

Mutacje protoonkogenu RET, prowadzace do rozwoju RRT, maja charakter mutacji
aktywujacych funkcje produktu biatkowego (2). Protoonkogen RET sktada si¢ z 21 eksonow.
Mutacje wystepuja jednak zaledwie w kilku z nich i w przewazajacej wigkszoséci maja charak-
ter mutacji punktowych (na rycinie 1 pokazano ich lokalizacj¢ w odniesieniu do kodowanego
biatka). Najczesciej dotycza one kodondéw kodujacych cysteiny w czesci zewnatrzblonowe;j
receptora, blisko btony komoérkowej. W przewazajacej liczbie (w 75-80% wszystkich przy-
padkéw dziedzicznego RRT) ulega mutacji kodon 634, zlokalizowany w eksonie 11, wcho-

dzacym juz w sktad czg$ci przezblonowej (tab. 2). Wigkszo$¢ mutacji w tym kodonie (ponad
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90%) stanowia mutacje, ktorych nastgpstwem jest zamiana cysteiny na argining, tyrozyng lub
tryptofan (8, 9, 10).

Klasyczny zesp6t MEN 2A jest najbardziej prawdopodobny, jezeli mamy do czynienia
z germinalna mutacja RET w kodonie 634, podczas gdy inne mutacje wiaza si¢ ze znacznie

mniejszym prawdopodobienstwem rozwoju guza chromochtonnego - najczeséciej w jej wyni-

ku rozwija si¢ zespdt rodzinnego RRT bez innych endokrynopatii (tab. 2).

Tab. 2. Lokalizacja mutacji protoonkogenu RET powodujacych dziedzicznego
raka rdzeniastego tarczycy (11).

Kodon/Ekson /zapis | Zespot Czestos¢ wystepo- Czestos¢ wystepo-
wania (500) wania (%)

609/10 MEN 2A/FMTC 8 1,6%
/c.1825T>A/CIG MEN 2A/ch. Hir-

schsprunga
611/10 MEN 2A/FMTC 8 1,6%
/c.1831T>A/C/G
618/10 FMTC/MEN 2A 32 6,4%
/c.1852T>A/CIG MEN 2A/ch. Hir-

schsprunga
620/10/ FMTC/MEN 2A 35 7,0%
€.1853G>A/CIT MEN 2A/ch.

Hirschsprunga
630/11 MEN 2A/FMTC 5 1,
/c.1888T>C
634/11 MEN 2A 171 34,2%
/c.1900T>A/C/G MEN 2A/CLA
/c.1901G>A/C/T
635/11 MEN 2A rzadko nie badano
/¢.1903C>T
649/11 FMTC rzadko nie badano
/ ¢.1946C>T
768/13/ FMTC 13 2,6%
€.2304G>C/T
790/13/ FMTC/MEN 2A 38 7,6%
€.2370G>C/T
791/13 FMTC 16 3,2%
[c.2372A>T
804/13/ MEN 2A/FMTC 86 17,2%
c.2410G>A/CIT
883/15 MEN 2B rzadko Nie badano
/c.2647 2648 delTT
891/15 FMTC 36 7,2
/ ¢.2673G>A
918/16 MEN 2B 52 10,4%
[c.2753T>C
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Mutacje w kodonie 918 (ekson 16) dotycza domeny kinazy tyrozynowej. Poniewaz
fosforylacji ulegaja nieco inne biatka komdrkowe, fenotyp zespotu MEN 2B r6zni si¢ od fe-
notypu zespotu MEN 2A. Nadmierna aktywacja RET uwidacznia si¢ takze w nerwach obwo-
dowych (nerwiaki jezyka i blony §luzowej jamy ustnej i warg, hyperganglionoza jelita grube-
go), rak rdzeniasty ujawnia si¢ wczesniej 1 ma bardziej agresywny przebieg, nie dochodzi na-
tomiast do hiperplazji przytarczyc (12, 13).

Mutacje w kodonach 768, 790, 791, 804 1 891 dotycza takze czgsci wewnatrzkomor-
kowej biatka RET (14, 15, 16, 17), wystepuja rzadko (w Polsce za wyjatkiem 791), a ich po-
tencjat transformujacy jest niewielki - poza mutacja w kodonie 790, ktéra wykazano tak w
FMTC jak i MEN 2A (14), prowadza gléwnie do rozwoju rodzinnego RRT, ktory moze
ujawni¢ si¢ stosunkowo pdzno - czgsto dopiero w czwartej - piatej dekadzie zycia. W odnie-
sieniu do mutacji w kodonie 791 podnoszone sa przypuszczenia, Ze jej penetracja moze byc¢
niepetna. Pozostate mutacje genu RET charakteryzuja si¢ prawie pelng penetracja — stwier-
dzenie mutacji germinalnej jest wigc rownoznaczne z ponad 90% pewnoscia rozwoju RRT.
W rodzinach z mutacja RET 791 istnieje duza zmienno$¢ ryzyka i co najmniej w niektorych z

nich stosunkowo wczesnie ujawnia si¢ pelnoobjawowy RRT.

ZALEZNOSC  GENOTYP-FENOTYP W POSTACI DZIEDZICZNEJ] RAKA
RDZENIASTEGO TARCZYCY

W dziedzicznym RRT da si¢ wyraznie wyodrgbni¢ zalezno$¢ migdzy lokalizacja mu-
tacji punktowej RET i obrazem klinicznym choroby.

Z genetycznego punktu widzenia, zespot MEN 2A i rodzinny RRT sa do siebie zbli-
zone 1 dzisiaj raczej traktuje sig te zespoty tacznie - rodzinny RRT jest jedna z postaci zespotu
MEN 2A. Zespot MEN 2B wydziela si¢ osobno, tak ze wzgledu na typowe mutacje jak i ty-
powy fenotyp. Prawdopodobienstwo wystapienia typowego zespotu MEN 2A silnie zalezy od
lokalizacji mutacji - jest bardzo wysokie, jezeli mutacja dotyczy kodonu 634 (przy czym pe-
fen zespot, z nadczynnoscia przytarczyc, wystepuje szczegdlnie czesto przy podstawieniu cy-
steiny argining), nizsze w eksonie 10, a bardzo niskie przy mutacji w eksonie 13 1 15 (tab. 2)
(18).

TESTY DNA
Poniewaz rak dziedziczny stanowi znaczaca czes¢ wszystkich przypadkéw RRT
i moze klinicznie nie odréznia¢ si¢ od raka nie-dziedzicznego, pelne badanie DNA w kierun-

ku obecno$ci mutacji germinalnych musi by¢ przeprowadzone u wszystkich chorych,
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u ktérych postawiono takie rozpoznanie. Nawet, jezeli u chorego nie wystepuja inne cechy
zespotu MEN 2 i wywiad rodzinny jest ujemny, ryzyko wykrycia mutacji germinalnej wynosi
w naszej populacji okoto 10% (3). Na rycinie 3 przedstawiono algorytm poszukiwania muta-
cji w protoonkogenie RET (19, 20). Standardowa technika stosowana nadal do analizy mutacji
genu RET jest sekwencjonowanie metoda Sangera wymagajace sekwencjonowania kazdego
badanego eksonu osobno. Jednakze w chwili obecnej coraz wigkszy dostep do aparatow
umozliwiajacych sekwencjonowanie nowej generacji (ang. Next Generation Sequencing) po-
zwala na sekwencjomowanie catego genu jednoczesnie. Kolejnos¢ badania kodonow proto-
onkogenu RET jest podyktowana czgstoscia mutacji, zaczyna si¢ wigc od badania w kierunku
mutacji w kodonie 634.. Niemniej, ujemny wynik tego badania nie upowaznia do rezygnacji z
badania w kierunku pozostatych znanych mutacji, gdyz blisko potowa nowo wykrytych przy-
padkoéw raka dziedzicznego dotyczy mutacji w eksonach 13-15. Z tego samego powodu nie
nalezy rezygnowac z badania DNA przy rozpoznaniu RRT u o0séb starszych - jak juz wspo-
mniano, niektére mutacje charakteryzuja si¢ wyraznie pdzniejszym ujawnieniem RRT.

. Badanie w kierunku mutacji w kodonie 918 wykonuje si¢ na ogét na podstawie in-
formacji o fenotypie, chociaz w czesci przypadkow cechy fenotypowe zespotu MEN 2B mo-
g3 by¢ stabo zaznaczone i dopiero badanie DNA pozwala na postawienia prawidtowego roz-
poznania. Nalezy podkresli¢, ze niewielki rozmiar genu 1 ograniczona liczba charakterystycz-
nych mutacji sa czynnikami utatwiajacymi badanie DNA metoda Sangera. W naszym kraju
badanie to przeprowadza kilka osrodkéw'. Zidentyfikowanie mutacji germinalnej u chorego
na RRT niesie istotne korzysci dla chorego i jego rodziny. U samego chorego pozwala okre-
sli¢ ryzyko wystapienia guza chromochtonnego nadnercza i nadczynnosci przytarczyc, deter-
minuje wigc czgsto$¢ badan przesiewowych w tym kierunku. Jednoczes$nie, wykazanie pre-
dyspozycji dziedzicznej u chorego stanowi bezwzgledne wskazanie do wdrozenia badan DNA
u czlonkéw jego rodziny. Ryzyko wykrycia mutacji wsrdd krewnych pierwszego stopnia wy-
nosi 50%. Nasze badania wskazuja, ze wykrywa si¢ wowczas $rednio co najmniej 1 nosiciela
mutacji na kazdy nowo wykryty przypadek dziedzicznego RRT (3, 21). Prawdopodobienstwo
wczesnego wykrycia raka u nosiciela mutacji zmienia si¢ w zalezno$ci od typu mutacji 1 wie-
ku cztonkéw rodziny - u czg$ci badanych mamy juz do czynienia z wykrywalnym klinicznie
rakiem tarczycy, u innych stwierdzamy wzrost st¢zenia kalcytoniny albo w badaniu podsta-

wowym albo po stymulacji pentagastryna, ale jeszcze bez widocznego w USG tarczycy guz-

! Instytut Onkologii w Gliwicach wykonuje badania DNA u kazdego chorego z rakiem rdzeniastym tarczycy,
mozna wiec Kierowa¢ pacjentéw z terenu catego kraju (tel. 032 278 93 01).
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ka. Przy wczesnym wdrozeniu badan mozliwe jest wykrycie nosicielstwa w stadium w petni

bezobjawowym.

Wszyscy chorzy u ktérych

roZpoznano raka
rdzeniastego tarczycy

‘ DNA zleukocytow krwiobwodowej

K ik dodatni
Analiza eksonu 11* Wynikcodatni

(kodon 634)

Fenotyp —
MEN2B 6 Wynikujemny

Analiza eksonu 10, 13, 14,
15 {kodony: 609, 611,
618,620, 768, 790, 791,
804,883, 891)

@ Wynikujemny

Analiza eksonu 11 Wynik dodatni
(kodon 634)

@ Wynikujemny \d — —

Wynik dodatni

—

e - —~Potwierdzenie \\\
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[sporadyczna) dziedzicznej jest w catosci w pierwszym kroku badania

Ryc. 3. Algorytm diagnostyki DNA u chorych na raka rdzeniastego tarczycy.

Roéwnie istotny jest negatywny wynik badania w kierunku mutacji germinalnej. Po-
zwala on wylaczy¢ danego czlonka rodziny z dalszych badan kontrolnych, jezeli nie stwierdza
si¢ mutacji charakterystycznej dla danej rodziny. Natomiast negatywny wynik badania DNA,
wykonywanego po rozpoznaniu raka rdzeniastego dla wykrycia postaci dziedzicznej, ma war-
tos$¢ predykcyjna okoto 90% (2). Istnieja bowiem rodziny (szczeg6lnie dotyczy to rodzinnego
RRT), u ktorych pomimo kilku przypadkow raka rdzeniastego nie udato si¢ znalez¢ mutacji
germinalnej. Jezeli wigc wywiad rodzinny lub osobniczy jest dodatni, a test DNA jest ujemny,
jedynym wyjsciem jest kontynuacja corocznych testow prowokacyjnych (wapniowy lub pen-
tagastrynowy) u calej rodziny (22). Wedlug rekomendacji American Thyroid Association,
diagnostyka genetyczna protoonkogenu RET powinna réwniez dotyczy¢ eksonu 8. Mutacje w

tym eksonie sa czgste u pacjentow pochodzacych z Grecji 1 Brazylii. Wykonane badania prze-

203



siewowe przeprowadzone w populacji polskiej nie wykazaly obecnosci tej mutacji i nie jest
ona standardowo oceniana u pacjentoéw z RRT w Polsce (za wyjatkiem zastosowania metod

typu NGS, analizujacych petna sekwencje genu).

BADANIA BIOCHEMICZNE STOSOWANE W ROZPOZNANIU | MONITOROWANIU
RAKA RDZENIASTEGO TARCZYCY I ZESPOLU MEN 2

Komérki RRT wydzielaja na ogot duze ilosci kalcytoniny. Jej oznaczanie daje mozli-
wos¢ przedoperacyjnej detekcji raka, a ponadto jest dobrym narzg¢dziem oceny skutecznosci
zastosowanego leczenia i monitorowania dalszego przebiegu choroby (23, 24, 25). Obecnie
rutynowe wykonywanie testow prowokacyjnych (test wapniowy, wczesniej pentagastrynowy)
u cztonkéw rodziny chorego nie jest potrzebne, skoro posta¢ dziedziczng mozna zidentyfiko-
wa¢ badaniem DNA. Oznaczanie kalcytoniny powinno odbywaé si¢ w wyspecjalizowanej
pracowni, dobre testy maja zakres normy do dziesigciu-kilkunastu pg/ml. Oznaczanie stgzenia
kalcytoniny jest niezbednym elementem oceny skuteczno$ci zastosowanego leczenia w raku
rdzeniastym tarczycy. Normalizacja podwyzszonego przedoperacyjnego st¢zenia hormonu do
warto$ci prawidlowych po przebytej operacji potwierdza jej radykalnos¢. Utrzymywanie si¢
warto$ci nieprawidtowych, pomimo makroskopowej 1 mikroskopowej radykalnosci zabiegu,
przemawia za obecnoscia mikroognisk raka w weztach chtonnych szyjnych lub w watrobie.

Niskie stezenie hormonu (ponizej 10-12 pg/ml) w badaniach kontrolnych, wykonywa-
nych co 3 miesiace, przemawia za catkowita regresja guza. Konieczne jest jednak wykonanie
raz do roku préby prowokacyjnej. Stosuje si¢ w tym celu dozylne podanie wapnia, pentaga-
stryny czy doustnie omeprazolu, przy czym préba wapniowa jest stosowana najczegscie].
Oznaczenie st¢zenia kalcytoniny przeprowadza si¢ w probkach pobranych w 2, 51 10 minut
po podaniu wapnia (0,5 pg/kg masy ciala). Wzrost stgzenia kalcytoniny powyzej 30 pg/ml
sugeruje obecno$¢ komorek nowotworowych.

Wysokie stezenie kalcytoniny jest wskazaniem do badan obrazowych dla lokalizacji
ogniska nowotworowego. Jezeli ich wynik jest ujemny, mozna rozwazy¢ cewnikowanie zyt
szyjnych i1 watrobowych. Wzrost st¢zenia kalcytoniny w okre§lonej probce po podaniu penta-
gastryny pozwala zlokalizowa¢ wznowg lub przerzut w dorzeczu zyty, z ktérej pobrano prob-
ke.

Stosunkowo rzadko obserwuje si¢ prawidlowe stgzenie kalcytoniny u chorych z jaw-
nym klinicznie rakiem rdzeniastym. U czgséci chorych moze on wynika¢ z niskiego stopnia
zrdznicowania nowotworu 1 utraty czynno$ci hormonalnej. Nalezy tez pamigtac, ze wysokie

stezenia antygenu (w tym przypadku Kkalcytoniny) moze hamowaé jego wiazanie
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z przeciwciatem, uzywanym w tescie radioimmunologicznym, przez co uzyskuje si¢ wynik
falszywie ujemny (tzw. ,,hook effect”). Aby wykry¢ to zjawisko, wystarczy oznaczy¢ surowi-
ce po rozcienczeniu. Rozcienczenie surowicy jest zreszta konieczne bardzo czgsto, gdyz ste-
zenia kalcytoniny obserwowane u chorych na raka rdzeniastego tarczycy moga 10-1000 razy
przekracza¢ zakres stezen oznaczalnych w dostepnych testach immunometrycznych. Nie
mniej najwazniejsze testy oparte sa na ,,hoo effect” i niewymaganych rozcienczeniach.

Inne markery nowotworowe maja w raku rdzeniastym tarczycy mniejsze znaczenie,
najczesciej stosuje si¢ badanie CEA. Wzrost CEA przemawia za znacznym zaawansowaniem
choroby.

Biochemiczne rozpoznanie guza chromochtonnego wymaga oznaczania katecholamin
i ich metoksypochodnych w dobowej zbidérce moczu lub we krwi (26).

Rozpoznanie nadczynno$ci przytarczyc wymaga oznaczenia wapnia zjonizowanego
i fosforu w surowicy krwi oraz oznaczenia parathormonu metoda immunoradiometryczna,

pozwalajaca na swoisty pomiar st¢zenia natywnej czasteczki PTH.

BADANIA OBRAZOWE

Oprocz klasycznych badan radiologicznych, bardzo pomocnych dla rozpoznania RRT
1 guza chromochtonnego, w obrazowaniu RRT stosuje si¢ scyntygrafie dedykowanymi znacz-
nikami, do ktorych naleza, 1311-mIBG lub 1231-mIBG, przeciwciata monoklonalne przeciw
CEA Iub kalcytoninie oraz analogi somatostatyny. W ostatnich latach coraz wigksze znacze-
nie dla lokalizacji ognisk nowotworowych ma scyntygrafia F**DG-PET lub F'®-DOPA PET.
Niemniej, takze tu istnieje problem granicznej masy guza, ponizej ktorej nie daje si¢ zlokali-
zowac¢ ogniska mimo podwyzszonego st¢zenia Ct. Kalcytonina jest bardzo czutym markerem
rozsiewu raka tarczycy i sygnalizuje obecno$¢ niewielkich ognisk, ktore nie moga by¢ wykry-
te jeszcze w zadnym badaniu obrazowym. Przydatny klinicznie jest prog st¢zenia kalcytoniny
>500 pg/ml. Ponizej tego progu nie warto wdraza¢ badan obrazowych gdyz przy niewielkiej
masie guza ich czuto$¢ 1 rozdzielczo$¢ jest niewystarczajaca.

W nadczynnosci przytarczyc stosuje si¢ badanie USG 1 scyntygrafi¢ 9mTc-MIBI. Te
badania sa do$¢ skuteczne w lokalizowaniu gruczolakow, mniej przydatne w diagnostyce roz-

rostu przytarczyc, ktory jest czgsta przyczyna nadczynnos$ci przytarczyc w MEN 2A.

LECZENIE DZIEDZICZNEGO RAKA RDZENIASTEGO TARCZYCY
Leczenie jawnego dziedzicznego RRT nie odbiega zasadniczo od leczenia postaci nie-

dziedzicznej, trzeba jednak uwzgledni¢ kilka elementow charakterystycznych dla postaci
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dziedzicznej (11). Najistotniejsze z nich obejmuja konieczno$¢ wykluczenia obecnosci guza
chromochlonnego przed podjeciem operacji tarczycy i szersze wskazania do elektywnej lim-
fadenektomii (to znaczy wykonywanej planowo, niezaleznie od tego czy obserwuje si¢ cechy
przerzutow do we¢ziow chtonnych czy tez nie stwierdza si¢ ich powigkszenia).

Polskie rekomendacje leczenia operacyjnego dziedzicznego raka rdzeniastego tarczy-
cy zostaly opracowane w roku 1995 i zmodyfikowane w 2000 i 2006 (26), oraz w 2010 i 2016
(28, 29) rekomendacje leczenia guzéw chromochtonnych nadnerczy ukazaty si¢ w roku 2006
(30).

Leczenie operacyjne

Radykalna operacja jest leczeniem z wyboru w raku rdzeniastym tarczycy.

Minimalny zakres operacji powinno obejmowac catkowite wycigcie gruczotu tarczo-
wego wraz z wycigciem centralnych wezlow chlonnych szyi. Wielu autorow uwaza, ze ruty-
nowo nalezy usuwac takze wezty boczne szyi, a mniej rozlegta operacja weztowa moze byc
przeprowadzona tylko u mtodych pacjentow (12). Wieloogniskowy wzrost nowotworu
w postaci dziedzicznej oraz wysokie ryzyko przerzutéw do weztow chtonnych szyi oraz towa-
rzyszace wysokie st¢zenie kalcytoniny uzasadniaja wskazania do elektywnej limfadenektomii,
znacznie szersze, niz w raku zréznicowanym.

Przynajmniej u 50% chorych w chwili rozpoznania choroby wystepuja juz przerzuty
do weztéw chtonnych. Usuwanie wegziow chtonnych $rodpiersia gornego z dostgpu szyjnego
jest tez zalecane u chorych, u ktérych stwierdza si¢ przerzuty w weztach srodkowych szyi.
Niemniej, w ostatnich latach zaleca si¢ raczej indywidualizacjg leczenia w zaleznos$ci od loka-
lizacji mutacji, wieku chorego i stezenia kalcytoniny (322, 31).

W leczeniu operacyjnym guza chromochtonnego nadnerczy stosuje si¢ adrenalekto-
mig¢. Z wyboru stosuje si¢ operacje laparoskopowe z subtotalng resekcja nadnercza. Zasadni-
cza role w przygotowaniu chorego do operacji odgrywa co najmniej dwutygodniowe leczenie
antagonistami receptora a-adrenergicznego (26).

Leczenie operacyjne nadczynnos$ci przytarczyc jest rOwniez leczeniem z wyboru. Po-
niewaz u wigkszosci chorych dochodzi do rozrostu wszystkich przytarczyc, konieczna jest
subtotalna paratyreoidektomia (usunigcie 3 i 1/2 przytarczyc). Nawroty sa jednak czgste
1 dlatego ostatnio rozwaza si¢ leczenie farmakologiczne bifosfonianami lub kalcymimetyka-
mi, podejmujac decyzje o leczeniu operacyjnym tylko w razie ich nieskutecznosci.
Radioterapia

Korzysci pooperacyjnej radioterapii uzupetniajacej RRT nie zostaty jednoznacznie

udowodnione i dlatego nie jest ona stosowana rutynowo.
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Chemioterapia

W RRT nie uzyskano zadowalajacych efektow po leczeniu zaréwno chemioterapia
monolekowa, jak i schematami wielolekowymi.
Terapia inhibitorami kinaz tyrozynowych

Dla raka rdzeniastego tarczycy istnieje kilka badan II/III fazy dla oceny skutecznosci
swoistych  inhibitorow  kinaz  tyrozynowych, = hamujacych  receptor = VEGF
i receptor RET dokumentuje skuteczno$¢ tych lekow w leczeniu progresywnego, zaawanso-
wanego raka tarczycy. Dla leczenia raka rdzeniastego zostaty zarejestrowane w Europie wan-
detanib i kabozantinib (32). Polskie rekomendacje zalecaja jednak w pierwszym rzedzie le-
czenie w ramach badan klinicznych (29).
Terapia 1311-mIBG

W RRT nie ma wskazan do leczenia izotopem jodu 1311, stosowanonatomiast znako-
wang jodem 1311 metajodobenzyloguanidyng (131I-mIBG). Ten sam radiofarmaceutyk moze
by¢ stosowany w leczeniu nieoperacyjnych guzow chromochtonnych nadnerczy. Niemniej,
wobec alternatywy stawianej przez rejestracj¢ TKI, leczenie 131mIBG nie znajduje obecnie

zastosowania.

POSTEPOWANIE W  RAZIE  WYKRYCIA  NOSICIELSTWA  MUTACIJI
PROTOONKOGENU RET

Wraz z rozwojem diagnostyki molekularnej pojawia si¢ pytanie - jakie konsekwencje
terapeutyczne winny wiaza¢ si¢ z wykryciem nosicielstwa mutacji u zdrowych cztonkow
rodziny. Obowiazujace obecnie zasady badania 1 wskazania do dalszego postgpowania

w RRT zawiera tabela 3.

Tab. 3. Zasady postgpowania u cztonkow rodziny chorego na dziedzicznego raka rdzeniastego tarczycy.

FMTC MEN 2A MEN 2B

jak najszybciej po wykryciu mutacji

badanie DNA u chorego cztonka rodziny, optymalnie:

do 6 roku zycia 2-3 rok zycia zaraz po urodzeniu
badanie podstawowego u wszystkich cztonkdw rodziny, szczegdlnie krewnych I° row-
stezenia kalcytoniny nolegle do badania DNA
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u tych nieoperowanych nosicieli mutacji, u ktérych podstawowe

proba stezenie kalcytoniny jest prawidlowe;

wapniowa potem co rok u tych nosicieli, ktérzy nie zdecydowali si¢ na
operacj¢ profilaktyczna

badanie pierwszy raz po wykryciu nosicielstwa mutacji,

USG tarczycy potem co rok

profilaktyczna

tyreoidektomia

5-6 rok zycia*

5-6 rok zycia

do 1 roku zycia

badanie metoksykatecho-
lamin
w dobowej zbidrce

moczu

niepotrzebne u nosi-
cieli mutacji w ko-
donach 768 i 891,

a przy innych muta-
cjach w tych rodzi-
nach, w ktorych jest
co najmniej 4 czton-
kéw rodziny z RRT
i nie ma zadnego
przypadku guza
chromochtonnego

nadnerczy

w 5 roku zycia,
potem od 10 roku

zycia co rok

w 2 roku zycia, po-

tem co rok

badanie
TK nadnerczy

niepotrzebne u nosi-
cieli mutacji w ko-
donach 768 i 891, a
w innych mutacjach
w tych rodzinach, w
ktorych jest co naj-
mniej 4 cztonkow
rodziny z RRT i nie
ma zadnego przy-
padku guza chromo-

chtonnego nadnerczy

pierwszy raz
w 10 roku zycia,

potem co 2-3 lata

pierwszy raz
w 5 roku zycia,

od 10 r.z. co rok
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migdzy
badanie stezenia 20-30 rokiem zy-
wapnia zjonizowanego niepotrzebne cia niepotrzebne
i fosforu oraz PTH co 2 lata, potem co

rok

* Rekomendacje Towarzystwa Naukowego American Thyroid Association podaja, ze w
przypadku dzieci bedacych nosicielami mutacji w kodonach okreslanych jako umiarkowanie
agresywne (klasa MODERATE) (609, 611, 618, 620, 630, 768, 790, 791, 804, 891) profilak-
tyczne wycigcie tarczycy moze nastapi¢ po zaobserwowaniu wzrostu poziomu kalcytoniny

(22)

Dziedziczny RRT stanowi przyklad dziedzicznego nowotworu, w ktorym sprawdzito
si¢ stosowanie operacji profilaktycznych. Pierwsze doniesienia o profilaktycznych tyreoidek-
tomiach pojawity si¢ w 1995 roku. Wells i wsp. opisali wowczas 5 cztonkéw rodzin z zespo-
tem MEN 2A, u ktorych wykryto mutacje protoonkogenu RET i w konsekwencji przeprowa-
dzono caltkowite wycigcie tarczycy, mimo, ze podstawowe 1 stymulowane pentagastryng ste-
zenie kalcytoniny bylo prawidtowe. W analogicznej sytuacji Pacini i wsp. wykazali u dwéch
operowanych nosicieli mnogie mikroogniska raka. W dyskusji opublikowanej w Surgery juz
wowcezas, w 1995 roku, podkreslano, ze pytanie o profilaktyczna tyreoidektomi¢ w dziedzicz-
nym RRT nie brzmi ,,Czy operowac?”, ale raczej ,,Kiedy operowac?” (33).

Analiza opublikowanych prac dotyczacych profilaktycznych tyreoidektomii wykazuje,
ze u nosiciela mutacji w eksonie 10 lub 11 przy ujemnej probie prowokacyjnej ryzyko wykry-
cia mikroogniska raka wynosi okoto 35-40%. W okoto 55% stwierdza si¢ wowczas hiperpla-
zj¢ komorek C, a zaledwie 10% tarczyc opisano jako prawidlowe. Przy dodatniej probie pen-
tagastrynowej az w 85% przypadkow wykryto mikroogniska raka (34-36).

Takze wlasne wyniki w pelni odpowiadaja tej analizie, skoro u wszystkich operowa-
nych przez nas dzieci stwierdzaliSmy nadmierna proliferacj¢ komorek C. U trojga dzieci
uchwyciliSmy moment konwersji proby pentagastrynowej, do ktorej doszto migdzy
7 a 12 rokiem zycia (21). Hiperplazja komorek C, stwierdzana mikroskopowo, jest zjawi-
skiem wczesniejszym niz konwersja proby pentagastrynowej - potrzebne jest osiagnigcie
pewnej ,,masy krytycznej” komorek C, zanim ich rozrost ujawni si¢ nadmiernym wydziela-
niem kalcytoniny, nawet po silnym bodzcu stymulacyjnym.

Te wyniki podsumowat Wtoch J w swojej pracy habilitacyjnej (30). Przedstawiajac

zalety profilaktycznej operacji nalezy stwierdzi¢, ze w razie wykrycia mutacji prawdopodo-
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bienstwo wystapienia choroby nowotworowej do 35-40 roku zycia przekracza 95%. U wigk-
szo$ci nosicieli rak rozwinie si¢ w 10-15 roku zycia, ale mozliwy jest takze jego wczes$niejszy
rozw6j. Co  wigcej, z  piSmiennictwa  wynika, Ze  operacja  wykonana
w momencie, kiedy proba prowokacyjna jest od dtuzszego czasu dodatnia lub wrecz obserwu-
je si¢ zwigkszone podstawowe stezenie kalcytoniny, obciazona jest okoto 50% ryzykiem nie-
skuteczno$ci - mimo radykalnej makroskopowo operacji, ste¢zenie kalcytoniny pozostaje po
operacji nieprawidtowe. Przyczyna niepowodzen lezy w wieloogniskowym wzroscie raka i
szybkim przerzutowaniu do niepowigkszonych weztow chionnych. Skoro dobre wyniki le-
czenia (ponad 90% wyleczen) mozna osiagna¢ tylko we wezesnym stadium choroby, a ryzy-
ko powiktan pooperacyjnych w wyspecjalizowanych osrodkach nie przekracza 2%, mozna w
tych osrodkach poleca¢ profilaktyczne catkowite wycigcie tarczycy, tym bardziej, ze leczenie
substytucyjne tyroksyna, konieczne po operacji, moze by¢ dobrze monitorowane i w pelni za-
pewnia eutyreoze¢. Uwazne kontrolowanie stgzen TSH i fT4 gwarantuje prawidtowy rozwoj
dziecka, dlatego tez obawa przed niedoczynno$cia tarczycy i jej konsekwencjami nie powinna
by¢ przyczyna dla odktadania operacji.

Przeciwnicy profilaktycznej tyreoidektomii argumentuja, ze mozliwo$¢ wczesniejsze-
go wykrycia raka rdzeniastego poprzez powtarzanie oznaczen poziomu kalcytoniny w probie
pentagastrynowej pozwala na dokonanie operacji we wczesnej fazie choroby, a wigc obniza
ryzyko operacji niepotrzebnej. W $wietle wlasnego doswiadczenia, w ktorym hiperplazja ko-
morek C tarczycy byla obecna u wszystkich chorych, nawet przy prawidlowych wartosciach
proby prowokacyjnej, i w $wietle danych z pismiennictwa, takie postgpowanie wydaje si¢
niepotrzebnym zwigkszeniem ryzyka rozwoju raka, tym bardziej, ze ewentualny zysk wynika-
jacy z opdznienia operacji jest nieduzy przy znaczacym ryzyku przeoczenia progresji choroby
nowotworowe;j.

Dralle 1 wsp. podkreslaja, ze profilaktyczna tyreoidektomia powinna obejmowaé row-
niez wycigcie centralnego uktadu chlonnego szyi, jezeli stezenie kalcytoniny jest nieprawi-
dtowe lub jezeli pacjent jest starszy niz 10 lat. Obustronna limfadenektomia szyjna powinna
by¢ przeprowadzona w przypadku podejrzenia przerzutéw do weztow chtonnych lub wykaza-
nia podwyzszonego st¢zenia kalcytoniny u chorych starszych niz 15 lat (34, 35).

Odrebna kwestia to zagadnienie trwalych powiktan po operacji profilaktycznego cat-
kowitego wycigcia tarczycy. Wigkszos¢ autorow widzi je rzadko, duza analiza Dralle’a oceni-
fa ryzyko wywotania niedoczynnosci przytarczyc na 6,7%, a ryzyko jednostronnego uszko-
dzenia nerwu krtaniowego wstecznego na 1,3%, przy czym nie zalezato ono od wieku opero-

wanych dzieci.
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Ostatecznym kryterium, ktore powinno przemawiaé¢ za profilaktyczna tyreoidektomia
jest zwigkszenie zysku terapeutycznego - wzrost odsetka wyleczen bez zwigkszenia ryzyka
powiktan. Ze wzgledu na fakt, ze operacje profilaktyczne wynikajace ze wskazan uzyskanych
z analizy genetycznej sa przeprowadzane dopiero od 1994 roku, w piSmiennictwie nie ma
jeszcze pelnej oceny tego zagadnienia, niemniej w ogromnej wigkszosci przypadkow, w tym
takze w do$wiadczeniu Instytutu Onkologii w Gliwicach, uzyskano normalizacj¢ pooperacyj-
nego stezenia kalcytoniny (30). Nie opisano dotad w pisSmiennictwie ani jednego przypadku
nawrotu hiperkalcytoninemii po profilaktycznej tyreoidektomii, chociaz teoretycznie jest to
oczywiscie mozliwe, cho¢by ze wzgledu na obecno$¢ komorek C w grasicy. Ze wzgledu na
krotki czas obserwacji nie wiadomo, jak bedzie przebiegal rozwo6j guzoéw chromochtonnych
u chorych operowanych profilaktycznie. W chwili obecnej nie ma tez wskazan do profilak-

tycznej operacji nadnerczy.

PODSUMOWANIE
Pamigtaj:

1. Kazdy przypadek raka rdzeniastego tarczycy wymaga przeprowadzenia badania DNA
pod katem germinalnych mutacji protoonkogenu RET, nawet przy ujemnym wywiadzie
osobniczym i rodzinnym.

2. U wszystkich chorych na dziedzicznego raka rdzeniastego tarczycy konieczne jest
wdrozenie badan w kierunku poszukiwania tej samej mutacji u czlonkéw ich rodzin-
szczegolnie krewnych I°. Umozliwia to weczesne wykrycie raka rdzeniastego tarczycy 1
innych chorob wchodzacych w sktad zespotu MEN 2.

3. U bezobjawowych nosicieli mutacji genu RET wskazane jest wykonanie profilaktyczne-
go catkowitego wycigcia tarczycy.

4. Wiele przypadkow dziedzicznego raka rdzeniastego tarczycy wywotane jest przez mu-
tacje prowadzace do zespotu MEN 2A, w ktérym moze wystapi¢ tez guz chromochton-
ny nadnerczy i (znacznie rzadziej) nadczynno$¢ przytarczyc. Dlatego w przypadku roz-
poznania raka dziedzicznego nalezy sprawdzi¢, czy typ mutacji wiaze si¢ z konieczno-
Sciag wdrozenia programu badan dla wczesnego rozpoznania guza chromochtonnego i
nadczynnosci przytarczyc.

5. W petoobjawowym zespole MEN 2A nalezy najpierw wykona¢ operacje guza chro-

mochlonnego nadnerczy, dopiero potem operacj¢ raka rdzeniastego tarczycy.
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6. W zespole MEN 2A nalezy pamigta¢, ze nie tylko nieprawidtowo leczony rak rdzeniasty

tarczycy, ale takze zbyt p6zno rozpoznany lub nieprawidtowo leczony guz chromo-

chlonny nadnerczy moze by¢ przyczyna $mierci chorego.
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Zespoly mnogich nowotworow ukladu wydzielania wewnetrznego

Ta nazwa okresla si¢ w endokrynologii chorobg, polegajaca na wystgpowaniu mno-
gich nowotworow gruczotéw wydzielania wewnetrznego, uwarunkowanych dziedzicznie. W
ostatnim czasie zaliczono do zespotow wielogruczotowych takze przypadki dziedzicznych ze-
spotow nowotworowych, jak zespdt VHL, czy nerwiakowldkniakowato$¢(1), omowionych w
innych rozdziatach. Konieczna jest $wiadomos$¢ lekarza Klinicysty-genetyka, ze tym zespo-
lom moga towarzyszy¢ zaburzenia endokrynne, wymagajace interwencji specjalisty. Na Ry-

cinie 1 podano zestawienie takich zespoléw wielogruczotowych.

Zespoty mnogich nowotworow uktadu wydzielania wewngtrznego

— 1 oo L =

AKRONIM MEN1 MEN2 VHL NF1
) ) . Zesnol auzéw ) Zesp6t nadczynnosei

Zespot Zespot Zesp6t von Hippla pot eu Nerwiakowlokniakowatos¢ ~ Zespot Carneya (raka)przytarczyci guza

NAZWA . . Y chromochtonnych X .
wielogruczotowy wielogruczotowy i Lindaua N s typul szezeki lub Zuchwy

CHOROBY typul typu 2 i przyzwojakow

GEN,

KTORY

ULEGA MENL1 RET VHL SDHB-D NF1 PRKAR1A HRPT2/CDC73

MUTACJI

Ryc. 1.
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1. Lewinski A, Jarzab B, Placzkiewicz-Jankowska E. Zespoly wielogruczotowe. Choroby uktadu wewnatrzwy-
dzielniczego. W: Interna Szczeklika. Podrecznik chorob wewngtrznych. Red: Gajewski P. 2013, 1339-1346.
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Streszczenie

Zespot wielogruczotowy jest dziedzicznym schorzeniem, w ktorym u jednego pacjenta
wystepuja nowotwory badz hiperplazja kilku (co najmniej dwoch) narzadow wydzielania
wewngtrznego. Zespot MEN1 obejmuje wspotwystegpowanie guzéw przysadki, przytarczyc z
ich nadczynnoscia oraz neuroendokrynnych guzow trzustki. Gruczolaki przytarczyc sa z regu-
ly mnogie. Rowniez guzy trzustki w zespole MEN1 sa mnogie. Powstanie nowotworu po-
przedza hiperplazja. Rozpoznanie zespotu MEN 1 polega na rozpoznaniu kolejnych patologii
uktadajacych si¢ w charakterystyczny obraz kliniczny. Najczgstszym skojarzeniem jest nad-
czynnos¢ przytarczyc (PNP) i gastrinoma oraz prolactinoma.

W zespole MENI1 charakterystyczna cecha jest obecno$¢ germinalnej mutacji genu
MENL1. Jest to mutacja typu utraty funkcji.

PNP jest najczgstsza choroba w MEN 1. Objawy nadczynnosci przytarczyc ujawniaja
si¢ przed 50 r. z. prawie u 100% nosicieli genu MEN 1. Zwykle pierwsza nieprawidtowos$cia
wskazujaca na mozliwo$¢ PNP jest hiperkalcemia. Hiperkalcemii towarzyszy obnizony lub
niski prawidtowy poziom fosforanow. Leczenie PNP jest operacyjne. Wskazaniem do opera-
cji sa powiktania kostne lub nerkowe oraz wysokie poziomy Ca++ (>12 mg/dl).

Gastrinoma (zespot Zollinger-Ellisona) jest to najczgstszy guz neuroendokrynny
przewodu pokarmowego wystgpujacy w MEN 1. Okoto 30% przypadkow gastrinoma jest
skojarzonych z MEN 1. Gastrinoma jest tez najczgstsza przyczyna zgonow w MEN 1. Roz-
poznanie gastrinoma jest oparte na jednoczesnym wykazaniu hipergastrynemii i nadkwasoty.
Obecnie inhibitory pompy protonowej sa podstawa leczenia farmakologicznego gastrinoma.
Leczenie chirurgiczne winno by¢ ukierunkowane na usunigcie guza (guzéw) o zwigkszonym
ryzyku zeztosliwienia. Leczenie operacyjne gastrinoma skojarzonego z MEN 1 jest trudne i

wynika zaroOwno z mnogos$ci guzow jak 1 ich matej wielkoSci.

Okoto 10 % przypadkéw insulinoma kojarzy si¢ z MEN 1 i insulinoma jest po gastrinoma
drugim co do czgstosci guzem neuroendokrynnym przewodu pokarmowego w zespole MEN
1.

Pozostate guzy endokrynne trzustki znacznie rzadziej kojarza si¢ z MEN 1. Decyzj¢ o
operacji podejmuje si¢ zazwyczaj przy zlokalizowaniu guza i podwyzszonym poziomie jed-
nego z markerow, zwykle PP lub chromograniny A (CgA). Dodatkowym waznym kryterium
jest §rednia guza >2 cm.

W zespole MEN 1 wystepuja z reguly rakowiaki zlokalizowane w gornej czg$ci prze-

wodu pokarmowego.

221



Guzy przysadki rozpoznawane sa w okoto 50% przypadkow MEN 1. Najczgstszym
guzem jest prolactinoma (ok. 60%). Postgpowanie diagnostyczno-terapeutyczne nie rozni si¢
od postegpowania w guzach nie-dziedzicznych.

Czestos¢ guzow nadnerczy w MEN 1 sigga ok. 40% - sa to typowe incidentaloma.

Wsrod markeréw biochemicznych MEN 1 najistotniejsze znaczenie ma 0znaczanie
poziomu Ca++, chromograniny A (CgA), polipeptydu trzustkowego (PP) i protaktyny (PRL).
Poniewaz PNP jest najczg¢stsza patologia MEN 1 oznaczanie poziomu Ca++ ma kardynalne
znaczenie. Uzupelieniem badan biochemicznych sa badania lokalizacyjne, ktore wykonuje
si¢ co 3 lata przy prawidlowych poziomach markerow biochemicznych.

Rokowanie w MEN 1 zalezy w duzej mierze od rodzaju guza endokrynnego przewodu
pokarmowego. Chorzy z MEN 1 Zyja przecigtnie 49 lat, a zto§liwy guz trzustki jest najczgst-
sza przyczyna zgonu w MEN 1.
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Summary

MENL1 syndrome is hereditary disease which affects at least two hormone-producing
glands developing benign or malignant tumors of pituitary, parathyroid (and primary hy-
perparathyroidism) as well as neuroendocrine tumors of pancreas. Parathyroid adenomas and
pancreatic tumors in MENL1 are usually multiple and usually develop after hyperplasia. The
diagnosis of MEN1 syndrome is based on recognition of a pattern of appearing pathologies
which give characteristic clinical picture of disease. The most common sign of MEN1 syn-
drome is the co-occurrence of hyperparathyroidism, prolactinoma and gastrinoma. Molecular
characteristic feature of MEN1 syndrome is germinal mutation of MEN1 gene. It is a mutation
of loss of function type. Primary hyperparathyroidism is the most typical disease in MEN1
syndrome. Its symptoms are present in almost 100% of MEN1 gene carriers at the age < 50
years. Usually first manifestation of hyperparathyroidism is hypercalcemia associated with
lowered level of phosphates. Hyperparathyroidism is treated surgically. Indications to surgery
are bone or kidney related disorders.

Gastrinoma (Zollinger-Ellison syndrome) is the most common neuroendocrine tumor
in MEN1. About 30% of gastrinomas are associated with MEN1. Gastrinoma, as well, is the
most frequent cause of death. Gastrinoma is found on the basis of simultaneous diagnosis of
hypergastrinemia and hyperacidity. At present, application of inhibitors of proton pump is the
basic pharmacological treatment of this syndrome. Surgical treatment should cover removal
of tumor(s) with increased risk of malignancy, however this treatment approach is difficult
due to the multiplicity of tumors and their small size.

About 10% of insulinoma cases are associated with MEN1. It is second, after
gastrinoma, neuroendocrine tumor in the digestive tract. Other endocrine pancreatic tumors,
especially non-functioning ones, are less often associated with MEN1. The decision about op-
eration is undertaken when the tumor is localized and when the increase of PP or
chromogranin A marker is observed. Another important criterion for surgery is the tumor di-
mension >2 cm. In MENL1 carcinoid tumors are localized mainly in the upper part of digestive
tract.

Pituitary tumors are recognized in 50% of MEN1 syndrome cases. The most common
are prolactinomas (c.a. 60%). The diagnostic and therapeutic way of dealing with these tu-

mors is not different from non-inherited tumors.
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The frequency of adrenal tumors in MENL1 reaches 40% and these are typical
incidentalomas.

The most important biochemical markers in MEN1 are Ca++, pancreatic polypeptide
(PP) and prolactin (PRL). As hyperparathyroidism is the most frequent pathology of MEN1,
the monitoring of Ca++ is of utmost importance. Complementation to biochemical tests are
scans performed every 3 years if the biochemical marker levels are normal.

The prognosis in MEN1 depends on the type of endocrine tumor in digestive tract.

MENL1 patients live averagely 49 years, however, pancreatic tumor is the most fatal.
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Zespol mnogich nowotwordéw ukltadu wydzielania wewngtrznego jest rozpoznawany w
przypadku, kiedy u jednego pacjenta wystepuja nowotwory badz hiperplazja kilku (co
najmniej dwoch) narzadéw wydzielania wewngtrznego. Wyr6znia si¢ dwa podstawowe ze-
spoty kliniczne, okreslane jako typ 11 typ 2 (MEN 11 MEN 2). Zesp6t MEN 2 dzieli si¢
dalej na MEN 2A i MEN2B (nazywany w przesztosci takze MEN 3). Ponadto istnieja tzw.
zespoly mieszane (mixed MEN, overlap syndromes), w ktorych wspoétistnieja rownocze-
$nie patologie charakterystyczne dla MEN 1 i MEN 2 obecnie nazywane zespotem MEN 4.
W przesztosci uzywany byt rowniez termin MEA (Multiple Endocrine Adenomatosis), ale
ze wzgledu na potencjalng ztosliwo§¢ zmian powszechnie przyjat si¢ termin MEN (Mul-
tiple Endocrine Neoplasia). Patologie (nowotwory) wchodzace w sktad zespotéw MEN ze-

stawiono w Tab.1.

Tab. 1. Zespoty kliniczne MEN.

Zespol Zajety narzad (guz) Gen (najczesSciej
kliniczny zmutowne kodony)
MEN 1 Przytarczyce MEN1

(mutacje punktowe
oraz delecje i inser-
Przysadka cje, brak mutacji typu
,»hot spot”)

Czg$¢ neuroendokrynna przewodu pokarmowego

Rzadziej:
kora nadnerczy
tarczyca
nowotwor nauroendokrynny grasicy

Czesto: thuszczaki

MEN 2A Rak rdzeniasty tarczycy RET
Kodon 634, ekson1l
Guz chromochlonny /c.1900T>A/C/G
Przytarczyce Inne
MEN 2B Rak rdzeniasty tarczycy RET
Kodon 918, ekson16
Guz chromochlonny [c.2753T>C
liczne nerwiakowldkniaki jezyka i1 bton $luzowych | jinne

oraz neuronogliomatosis w dystalnym odcinku jelita

Mieszany Przytarczyce

MEN/ME | Przysadka CDKN1B (brak mu-
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N 4 Uktad rozrodczy tacji typu ,,hot spot”)

Nadnercza + nerka

Zespoty MEN maja kilka cech charakterystycznych, wyr6zniajacych je od sporadycz-
nych nowotworéw uktadu endokrynnego. Bardzo charakterystyczna dla MEN jest wieloogni-
skowos$¢ zmian nowotworowych w zajetym narzadzie. I tak gruczolaki przytarczyc sa z regu-
ty mnogie. Réwniez guzy trzustki w zespole MEN 1 sa mnogie.

Druga cecha charakterystyczng dla MEN jest fakt, ze powstanie nowotworu poprzedza

hiperplazja, najczeséciej wieloogniskowa, ktora czgsto wspoétistnieje z guzem. Daje to mozli-
wos¢ wezesniejszego rozpoznania patologii MEN i tym samym moze wptyna¢ na rokowanie.

Trzecia cecha charakterystyczna MEN jest rodzinne wystepowanie patologii. Guzy

nowotworowe powstaja w efekcie germinalnej mutacji genow MEN, przy czym w MEN 1
gen (menina) ma charakter supresorowy, natomiast w MEN 2 gen (RET) jest protoonkoge-
nem.

Komorki guzow MENI maja wiele wspdlnych, charakterystycznych cech histoche-
micznych. Guzy MENI sa czgsto wielohormonalne 1 moga wykazywaé ektopowa produkcje
hormonalna. W efekcie obraz kliniczny zespotow MEN jest bardzo zréznicowany 1 zmienny
W czasie.

Zespot MEN 1, wczesniej okreslany jako zespot Wermera, jest zespotem klinicznym
charakteryzujacym si¢ wystgpowaniem nowotworow lub hiperplazji przytarczyc, czgsci we-
wnatrzwydzielniczej przewodu pokarmowego oraz przysadki. Czgstos¢ wystgpowania MEN
1 nie jest znana, jest jednak prawdopodobnie znacznie czgstsza niz dotychczas si¢ wydawato.
Cechy sugerujace MEN 1 obserwuje si¢ w 0.25% autopsji. Wigkszos¢ chorych zachorowuje
przed 40 rz, najczgsciej w 2 1 3 dekadzie zycia. Obraz kliniczny MEN 1 jest bardzo zr6znico-

wany a objawy moga by¢ bardzo dyskretne, co utrudnia rozpoznanie.

Patogeneza

W 1997 roku po wielu latach poszukiwan zlokalizowano gen MEN 1 na chromosomie
11 (11q13). Gen MEN 1 ma 10 eksonow i koduje biatko menine, ktérego budowa nie wyka-
zuje istotnej homologii z dotychczas znanymi biatkami. W ciagu kilku lat od identyfikacji ge-
nu MEN 1 opisano kilkaset mutacji. W przeciwienstwie do genu MEN 2 charakterystyczny
jest brak tzw. ,,goracych miejsc” (hot spots), tzn. mutacje moga wystepowac praktycznie w

catym genie. Do tej pory nie udato si¢ wykazac¢ korelacji genotyp-fenotyp w MEN 1.
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Rozpoznanie

Rozpoznanie zespotu MEN 1 nie jest tatwe i1 polega na rozpoznaniu kolejnych patolo-
gii uktadajacych si¢ w charakterystyczny obraz kliniczny. Patologie zwiazane z MEN 1 ujaw-
niaja si¢ zwykle kolejno, co kilka-kilkanascie lat, wyjatkowo jednoczasowo. Obecnie zespot
MEN 1 jest najczg$ciej rozpoznawany w czasie badan czlonkéw rodziny dotknigtej choroba.
Rzadziej rozpoznaje si¢ MEN 1 w czasie rozszerzonej diagnostyki hormonalnej przy podej-
rzeniu MEN 1, co ma miejsce w przypadkach wczes$niejszego rozpoznania jednej z patologii
wystepujacej w MEN 1 (nadczynnos$¢ przytarczyc, guz gastrynowy, guz insulinowy). W tym
ostatnim przypadku mowi si¢ o ,,sporadycznym” MEN 1, ktory jest spowodowany nowa mu-
tacja. Bez potwierdzenia na poziomie DNA do rozpoznania sporadycznego MEN 1 konieczne
jest rozpoznanie patologii co najmniej dwoch podstawowych dla rozpoznania narzadéw en-
dokrynnych.

Obraz kliniczny MEN 1 zalezy od kombinacji poszczegdlnych patologii u danego pa-
cjenta, stopnia ich nasilenia i kolejno$ci ujawniania si¢. Najczgstszym skojarzeniem jest nad-
czynno$¢ przytarczyc (PNP), nowotwor neuroendokrynny trzustki oraz guz prolaktynowy
przysadki. Prospektywne badania rodzin z MEN 1 wykazaly, ze pierwsze nieprawidlowosci
hormonalne ujawniaja si¢ zwykle migdzy 14 a 18 r.z. Te przypadki (rodzina probanta MEN 1)
rozpoznawane sa wczesnie, natomiast sporadyczne, nowe przypadki zwykle w 4-5 dekadzie
zycia. Rozpoznanie zespotu MEN1 moze by¢ postawione na podstawie:

e cech klinicznych (pacjent z dwoma lub wigcej nowotworami charakterystycznymi dla

MEN1)

e rodzinnie wystepujacego zespotu MEN1 (pacjent ma zdiagnozowanego jeden nowo-
twor charakterystyczny dla MENI 1 jest krewnym probanda 1°)

e analizy DNA (wykryto mutacje genu MEN1 ale nie obserwuje si¢ jeszcze cech kli-
nicznych np. nosiciel mutacji)

Diagnostyka DNA wykonywana jest u 0sob z podejrzeniem zespotu MEN 1 (obecnos¢
dwoch lub wigcej nowotworow charakterystycznych dla MEN 1), u cztonkéw rodzin (w
szczegolnosci u krewnych 1°) a takze jezeli zespét MEN 1 jest podejrzewany, a nie spelnione
sa powyzsze rekomendacje np. obecnos¢ gruczolaka przytarczyc przed 30 rz, wieloognisko-
wos¢ lub objawy klinicznie nie w petni odpowiadaja zespolowi MEN 1 (guz przytarczyc i guz
nadnerczy). Obecno$¢ mutacji MEN 1 u pacjentow, u ktérych rozwinat si¢ guz przytarczyc
przed 40 r.z. sigga 5-13%. Diagnostyka DNA w pierwszej kolejnosci obejmuje analizg se-
kwencji catego genu np. metoda sekwencjonowania Sangera a nastgpnie w przypadku nie

wykrycia mutacji punktowej lub niewielkiej delecji/insercji nalezy oceni¢ obecno$¢ duzych
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delecji w obrebie genu MEN1 np. metoda MLPA (ang. Multiple Ligation-dependent Probe
Amplification). Metoda ta, dzigki zastosowaniu uniwersalnych adapteréw pozwala na ampli-
fikacje duzych fragmentow, ktérych rozdziat przeprowadzany jest przy uzyciu sekwenatora

kapilarnego.

Nadczynno$¢ przytarczyc (PNP)

PNP jest najczgstsza choroba w MEN 1. Objawy nadczynnosci przytarczyc ujawniaja
si¢ przed 50 r.z prawie u 100% nosicieli genu MEN 1. PNP jest pierwsza rozpoznang patolo-
gia u 60% chorych z MEN 1 i ujawnia si¢ $§rednio w 19 r.z. Najcze$ciej obserwuje si¢ hiper-
plazj¢ przytarczyc i w bardziej zaawansowanych stadiach choroby gruczolaki przytarczyc.
Charakterystyczne dla MEN 1 jest zajgcie wszystkich przytarczyc, chociaz we wstgpnych sta-
diach choroby niektore przytarczyce moga by¢ prawidtowe.

Zwykle pierwsza nieprawidtowoscia wskazujaca na mozliwos¢ PNP jest hiperkalce-
mia. Rozpoznanie PNP opiera si¢ na wykazaniu podwyzszonego st¢zenia PTH (parathormo-
nu) przy hiperkalcemii. Do oznaczania PTH uzywana jest metoda immunoradiometryczna.
Hiperkalcemii towarzyszy obnizony lub niski prawidlowy poziom fosforanow.

Leczenie PNP jest operacyjne. W MEN 1 stosowane sa dwa klasyczne postgpowania
chirurgiczne: subtotalna (3 i 1/2) paratyreoidektomia lub catkowita paratyreoidektomia z jed-
noczasowym przeszczepem heterotopowym, zwykle do migsnia przedramienia. Wyniki le-
czenia operacyjnego PNP w MEN 1 sa gorsze niz w postaci nie-dziedzicznej PNP. W MEN 1
pierwsza operacja jest nieskuteczna u 1/4 - 1/3 pacjentéw, natomiast w postaci nie-
dziedzicznej PNP pierwsza operacja daje 80-100% szans na catkowite wyleczenie. Nawrot
PNP (ponowna hiperkalcemia po 6 miesiacach normokalcemii po pierwszej operacji) obser-
wuje si¢ u 16% pacjentéw juz w pierwszym roku i u potowy operowanych po 10 latach. Wy-
nika to przede wszystkim ze zbyt matej radykalnosci operacji jak i przeoczenia nadliczbo-
wych, czgsto ektopowo potozonych przytarczyc, co w MEN 1 zdarza sig czgsto.

Z uwagi na nienajlepsze odlegle wyniki leczenia chirurgicznego istotne staje si¢ usta-
lenie wlasciwych wskazan do operacji i czasu jej wykonania. Ogdlnie przyjete zasady postg-
powania sg nastgpujace: wskazaniem do operacji sa powiktania kostne lub nerkowe oraz wy-
sokie poziomy Ca*™ (>12 mg/dl) i hiperkalcuria. Bezobjawowa hiperkalcemia (poziom Ca*" <
12 mg/dl) nie musi by¢ leczona operacyjnie. Leczenie chirurgiczne moze by¢ odlozone przy
niewielkiej hiperkalcemii, braku powiktan PNP. W takim przypadku pacjent wymaga doktad-
nej obserwacji klinicznej z regularna ocena kalcemii, kalciurii oraz ggstosci mineralnej kosci i

obrazowania nerek.
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Guz gastrynowy (zespol Zollinger-Ellisona)

Jest to najczgstszy guz neuroendokrynny przewodu pokarmowego wystepujacy w
MEN 1. Okoto 30% przypadkéw guzoéw gastrynowych jest skojarzonych z MEN 1. Gastri-
noma jest tez najczestsza przyczyna zgonow w MEN 1.

Obserwacje ostatnich lat wskazuja, ze guz gastrynowy wystegpuje rownie czgsto (jesli
nie czesciej) w dwunastnicy jak 1 w trzustce. Szczeg6lnie czgsta jest lokalizacja dwunastnicza
w MEN 1. Wykazanie lokalizacji dwunastniczej w zasadniczy sposob zmienito postgpowanie
w guzie gastrynowym. Jest wielce prawdopodobne, ze nieskuteczno$¢ wezesniejszych opera-
cji byla spowodowana przeoczeniem malych (czgsto < 5 mm) guzkéw dwunastnicy i poszu-
Kiwaniem przez chirurga jedynie guza trzustki.

Rozpoznanie guza gastrynowego jest oparte na jednoczesnym wykazaniu hipergastry-
nemii i nadkwasoty. Mniej niz potowa chorych spetnia kryteria diagnostyczne gastrinoma, t.j.
stezenie gastryny > 500 pg/ml i BAO>15 mEq/h (zotadek nieoperowany) lub > 5 mEq/h (zo-
fadek operowany). Przy nieznacznej hipergastrynemii lub przy prawidtowych poziomach ga-
stryny i uzasadnionym podejrzeniu guza gastrynowego zalecany jest test sekretynowy. Poda-
nie sekretyny 2j/kg iv. powoduje wzrost st¢zenia gastryny > 200 pg/ml w wigkszo$ci przy-
padkdéw guza gastrynowego, natomiast nie zwigksza poziomu gastryny w hipergastrynemii
innego pochodzenia.

Rozpoznanie guza gastrynowego jest trudne z kilku powodow. Po pierwsze oznacza-
nie kwasoty (sonda Kaya) jest obecnie coraz rzadziej wykonywane. Po drugie najczesciej sto-
sowane leki, t.j. inhibitory pompy protonowej (omeprazol, pantoprazol) z uwagi na duza sku-
teczno$¢ zmienily naturalny przebieg choroby i obecnie tylko wyjatkowo spotyka sig¢ kla-
syczne objawy opisane przez Zollingera i Ellisona. Obraz kliniczny guza gastrynowego
zwlaszcza w poczatkowych etapach rozwoju choroby praktycznie nie rdzni si¢ od choroby
wrzodowej. Po trzecie inhibitory pompy protonowej podwyzszaja st¢zenie gastryny, co jesz-
cze bardziej utrudnia rozpoznanie. Objawy wskazujace na mozliwos¢ guza gastrynowego

przedstawiono w Tab. 2.

Tab. 2.0bjawy kliniczne wskazujace na mozliwo$¢ guza gastrynowego.

Biegunka

Nietypowe umiejscowienie owrzodzen (przetyk, jelito)

Mnogie owrzodzenia

e Swieze owrzodzenie w zespoleniu po resekcji
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Obecnos¢ przerzutow do watroby

Mata skuteczno$¢ leczenia farmakologicznego

Zespot MEN 1 w rodzinie

Wspotistnienie nadczynnosci przytarczyc

Leczenie guza gastrynowego przeszto znamienna ewolucj¢ od momentu oryginalnego
opisu tego zespotu. Przez wiele lat catkowita gastrektomia zaproponowana przez Zollingera i
Ellisona byta postgpowaniem z wyboru. Chorzy, u ktorych nie wykonano catkowitej gastrek-
tomii, zwykle gingli z powodu powiktan choroby wrzodowej, t.j. krwawien lub perforacji.
Proby leczenia przyczynowego, tzn. resekcji guza produkujacego gastryng, byly najczesciej
nieskuteczne. W latach siedemdziesiatych wprowadzono do leczenia choroby wrzodowe;j blo-
kery receptorow H2 (cimetydyna, ranitydyna, famotydyna), a w latach osiemdziesiatych inhi-
bitory pompy protonowej (omeprazol, pantoprazol, lanzoprazol). Obie grupy lekéw okazaty
si¢ rowniez skuteczne w zespole Zollinger-Ellisona, zwtaszcza inhibitory pompy protonowej,
ktorych dziatanie jest tak silne, ze mowi si¢ o ,,farmakologicznej” gastrektomii na skutek za-
hamowania produkcji kwasu solnego niemal do zera. Obecnie inhibitory pompy protonowej
sa podstawa leczenia farmakologicznego guza gastrynowego.

Leczenie chirurgiczne winno by¢ ukierunkowane na usunigcie guza (guzéw) o zwigk-
szonym ryzyku zeztosliwienia. W przesztosci kierowano si¢ czgsto wielkoscia guza uznajac
srednicg¢ guza > 3 cm za wskazanie do leczenia operacyjnego. Jednakze takie postgpowanie
niesie w sobie ryzyko zbyt pdznej interwencji 1 moze zwigksza¢ $miertelnos¢ w MEN 1.
Obecnie wiadomo, ze czgsto$¢ przerzutdéw do watroby wynosi 61% przy guzach >3 cm i 28%
przy guzach wielkos$ci 1-3 cm. Dlatego tez w wigkszos$ci osrodkéw operuje si¢ kazdy przypa-
dek guza gastrynowego. Leczenie operacyjne guza gastrynowego skojarzonego z MEN 1 jest
trudne 1 wynika zaréwno z mnogosci guzow jak 1 ich matej wielkosci. Leczenie to polega na
subtotalnej dystalnej pankreatektomii z wytuszczeniem guzow z gtowy trzustki oraz na duo-
denotomii z resekcja guzkéw w dwunastnicy. Usuwa si¢ réwniez okoliczne wezty chtonne.
Tylko tak rozlegle postgpowanie chirurgiczne daje szanse na usunigcie wszystkich ognisk

choroby i normalizacjg st¢zenia gastryny.
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Guz insulinowy
Okoto 10 % przypadkéw guzow insulinowych kojarzy si¢ z MEN 1 i guz insulinowy

jest po guzie gastrynowym drugim co do czgstosci guzem neuroendokrynnym przewodu po-
karmowego w zespole MEN 1.

Rozpoznanie oparte jest na wykazaniu w warunkach podstawowych (na czczo) nie-
adekwatnego hiperinsulinizmu (> 6 pU/ml) w trakcie hipoglikemii (< 45 mg/dl). W obrazie
klinicznym dominuja objawy neuroglikopenii prowokowanej dluzsza przerwa w przyjmowa-
niu positku (stad czesto hipoglikemia w nocy lub nad ranem) lub wysitkiem fizycznym. W
rozpoznaniu réznicowym nalezy wykluczy¢ inne przyczyny hiperinsulinizmu z towarzyszaca

hipoglikemia (Tab. 3).

Tab. 3.Przyczyny hipoglikemii wspotistniejacej z hiperinsulinizmem.

Guz insulinowy
Hipoglikemia poinsulinowa w cukrzycy

Przedawkowanie pochodnych sulfonylomocznika

N

Hipoglikemia autoimmunologiczna
a. przeciwciala p.insulinowe

b. przeciwciata p.receptorowe

Leczenie guza insulinowego w MEN 1 jest chirurgiczne, aczkolwiek w niektorych
przypadkach leczenie farmakologiczne jest rowniez skuteczne. Podobnie jak w guzie insuli-
nowym leczenie operacyjne jest bardziej radykalne, trudniejsze a wyniki gorsze niz w nie-
dziedzicznych guzach, gdzie pierwsza operacja jest skuteczna w ponad 90%. Podstawowym
zabiegiem jest dystalna pankreatektomia z wytuszczeniem guzow gltowy trzustki. Tylko tak
radykalny zabieg daje szanse na wyleczenie.

Postgpowanie chirurgiczne jest zalecane przez wigkszo$¢ autorow. W niektérych
przypadkach, przede wszystkim po nieskutecznej pierwszej operacji lub przy przeciwwskaza-
niach do leczenia operacyjnego, stosuje si¢ leczenie farmakologiczne (diazoksyd), ktore jest
skuteczne u 80% pacjentow.

Inne guzy trzustki

Pozostate guzy endokrynne trzustki znacznie rzadziej kojarza si¢ z MEN 1. Sposrod

nich najczestsze sa guzy nieczynne, tzn. guzy nie dajace objawdw klinicznych. Guzy te zwy-

kle produkuja szereg hormonow, najczgsciej polipeptyd trzustkowy (pancreatic polypeptide,
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PP) i glukagon, ale klinicznie sa nieme. Obecno$¢ nieczynnego guza trzustki jest przede
wszystkim problemem onkologicznym. Podstawowym pytaniem jest: kiedy operowaé? De-
Cyzje o operacji podejmuje si¢ zazwyczaj przy zlokalizowaniu guza i podwyzszonym poziO-
mie jednego z markerow, zwykle PP lub chromograniny A (CgA). Dodatkowym waznym

Kryterium jest Srednia guza >2 cm.

Guzy przysadkKi

Guzy przysadki rozpoznawane sa w okoto 50% przypadkow MEN 1, ale wydaje sig,
ze ich rzeczywista czgsto$¢ jest znacznie wigksza. Najczestszym guzem jest guz prolaktyno-
wy (ok. 60%), w dalszej kolejnosci guzy nieczynne, guzy produkujace GH i ACTH. Poste-
powanie diagnostyczno-terapeutyczne nie rézni si¢ od postgpowania w guzach nie-
dziedzicznych. Guzy o typie prolactinoma sa leczone w pierwszej kolejnosci zachowawczo
agonistami dopaminy (bromokryptyna), natomiast w guzach produkujacych GH lub ACTH
wykonuje si¢ transfenoidalng adenomektomig lub hipofizektomig. Guzy nieczynne, o ile nie
ma wskazan okulistycznych lub neurologicznych, moga by¢ obserwowane. Ztosliwe guzy

przysadki zdarzaja si¢ bardzo rzadko.

Guzy nadnerczy

Czgstos¢ guzow nadnerczy w MEN 1 sigga ok. 40% - sa to typowe incidentaloma.
Guzy sa zwykle nieczynne, czgsto obustronne, moze tez wystgpowac hiperplazja. Podobnie
jak w sporadycznych guzach nadnerczy, leczenie operacyjne guzoéw nieczynnych hormonal-
nie jest wskazane w przypadku duzych lub szybko powigkszajacych si¢ guzéw nadnerczy, czy

tez podejrzanych radiologicznie.

Guzy neuroendokrynne
W zespole MEN 1 wystepuja z reguly nowotwory neuroendokrynne typu ,,foregut”,
tzn. zlokalizowane w gornej czesci przewodu pokarmowego. Najczgsciej spotyka si¢ no-
wotwory neuroendokrynne zotadka, oskrzela i grasicy. Leczeniem z wyboru jest usunigcie
guza, ewentualnie uzupelnione o chemioterapi¢ (Tab.4). W leczeniu farmakologicznym
tych guzow istotne znaczenie ma stosowanie analogow somatostatyny (oktreotyd, lan-
reotyd), ktore nie tylko skutecznie hamuja objawy kliniczne ale hamuja rowniez progresje

guza (Tab.4).
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Tab. 4. Leczenie farmakologiczne w MEN 1

Lek (grupa lekow) Zespot kliniczny
1. inhibitory pompy protonowej
guz gastrynowy
2. diazoksyd
guz insulinowy
3. agoni$ci dopaminy guz prolaktynowy
4. analogi somatostatyny 1. objawy zwiazane z hipersekrecja nowotworow
neuroendokrynnych
2. dziatanie antyproliferacyjne w nowotworach
neuroendokrynnych
5. chemioterapia guzy neuroendokrynne trzustki
a.  streptozotocyna + @ 5-
fluorouracil
b. doxorubicyna + etopozyd
6. sutent, ewerolimus guzy neuroendokrynne trzustki

Badania kontrolne
Badania kontrolne sa istotnym elementem postgpowania diagnostycznego w MEN 1.

Znalezienie w DNA chorego mutacji markerowej dla rodziny dotknigtej MEN 1 pozwala wy-
kluczy¢ srednio ok. 50% krewnych z grupy ryzyka i ograniczy¢ liczne badania biochemiczne
(hormonalne) tylko do nosicieli mutacji. Dzigki badaniom kontrolnym wcze$niej rozpoznaje
si¢ poszczegdlne patologie sktadajace si¢ na MEN 1, co moze poprawi¢ efekty leczenia i tym
samym rokowanie.

Zespot MEN 1 ujawnia si¢ zwykle w 4-5 dekadzie zycia, wyjatkowo u dzieci. Pene-
tracja poszczegolnych patologii ro$nie z wiekiem. Czgsto$¢ poszczegdlnych patologiit MEN 1
w wieku 40 lat przedstawiono w Tab.5. Badania kontrolne rozpoczyna si¢ w 14-18 r.z. 1 wy-
konuje co rok. Przy stwierdzeniu nieprawidtowos$ci badania sa wykonywane czgsciej. Zakres
badan przedstawiono w Tab.6. Wsréd markeréw biochemicznych MEN 1 najistotniejsze
znaczenie ma oznaczanie poziomu Ca++, chromograninyA (CgA), polipeptydu trzustkowego
(PP) i prolaktyny (PRL). Poniewaz PNP jest najczgstsza patologia MEN 1 oznaczanie pozio-
mu Ca++ ma kardynalne znaczenie. Uzupetnieniem badan biochemicznych sa badania obra-

Z0we.
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Tab.5 Czgstos¢ wystgpowania poszczegdlnych patologii MEN 1 w wieku 40 lat (wg Brandi )

Patologia

Czestosé (w %)

Gruczolaki przytarczyc

Gastrinoma

Nieczynne guzy nadnerczy

Nieczynne guzy trzustki

Prolactinoma

Insulinoma

90
40
25
20
20

10

Tab. 6. Proponowane badani kontrolne u 0séb predysponowanych do wystapienia zespotu MEN1 (wg Thakkera).

Guz/narzad Wiek  rozpoczgcia | Badania biochemicz- | Badania obrazowe
skriningu ne co roku
przytarczyce 81z PTH, wapn -
guz gastrynowy 20 1z gastryna (+/- pH so- | -
ku zotadkowego)
guz insulinowy 51z glukoza i insulina na | -
€zCz0
inne guzy trzustki <101z chromogranina A, | MR< TK lub EUS co
polipeptyd trzustko- | rok
wy, glukagon, VIP
przysadka 51z prolaktyna , IGF-1 MR co 3 lata
nadnercza <101z nie wymagane dopo- | MR lub TK co roku
ki nie ma objawow | (razem z obrazowa-
Klinicznych czynno- | niem trzustki)
$ci hormonalnej lub
guz uwidoczniony w
nadnerczu ma>1cm
rakowiak pluca lub | 151z - TK lub MR co 1-2

grasicy

lata

Dla lekarza praktyka najistotniejsza jest odpowiedZ na dwa pytania: kiedy podejrze-

wa¢ MEN 1 i w jakich sytuacjach wykonywa¢ badania. Chorych, u ktorych mozna podejrze-

wac zespot MEN 1 mozna podzieli¢ na dwie grupy. Grupeg pierwsza stanowia chorzy, w ro-
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dzinie ktérych rozpoznano juz MEN 1, natomiast do drugiej grupy naleza chorzy, u ktorych
rozpoznano jedna z patologii, ktora moze by¢ potencjalnie elementem MEN 1. Ci chorzy
wymagaja statej obserwacji klinicznej i okresowej kontroli endokrynologicznej. Do tej grupy
chorych naleza pacjenci z PNP, guzami prolaktynowymi, gastrynowymi i insulinowymi.
Szczegolnie wnikliwej obserwacji wymagaja pacjenci, u ktorych patologie te ujawnily sig
wczesnie. Nalezy pamigtac, ze choroby zwiazane z MEN 1 rozwijaja si¢ powoli i zwlaszcza

na poczatku skapoobjawowo.

Rokowanie
Rokowanie w MEN 1 zalezy w duzej mierze od rodzaju i zaawansowania guza neuro-

endokrynnego przewodu pokarmowego. Chorzy z MEN 1 zyja przecigtnie ok. 50 lat, a zto-
sliwy guz trzustki jest najczestsza przyczyna zgonu w MEN 1. Dlatego tez leczenie MEN 1
powinno by¢ ukierunkowane na wczesnym wykryciu ztosliwego guza przewodu pokarmowe-
go. Nie ma jak dotad czutego markera nowotworowego w MEN 1. Kazdy guz przewodu po-

karmowego powinien by¢ traktowany jako potencjalnie ztosliwy i radykalnie leczony.
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Streszczenie

Guzy chromochlonne i przyzwojaki sa rzadkimi nowotworami wywodzacymi si¢ z
tkanki chromochtonnej rdzenia nadnerczy i wspoétczulnych lub przywspotczulnych zwojow
autonomicznego ukladu nerwowego. Maja zdolno$¢ do syntezy i wydzielania amin katecho-
lowych, powodujac nadci$nienie tetnicze, zaburzenia rytmu serca oraz w roéznym stopniu wy-
razone objawy wegetatywne. W okoto 40% rozwijaja si¢ na podstawie mutacji germinalnych
w jednym z 17 genow predysponujacych, co czyni je najbardziej uwarunkowanymi dzie-
dzicznie guzami u ludzi. Najlepiej poznany jest obraz kliniczny u chorych z mutacjami naj-
wczesniej wykrytych gendéw, uwazanych obecnie za geny klasyczne, odpowiedzialnych za
wystepowanie czterech zespoldw uwarunkowanych dziedzicznie: zespolu nerwiakowldknia-
kowatosci typu 1 (gen supresorowy NF1), zespotu von Hippel-Lindau (gen supresorowy
vHL), zespolu mnogich nowotwordéw endokrynnych typu 2 (protoonkogen RET) oraz zespotu
guza chromochtonnego i nerwiaka przyzwojowego z jego podtypami 1-5 (supresorowe geny
kodujace podjednostki dehydrogenazy bursztynianowej SDHXx). Guzy chromochionne i przy-
zwojaki wystepuja w nich jako jedyny element lub wspotwystepuja z innymi nowotworami
zto§liwymi lub zmianami tagodnymi. Mutacje genow klasycznych odpowiadaja za 25%
wszystkich postaci dziedzicznych guzéw chromochtonnych i1 przyzwojakow. Sposréd innych
gendw bioracych udzial w predyspozycji dziedzicznej nalezy wymieni¢ geny TMEM, MAX,
FH, KF1B, MDH2, MERTK, MET, EPAS1 EGLN1/PHD2. Obraz fenotypowy tych mutacji
nie jest doktadnie poznany ze wzgledu na niska czgstos¢ ich wystgpowania oraz stosunkowo
krotki czas obserwacji chorych, u ktérych wykryto te mutacje.

Geny predysponujace do guzéw chromochtonnych i przyzwojakéw mozna podzieli¢ na
dwie grupy, zaleznie od mechanizmu, w jaki ich mutacje prowadza do transformacji nowo-
tworowej: grupa genow indukujacych proliferacj¢ poprzez szlaki sygnatowe zalezne od hi-
poksji, do ktorej naleza geny vHL, PHD2, SDHx (SDHA-D), HIF2A/EPAS 1, MDH2, FH
oraz grupa gendow aktywujaca szlaki sygnalowe kinaz: MAX, NF1, TMEM 127, KIF1B,
MERTK, MET. Badanie DNA jest podstawowym badaniem u chorych z guzami chromo-
chtonnymi 1 przyzwojakami ale ze wzgledu na ograniczenia techniczne metod badawczych i
heterogenne tto rozwoju nowotworow konieczny jest wybdr gendéw badanych jako pierwsze i
ustalenie kolejnosci badania nastgpnych. Stuzy temu algorytm decyzyjny, w ktorym uwzgled-
niane sa wywiad osobniczy i rodzinny, badanie fizykalne, obecnos$¢ procesu ztosliwego, profil

biochemiczny guza oraz jego lokalizacja. Za guzem uwarunkowanym dziedzicznie przema-
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wiaja: mlody wiek ujawnienia, lokalizacja pozanadnerczowa, choroba ztosliwa i wieloogni-

skowos¢ guza.
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Summary

Pheochromocytomas/paraganglioma are very rare tumours originating from chromaffin
tissue in the adrenal medulla and/or autonomic nervous system ganglia. They are able to pro-
duce and secrete to blood catecholamines, causing hypertension and various vegetative symp-
toms. Pheochromocytoma/paraganglioma occurs with neurofibromatosis (NF), multiple endo-
crine neoplasia (MEN 1 and 2), von Hippel-Lindau (VHL), and familial paraganglioma syn-
dromes. They develop against a background of germinal mutations in one of 17 predisposing
genes, so the molecular grounds causing them are therefore highly heterogenic. The best dis-
covered and described mutations are those in the earliest discovered genes, which are nowa-
days considered classical genes, namely RET, VHL, SDHB, SDHD and NF1, leading to he-
reditary conditioned syndromes with quite a well-known clinical picture. Pheochromocytomas
/ paraganglioma appear in these syndromes as the only element, or coexisting with changes in
other organs, mainly with other cancers. Hereditary Pheochromocytoma can be either sporad-
ic or hereditary and about 30% of cases having a known gene mutation. Most cases of familial
pheochromkocytoma/paraganglioma are caused by mutations in the succinate dehydrogenase
(SDH) and its subunit genes (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, and SDHAF2). Hereditary tu-
mors are commonly seen young patients and are usually multiple and have an extra-adrenal

localization.
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1. Wstep

Guzy chromochtonne i1 przyzwojaki sa rzadkimi nowotworami wywodzacymi si¢ ze
struktur ektodermalnych - komorek chromochtonnych rdzenia nadnerczy oraz wspotczulnych
1 przywspotczulnych zwojow autonomicznego uktadu nerwowego. Czgsto$¢ ich wystgpowa-
nia w populacji ogélnej jest bardzo niska i oceniana na 1/100 000-1/300000 o0s6b, a w popu-
lacji pacjentow z nadcisnieniem tetniczym na 0,3-0,5%.

Przyzwojaki wspodtczulne, zlokalizowane zwykle podprzeponowo (przestrzen za-
otrzewnowa, miednica mala) i rzadko w $rodpiersiu, zaleznie od stopnia zré6znicowania moga
produkowac i wydziela¢ dopaming lub noradrenaling. Guzy chromochtonne, zaliczane do gu-
zO6w wspotczulnych, jako jedyne moga rowniez produkowac adrenaling, ze wzgledu na fakt,
iz tylko one, podobnie jak fizjologiczne komorki rdzenia nadnerczy, wykazuja ekspresjg en-
zymu n-metylotransferazy, przeksztatcajacej noradrenaling w adrenaling. Gtownym objawem
guzow wspotczulnych jest wige w réznym stopniu wyrazone nadcis$nienie tg¢tnicze, zaburzenia
kardiologiczne oraz objawy wegetatywne, ktorych ekspresja zalezy od profilu biochemiczne-
go guza.

Przyzwojaki przywspotczulne umiejscawiaja si¢ zwykle u podstawy czaszki, wzdtuz
przebiegu naczyn szyjnych (te zlokalizowane w miejscu podzialu naczyn szyjnych okreslane
sa jako guzy kigbka szyjnego - chemodectoma) lub w $rodpiersiu gornym. Nie wykazuja
czynnosci hormonalnej lub rzadko, w okoto 4% przypadkdéw, posiadaja poronna zdolnos$¢ do
produkcji i sekrecji dopaminy i jej metabolitu, 3-metoksytyraminy, ktora jest ich markerem
biochemicznym.

Uwaza sig, ze w okoto 40% przypadkow guzy chromochtonne i przyzwojaki rozwijaja
si¢ na podtozu mutacji germinalnych w jednym z 17 genéw predysponujacych, co oznacza, ze

sa najsilniej uwarunkowanymi dziedzicznie guzami u ludzi.

2. Geny predysponujace do guzéw chromochlonnych i przyzwojakow oraz obraz
fenotypowy ich mutacji
W latach 90-tych XX wieku oraz w pierwszej dekadzie wieku XXI opisano mutacje
germinalne w obrgbie siedmiu pierwszych genéw — NF1, vHL, RET, SDHA, SDHB, SDHC i
SDHD - uznanych obecnie za geny klasyczne. Prowadza one do rozwoju czterech charaktery-
stycznych zespotéw uwarunkowanych dziedzicznie, w ktorych guzy chromochtonne i przy-
zwojaki wystepuja jako jedyny element lub wspolwystgpuja z innymi nowotworami lub
zmianami tagodnymi. Naleza do nich zespo6l nerwiakowlokniakowatosci typu 1, zespot mno-

gich nowotworow uktadu wydzielania wewngtrznego typu 2, zesp6t von Hippel-Lindau oraz
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zespoty guza chromochtonnego i nerwiaka przyzwojowego 1-5. Lacznie odpowiadaja one za
okoto 25-30% wszystkich postaci dziedzicznych guza chromochtonnego i nerwiaka przyzwo-
jowego.

W opisanym najwcze$niej zespole NF1 guzy chromochtonne zlokalizowane w nad-
nerczach sa zwykle lagodne, jednostronne i czynne hormonalnie. Wydzielaja adrenaling oraz
noradrenaling i daja typowe objawy guza chromochtonnego: skokowo przebiegajace nadci-
$nienie tgtnicze z zaburzeniami rytmu serca, bolami glowy, potami i zblednigciem powtlok.
Pojawiaja si¢ zwykle okoto 40 roku zycia a wigc wtedy, gdy rozwingly si¢ juz inne cechy fe-
notypowe zespolu NF1. Nie jest konieczne wykonywanie badan przesiewowych w kierunku
guzdéw chromochtonnych u wszystkich nosicieli mutacji genu NF1, poniewaz pojawiaja si¢
one stosunkowo rzadko - u 0,5-5,7% wszystkich chorych. Dopiero w przypadku pojawienia
si¢ nadci$nienia t¢tniczego diagnostyka w tym kierunku staje si¢ celowa. Zespodt jest spowo-
dowany inaktywujacymi mutacjami supresorowego genu NF1, najdtuzszego genu zwiazanego
z predyspozycja dziedziczng do guzéw chromochtonnych, potozonego na chromosomie 17,
ztozonego z 57 eksonow. Koduje neurofibroming hamujaca aktywnos¢ szlakéw sygnatowych
zaleznych od RAS, bioracych udzial w kontroli proliferacji 1 réznicowania komodrkowego.
Zespot dziedziczy si¢ autosomalnie dominujaco. Guzy chromochtonne i przyzwojaki rozwija-
jace si¢ na tle tego zespotu stanowia okoto 3% wszystkich guzéw dziedzicznych.

Zespot von Hippel-Lindau, spowodowany jest inaktywujacymi mutacjami genu VHL,
potozonego na krotkim ramieniu chromosomu 3, sktadajacego sig z trzech eksonow i zaanga-
zowanego w ekspresje biatka HIF1 alfa, bioracego udzial w regulacji szlakéw sygnatowych
zaleznych od hipoksji. Guzy chromochtonne wystgpuja u 6-9% chorych z typem pierwszym
zespotu i u 40-59% chorych z typem drugim. Sredni wiek ich ujawnienia wynosi 30 lat ale
moga pojawiac si¢ juz w dziecifistwie, nawet ponizej 10 roku zycia. Sa czynne hormonalnie
ale pomimo lokalizacji nadnerczowej wydzielaja noradrenaling, ze wzgledu na brak w ich
komorkach aktywnego enzymu metylotransferazy, przeksztatcajacej noradrenaling w adrena-
ling. Ich gléwnym objawem jest wigc rdznie nasilone nadci$nienie tgtnicze oraz zaparcia.
Czgsto bywaja obustronne, w okoto 5% przypadkéw moga by¢ ztosliwe. Stanowia okoto 8%
wszystkich postaci uwarunkowanych dziedzicznie.

W zespotach mnogich nowotwordéw uktadu wydzielania wewngtrznego typu 2A 1 2B
(MEN2A 1 2B), spowodowanych aktywujacymi mutacjami protoonkogenu RET, guzy chro-
mochlonne, obok raka rdzeniastego tarczycy sa gtéwna sktadowa, cho¢ nie wszystkie mutacje
genu RET wiaza si¢ z jednakowym ryzkiem rozwoju guzéw chromochtonnych. Najczesciej,

w okoto 50%, wystepuja wsrod nosicieli najbardziej onkogennych mutacji, zlokalizowanych
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w kodonach 634 oraz 918. Umiejscowione w nadnerczach, w 50-80% obustronnie, poprze-
dzone sa etapem hiperplazji komoérek rdzenia nadnerczy. Produkuja gtownie adrenaling ze
wzgledu na nadekspresj¢ n-metylotransferazy i bardzo rzadko sa ztosliwe. Najczesciej ujaw-
niaja si¢ pomiedzy 30-40 rokiem zycia, cho¢ moga wystepowaé rowniez u os6b mtodszych,
szczegolnie w zespole MEN 2B. Rozpoznanie raka rdzeniastego tarczycy zwykle poprzedza
rozpoznanie guza chromochtonnego, ze wzgledu na silniejsza ekspresje fenotypowa, ale u V4
chorych rozpoznanie guza chromochionnego jest stawiane najpierw a u 35% chorych rowno-
czesnie z rakiem rdzeniastym tarczycy. Guzy chromochtonne w przebiegu zespolu mnogich
nowotworow uktadu wydzielania wewngtrznego stanowia okoto 6% wszystkich postaci uwa-
runkowanych dziedzicznie.

Zespoty guzow chromochtonnych i przyzwojakéw dziedzicza si¢ autosomalnie domi-
nujaco i spowodowane sg inaktywujacymi mutacjami genow kodujacych podjednostki de-
hydrogenazy bursztynianowej (SDH, succinate dehydrogenase), enzymu bioracego udziat w
cyklu Krebsa i w przenoszeniu elektronéw w tancuchu oddechowym. Sktada si¢ on z czte-
rech podjednostek (A-D), z ktorych podjednostka A i B buduja centrum aktywne enzymu a
podjednostki C i D przytwierdzaja enzym do btony mitochondrium. Powstata w wyniku inak-
tywujacych mutacji genéw SDHx mniejsza aktywno$¢ enzymatyczna tego kompleksu prowa-
dzi do nagromadzenia si¢ w komorce bursztynianu, co aktywuje szlaki proliferacji zaleznej od
hipoksji droga wtornej aktywacji HIF2A i prowadzi do transformacji nowotworowej. Z kom-
pleksem zwigzane sa jeszcze dwa bialka stabilizujace caty kompleks (SDHAF1 i SDHAF2), a
mutacje genow kodujacych te biatka sa odpowiedzialne za czg$¢ przypadkow zespotu. Feno-
typowo zespot cechuje si¢ wystgpowaniem mnogich, wzrastajacych synchronicznie lub meta-
chronicznie, nieczynnych hormonalnie przyzwojakow regionu glowy i szyi lub wspotczul-
nych, czynnych hormonalnie przyzwojakow przestrzeni zaotrzewnowej i miednicy mate;j.
Rzadko wystgpuja guzy chromochtonne. Opisuje si¢ wspolistniejace z zespotem guzy przy-
sadki, raki nerki lub guzy wywodzace sig¢ z podscieliska przewodu pokarmowego, bywaja ra-
ki brodawkowate tarczycy. Na podstawie badania DNA wyodrebnia si¢ 5 podtypow zespotow
guzow chromochtonnych i nerwiakoéw przyzwojowych:

PGL1 powstajacy na podtozu mutacji genu SDHD, stanowi 9% wszystkich uwarun-
kowanych dziedzicznie guzow chromochtonnych i przyzwojakow 1 cechuje si¢ wystepowa-
niem mnogich, tagodnych i1 przywspoétczulnych przyzwojakow regionu glowy i szyi. Widy-
wane sa jednak jednostronne jak i obustronne guzy chromochtonne oraz czynne hormonalnie
przyzwojaki przestrzeni zaotrzewnowej. Zespol moze ujawnia¢ si¢ juz u dzieci, Sredni wiek

wystapienia pierwszego przyzwojaka wynosi 28-31 lat. Podobnie jak pozostate zespoly PGL
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dziedziczy si¢ autosomalnie dominujaco, wystgpuje jednak zjawisko ,,maternal imprinting” —
choroba nie ujawnia si¢, gdy jest dziedziczona po linii matczynej.

PGL2 spowodowany inaktywujacymi mutacjami biatka SDHAF2 (succinate dehydro-
genase complex assembly factor),wiedzie do powstania tagodnych przyzwojakow regionu
glowy 1 szyi z §rednim wiekiem ujawnienia 33 lat, czasem wystepuja guzy chromochionne.
Mutacje genu SDHAF2 odpowiedzialne sa za okoto 1% wszystkich postaci dziedzicznych.

PGL3 spowodowany przez mutacje genu SDHC jest zwiazany z wystgpowaniem poO-
jedynczych przyzwojakow regionu glowy i szyi — tagodnych i nieczynnych hormonalnie a
sredni wiek ujawnienia zespotu wynosi okoto 38 lat. Wystgpuja u mniej niz 2% wszystkich
postaci dziedzcznych.

PGLA4 rozwija si¢ na podtozu mutacji genu SDHB 1 zostat opisany po raz pierwszy w
roku 2001. Zwiazany jest z wystegpowaniem guzoéw ztosliwych, z ktorych cz¢s¢ w wyniku od-
réznicowania utracila zdolno$¢ do syntezy hormonalnej lub wykazuje tylko czynno$¢ poronna
produkujac dopaming i jej metabolit — metoksytyraming. Dlatego ujawniaja si¢ zwykle, gdy
guz pierwotny lub jego przerzuty wywieraja juz efekt masy. Moga by¢ zlokalizowane w re-
gionie glowy 1 szyi lub wystgpowac jako ztosliwe guzy Srodpiersia, przestrzeni zaotrzewno-
wej, miednicy jak i guzy chromochtonne. Sredni wiek ujawnienia wynosi 25-30 lat, dotycza
wigc dzieci 1 os6b w mtodym wieku. Mutacje genu SDHB odpowiedzialne sa za wystgpowa-
nie okoto 50% wszystkich ztosliwych guzow chromochtonnych i przywojakow. Odpowiada
za 11% wszystkich postaci dziedzicznych.

PGL5 spowodowany jest mutacjami genu SDHA, wykrytego w 2010 roku. U homo-
zygot prowadzi do letalnego zespotu Leigh a u heterozygot ujawnia si¢ jako tagodne, czynne
hormonalnie guzy chromochionne. Wystgpuje u mniej niz 2% wszystkich postaci dziedzicz-
nych.

Zarowno dane molekularne dotyczace genow klasycznych (liczba i charakterystyka
wariantow patogennych mutacji), jak i ich obraz fenotypowy sa obecnie dos¢ dobrze scharak-
teryzowane przede wszystkim ze wzgledu na stosunkowo duza czgstos¢ ich wystgpowania
wsrdd chorych z guzami chromochtonnymi i przyzwojakami (facznie oceniona na 25-30%),
dane uzyskane z migdzynarodowych badan obejmujacych duze grupy chorych (co pozwala
przetamac¢ trudnosci epidemiologiczne zwiazane z niska czgsto$cia wystgpowania guzow
chromochtonnych i przyzwojakow w og6lnej populacji) oraz ze wzgledu na stosunkowo dtugi
czas gromadzenia tych danych.

W latach 2000-2016 zostaty wykryte kolejne geny, biorace udziat w predyspozycji

dziedzicznej do guzéw chromochtonnych/przyzwojakow, ich taczny udzial w czgstosci wy-
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stepowania PCGL wynosi okoto 10-15%, ale dane dotyczace zaleznosci genotyp-fenotyp po-
zostaja ciagle w sferze badan i w kolejnych latach zostana zapewne uzupetnione. Naleza do
nich:

Gen FH (fumarane hydratase) kodujacy hydrataze fumaranu, enzym przeksztalcajacy
kwas fumarowy w kwas malonowy w cyklu kwasoéw karboksylowych. Wykryty w 2005 roku,
poczatkowo opisano jego mutacje w zespole wrodzonych migéniakéw gtadkokomoérkowych
wspotistniejacych z rakiem nerki. Dopiero w 2014 roku po raz pierwszy opisano mutacje
germinalng FH u dziecka z przyzwojakiem, nastgpne doniesienia potwierdzaja mozliwa role
tego genu w guzach ztosliwych. Szacowana czgsto§¢ mutacji tego genu w populacji chorych z
guzami chromochtonnymi i przyzwojakami jest niska i wynosi okoto 1-2%.

Gen EPASI (endothelial pas domain protein 1) jest genem zaangazowanym w stabili-
zacje czynnika HIF2A a jego germinalne mutacje zostaty opisane u chorych z guzami chro-
mochlonnymi/przyzwojakami skojarzonymi z policytemia.

EGLN1/PHD?2 reguluja stabilno§¢ HIFIA i zwiazane z wystepowaniem guzow chro-
mochtonnych u chorych z policytemia.

Gen MDH2 (malate dehydrogenase 2), znany od 1992 roku, jest genem supresoro-
wym, zwigzanym z oksydacja malonianu w oksalooctan malonianu w cyklu Krebsa, a prote-
ina kodowana przez ten gen zlokalizowana jest w mitochondriach 1 moze odgrywac¢ kluczowa
rolg w koordynacji metabolizmu pomig¢dzy mitochondriami i cytozolem. W 2015 roku opisa-
no po raz pierwszy mutacj¢ germinalng MDH2 u chorego z mnogimi zto§liwymi przyzwoja-
kami oraz u cztonkow jego rodziny. Na podstawie do zgromadzonych tej pory danych uwaza
sig, ze mutacje MDH2 moga prowadzi¢ do zespotu podobnego w swym obrazie klinicznym
do zespolu guzéw chromochtonnych i przyzwojakow.

Gen TMEM 127 (transmembrane protein 127) jest genem supresorowym, a jego inak-
tywujace mutacje prowadza do hiperfosforylacji biatek zaleznych od mTOR. Nadmierna ak-
tywno$¢ tego szlaku sygnalowego zostata wykryta w wielu nowotworach. Mutacje TMEM
127 wystepuja u okoto 2% - 4% chorych z guzami chromochtonnymi i przyzwojakami.

Gen MAX (myc associated factor X) odgrywa kluczowa rol¢ w kontroli szlaku sygna-
towego MYC/MAX, zwiazanego z regulacja proliferacji komérkowej, réZznicowania i §mierci.
W duzym badaniu obejmujacym 1600 chorych z guzami chromochtonnymi i przyzwojakami
mutacje MAX znaleziono u 1,7% z nich. Moze by¢ zwiazany z wystapieniem choroby zto-
sliwej oraz guzé6w mnogich.

Gen KIF1B (kinesin family member 1B) — zaliczany do kinezyn, rodziny genéw od-

grywajacych role w transporcie energii i poprzez swoj supresorowy charakter, rowniez w in-
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dukcji apoptozy. Jego inaktywujace mutacje sa badane w rozwoju ré6znych nowotwordw, od
2008 roku rowniez w rozwoju guzéw chromochtonnych i przyzwojakow. W 2008 roku opisa-
No mutacje tego genu w rodzinach z guzami chromochtonnymi. Szacowana cz¢sto$¢ wyste-
powania wsrdd chorych z guzami chromochtonnymi i przyzwojakami jest oceniana na 1-4%.

Geny MERTK i MET wykryte w tym samym czasie sa zwigzane ze szlakiem sygnato-

wym Kinaz i opisane u pojedynczych chorych z guzami chromochtonnymi i przyzwojakami.

3. Szlaki sygnalowe uwiklane w rozwaéj guzéw chromochlonnych i przyzwojakow

Badania molekularne pozwolily podzieli¢ geny predysponujace do guzéw chromochtonnych i
przyzwojakéw na dwie grupy, zaleznie od mechanizmu, w jaki ich mutacje prowadza do
transformacji nowotworowej:

* Grupa gendw indukujacych proliferacj¢ poprzez szlaki sygnatowe zalezne od hipoksji.
Ich mutacje wioda do uszkodzenia biatek bioracych udziat w detekcji tlenu w komor-
ce, co stwarza stan pseudohipoksji z nastepczym uposledzeniem produkcji energii, na-
gromadzeniem onkometabolitow i aktywacja szlakow sygnatowych zaleznych od
HIF1 alfa — EPO, VEGF, GLUT1 i P21 ras, co prowadzi do zaburzenia wzrostu ko-
morki, jej proliferacji i rozwoju guza. Nowotwory, ktore rozwijaja si¢ na podtozu mu-
tacji tych gendéw sa zwykle dobrze unaczynione oraz wykazuja nadekspresj¢ VEGF i
ich receptorow. Naleza tu geny vHL, PHD2, SDHx (SDHA-D), HIF2A/EPAS 1,
MDH?2 oraz FH.

* Grupa gendéw aktywujaca szlaki sygnatowe kinaz, takie jak PI3Kinaza/AKT,
RAS/RAF/ERK lub szlak mTOR wiodac do wzrostu, nieprawidlowej proliferacji 1
wydtuzonego czasu przezycia. Choroba pojawia si¢ w wyniku aktywujacych mutacji
genu RET oraz inaktywujacych mutacji genow MAX, NF1, TMEM 127, KIF1B,
MERTK, MET.

4. Rola badan DNA u chorych z guzami chromochlonnymi i przyzwojakami.

Biorac pod uwage wysoka czgstos¢ wystgpowania postaci dziedzicznych wsrdd chorych z gu-
zami chromochtonnymi 1 przyzwojakami w kazdym przypadku konieczne rozwazenie jest
diagnostyki DNA. U nosiciela mutacji pozwala ona na oceng ryzyka choroby wieloognisko-
wej lub ztosliwej, na oszacowanie spodziewanej lokalizacji nowych zmian a takze na oceng
ryzyka wystapienia zmian chorobowych w innych narzadach, wspolwystepujacych z guzami
chromochlonnymi 1 przyzwojakami w zespotach uwarunkowanych dziedzicznie. Mozliwe
staje si¢ wigc objecie chorego ukierunkowanym monitorowaniem biochemicznym, radiolo-

gicznym i funkcjonalnym, ktérego intensywnos¢ i zakres zalezy od typu mutacji. U chorych z
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dziedzicznie uwarunkowanymi guzami nadnerczy wynik badania DNA pozwala rowniez ra-
cjonalnie planowac zakres leczenia operacyjnego. I tak wérdd nosicieli mutacji RET 1 vHL, u
ktorych istnieje duze ryzyko pojawienia si¢ w ciggu zycia nowych tagodnych zmian w drugim
nadnerczu, obecnie standardem staty si¢ operacje oszczedzajace korg nadnerczy, dla zapobie-
zeniu rozwojowi jej niewydolno$ci. Z kolei u nosicieli mutacji genéw SDHB, FH lub MAX,
gdzie istnieje duze ryzyko choroby zlosliwej, celowe sa operacje radykalne, w razie potrzeby
uzupehlione o limfadenektomig¢. U tych chorych istnieje réwniez konieczno$¢ starannej
przedoperacyjnej diagnostyki radiologicznej i funkcjonalnej dla wykluczenia rozsiewu choro-
by. Badania DNA u cztonkéw rodziny chorego pozwalaja na wezesne wykrycie choroby 1 jej
skuteczne leczenie wsérdd nosicieli mutacji lub na uwolnienie od stygmatu choroby u 0sob
wolnych od mutacji.

5. Czynniki wskazujace na predyspozycje¢ dziedziczng do guzéw chromochlonnych i

przyzwojakow.

Rozpoznanie postaci uwarunkowanych dziedzicznie w czgsci przypadkodw pozwalaja posta-
wi¢ starannie przeprowadzony wywiad rodzinny oraz osobniczy (dotyczacy zard6wno guzow
chromochtonnych/przyzwojakow jak i schorzen syndromicznych) a takze badanie fizykalne
(rozpoznanie uliczne w zespole NF1 oraz MEN 2B). Silnie wskazuja na uwarunkowania
dziedziczne zmiany z zaj¢ciem obu nadnerczy, mnogie, ztosliwe oraz ujawniajace si¢ u 0sob
mtodych. Wsrod chorych z pojedynczymi guzami ograniczonymi do nadnerczy, bez choroby
ztosliwej, bez innych schorzen syndromicznych i bez dodatniego wywiadu rodzinnego czg-
sto$¢ postaci dziedzicznych oceniono jedynie na 11,6%.

6. Algorytm decyzyjny badan DNA.

W wielu laboratoriach badania DNA przeprowadza si¢ obecnie przy pomocy czasochlonnej
metody sekwencjonowania Sangera, ktora wymaga osobnego badania wszystkich eksonow
wchodzacych w sktad badanego genu. Metody sekwencjonowania nowej generacji (NGS),
ktére pozwalaja omina¢ t¢ trudno$¢ i ktore w przyszlosci pozwola zapewne na szybkie i tanie
badanie DNA z zastosowaniem paneli genowych, nie sa jeszcze ogdlnie dostgpne, nastr¢czaja
zreszta szereg trudnoSci interpretacyjnych i wymagaja duzego doswiadczenia. Dlatego,
uwzgledniajac duza liczbe genow bioracych udziat w predyspozycji dziedzicznej do guzéow
chromochlonnych i przyzwojakow, konieczny jest pewien wybor tych genow, ktore sa bada-
ne jako pierwsze oraz ustalenie dalszej kolejnosci badania, w razie uzyskania wyniku ujem-
nego. Wybdr ten, oparty o oceng ryzyka wystapienia mutacji, dokonywany jest kazdorazowo

na podstawie indywidualnych danych chorego uzyskanych z wywiadu i obrazu klinicznego.
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Europejsko-amerykanskie rekomendacje dotyczace chorych z guzami chromochton-
nymi i przyzwojakami, ktore ukazaty si¢ w 2014 roku, zaproponowaly algorytm decyzyjny (
jego zmodyfikowana wersj¢ przedstawiono na rycinie 1), w ktorym wyboru dokonuje si¢ na
podstawie nastepujacych danych:

- Dodatni wywiad osobniczy i rodzinny w kierunku zespotu uwarunkowanego dzie-
dzicznie - determinuje badanie konkretnego genu

- W przypadku choroby ztosliwej badanie DNA rozpoczyna si¢ od badania genu SDHB,
ktorego mutacje sa uznanym czynnikiem ryzyka jej rozwoju i ztego rokowania u chorych z
obecnoscia przerzutow. Ocenia sig, ze mutacje SDHB leza u podtoza choroby ztosliwej u 30-
36% chorych a ryzyko rozwoju guza ztosliwego u nosicieli mutacji ocenia si¢ na 17%. Dopie-
ro w razie ujemnego wyniku badania SDHB ocenia si¢ inne geny.

- U chorych po leczeniu operacyjnym guza chromochtonnego lub przyzwojaka jednym
z elementéw badania histopatologicznego powinno by¢ badanie immunohistochemiczne w
kierunku biatka SDHB. Brak jego ekspresji jest przede wszystkim konsekwencja inaktywuja-
cych mutacji genu SDHB, ale moze wystgpowac rowniez u chorych z mutacjami genow
SDHA oraz C-D. Gdy brak jest cech zto§liwosci guza (ktéra determinuje wybor SDHB jako
pierwszego genu do badania) w pierwszej kolejnosci rozpoczyna si¢ diagnostyke DNA wia-

$nie od nich. (Rycina 1).

Rozpoznanie
PPGL
Ohjawy zespobu
UWarunkowanego Badanie ukierunkowan
pritdighedl an rum & na wybrany gen
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Lndlery et of, MEM, 2004

Ryc. 1. Algorytm decyzyjny badan DNA u chorych z guzami chromochtonnymi i przyzwojakami.
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- Profil biochemiczny guza - stwierdzono zalezno$¢ pomigdzy typem mutacji prowa-
dzacej do choroby a ekspresja enzymow bioracych udziat w syntezie i metabolizmie amin ka-
techolowych, dlatego badanie dobowego wydalania frakcjonowanych metabolitow amin ka-
techolowych z moczem (metoksykatecholamin) lub ich badanie w surowicy krwi jest podsta-
wowym badaniem przedoperacyjnym u chorych z podejrzeniem guza chromochtonnego i
przyzwojaka. I tak guzy chromochtonne w zespotach MEN2A i MEN2B i u nosicieli mutacji
TMEM 127 wykazuja nadekspresje n-metylotransferazy i produkuja prawie wylacznie adre-
naling, guzy chromochtonne w zespole NF1 1 u nosicieli mutacji MAX maja zdolno$¢ do se-
krecji zarowno adrenaliny jak i noradrenaliny, u chorych z zespolem vHL guzy zlokalizowane
w nadnerczach produkuja wylacznie noradrenaling. U chorych z mutacja genu SDHB, ktora
predysponuje do choroby ztosliwej, guzy, ze wzgledu na swoje odréznicowanie, sa nieczyn-
ne hormonalnie lub produkuja jedynie dopaming. Podobny profil biochemiczny wystgpuje u
chorych z przyzwojakami przywspotczulnymi regionu glowy i szyi, cho¢ tutaj nie wynika z
odroznicowania guza a z innego, przywspoiczulnego pochodzenia. Zalezno$¢ pomigdzy profi-

lem biochemicznym guza a jego lokalizacja i zr6znicowaniem przedstawia rycina 2.
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l Hydroksylaza tyrazyny

DOPA

ld-m.mpm
. COMT MAD
Dopamina —— 3 metoksytyramina —» Kwas

homowanilinowy
l Hydroksylaza dopaminy

Noradrenalina 2. metoksyNA

melylotrancsleraza Kwas

Adrenalina metoksyA 7" wanilinomigdatowy

eznb eiuemosiuzosz uardoys

Rdzen nadnerczy

Ryc. 2. Metabolizm amin katecholowych oraz zalezno$¢ pomigdzy profilem biochemicznym guza, jego lokali-
zacja i stopniem zroéznicowania.
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Neurony wspotczulne autonomicznego uktadu nerwowego maja zdolnos¢ do syntezy dopa-
miny i noradrenaliny, podczas gdy komorki rdzenia nadnerczy ze wzgledu na obecnos¢ n-
metylotransferazy maja réwniez zdolno$¢ do syntezy adrenaliny. Takie same wtasciwosci bio-
chemiczne maja wysokodojrzate guzy wywodzace si¢ z komoérek progenitorowych autono-
micznego uktadu nerwowego (przyzwojaki) lub guzy chromochtonne. Stopief zroznicowania
guza, ktory zalezy od mutacji germinalnej, lezacej u podtoza jego rozwoju lub od mutacji so-
matycznych moze zmienia¢ wiasciwosci biochemiczne guza, poprzez zmniejszenie lub brak

aktywnos$ci enzymow bioracych udzial w metabolizmie amin katecholowych.

Lokalizacja guza — uwaza sig, ze guzy polozone pozanadnerczowo czterokrotnie czegsciej
rozwijaja si¢ na podtozu predyspozycji dziedzicznej anizeli guzy chromochtonne, zwykle na
podlozu mutacji genow SDHXx. I tak guzy regionu gtowy i szyi z dodatnim wywiadem rodzin-
nym rozwijaja si¢ u nosicieli mutacji genu SDHD a nosiciele mutacji SDHB maja zwykle po-
jedyncze zmiany pozanadnerczowe bez dodatniego wywiadu rodzinnego. Guzy zlokalizowa-
ne w nadnerczach, szczegdlnie rozpoznane po 45 roku zycia moga by¢ guzami sporadyczny-
mi, jednak u 0s6b mtodych wymagaja wykluczenia mutacji w genach RET, vHL, TMEM 127
I MAX.

Pamigtaj

1. Guzy chromochionne i przyzwojaki sa guzami czynnymi hormonalnie i nie leczone
moga stanowi¢ zagrozenie dla zycia ze wzgledu na ostre powiktania ze strony uktadu
krazenia.

2. Wymagaja pilnej diagnostyki biochemicznej, radiologicznej i w niektorych przypad-
kach funkcjonalnej a potem leczenia operacyjnego po przygotowaniu farmakologicz-
nym. W przypadku guzoéw nieoperacyjnych lub/i zto§liwych stosowana jest terapia
izotopowa — 131-MIBG lub leczenie znakowanymi izotopowo analogami somatosta-
tyny. W nisko zrdéznicowanych 1 progresywnych nowotworach moze by¢ stosowana
chemioterapia. W zespotach uwarunkowanych dziedzicznie, kiedy istnieje koniecz-
no$¢ przeprowadzenia operacji guza chromochtonnego i innego nowotworu (np. raka
rdzeniastego tarczycy w zespole MEN 2 lub raka nerki w zespole vHL) operacje¢ guza
chromochtonnego zawsze przeprowadza si¢ jako pierwsza.

3. Wysoka czgsto$¢ postaci uwarunkowanych dziedzicznie u chorych z guzami chromo-
chlonnymi/przyzwojakami naktada na lekarza leczacego obowiazek przeprowadzenia

diagnostyki rdznicowej pomigdzy postaciami sporadycznymi a uwarunkowanymi
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10.

dziedzicznie, obejmujacej dane z wywiadu osobniczego i rodzinnego, badanie fizykal-
ne oraz diagnostyk¢ DNA. Wybor i kolejno$¢ genow badanych zalezy od lokalizacji
guza, profilu biochemicznego guza oraz jego ztosliwosci.

4. Badanie DNA u nosicieli mutacji (lub stwierdzenie guza sporadycznego) pozwala na
racjonalne zaplanowanie sposobu leczenia i monitorowania chorego oraz pozwala na
oceng nosicielstwa mutacji u cztonkéw jego rodziny.

5. Diagnostyke DNA guzow chromochtonnych i przyzwojakéw przeprowadza si¢ w Za-
ktadzie Medycyny Nuklearnej 1 Endokrynologii Onkologicznej Centrum Onkologii w
Gliwicach, ul Wybrzeze Armii Krajowej 15 (sekretariat tel.: 32 278 93 01, Laborato-
rium:32 278 97 20)
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Choroba von Hippel-Lindau

Von Hippel-Lindau disease
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Streszczenie

Choroba von Hippel-Lindau (VHL) jest zespotem zwigkszonej genetycznej predyspo-
zycji do nowotworow wykazujacym rodowodowe cechy dziedziczenia autosomalnego domi-
nujacego. Schorzenie jest wywolane mutacjami germinalnymi genu VHL. Czgstos¢ wystepo-
wania choroby ocenia si¢ na 1/36 000 osob. Szacuje si¢, ze w Polsce zyje okoto 1000 pacjen-
tow z choroba VHL. Nosiciele mutacji genu VHL obarczeni sa ryzykiem wyst¢powania roz-
nych nowotwordéw. Do istotnych z klinicznego punktu widzenia oraz charakterystycznych dla
schorzenia zmian narzadowych zaliczamy: naczyniaki zarodkowe (hemangioblastoma)
mozdzku i rdzenia kreggowego (OUN-HB), naczyniaki zarodkowe siatkowki (R-HB), raka ja-
snokomorkowego nerki (CC-RCC), guzy chromochtonne nadnerczy (pheochromocytoma),
guzy neuroendokrynne (PNET) oraz guzy worka endolimfatycznego (ELST). Zmiany takie
jak torbiele i torbielakogruczolaki (cystadenoma) nerek, trzustki, najadrza i wigzadla szero-
kiego macicy, rowniez czgsto wystepuja w przebiegu VHL, lecz zwykle sa bezobjawowe i nie
stanowia znaczacego problemu klinicznego (1). Nowotwory u pacjentow z choroba VHL,
rozwijaja si¢ wieloogniskowo, obustronnie oraz w mlodym wieku. Rozpoznanie choroby
VHL stawia si¢ w oparciu o kryteria rodowodowo-kliniczne i/lub analiz¢ nosicielstwa mutacji
genu VHL. Opieka nad rodzinami z VHL polega na zastosowaniu programu badan profilak-
tyczno-diagnostycznych u oséb z grupy ryzyka, ktory ma na celu wczesne wykrywanie
1 leczenie zmian nowotworowych. Ma to kluczowe znaczenie kliniczne, dlatego tez wszystkie
przypadki ze zmianami narzadowymi charakterystycznymi dla VHL, rowniez te, ktore nie
spetniaja klinicznych kryteriow rozpoznania VHL, powinny by¢ poddane konsultacji gene-
tycznej. Od 1997 roku istnieje Polski Rejestr VHL przy Migdzynarodowym Os$rodku Nowo-
tworow Dziedzicznych w Szczecinie. W ramach Rejestru prowadzona jest analiza molekular-

na mutacji genu VHL, badania profilaktyczno-diagnostyczne oraz leczenie pacjentow z VHL.

Stowa kluczowe: VHL
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Summary

Von Hippel-Lindau (VHL) disease is a rare autosomal dominant disorder. It occurs
with a frequency 1/36 000 live births. We estimate that there are approximately 1000 VHL
patients in Poland. VHL disease is caused by germline mutations in the VHL tumour suppres-
sor gene. Carriers of germline mutations in VHL gene develop hemangioblastomas of the cen-
tral nervous system and retina, renal cell carcinomas and pheochromocytomas, islet cell tu-
mours of the pancreas, endolymphatic sac tumours, cysts and cystadenoma in the kidney,
pancreas, epididymis and broad ligament. Tumors in VHL patients are often multifocal, bilat-
eral and of early onset. The diagnosis of VHL is based on clinical criteria and analysis of mu-
tations in the VHL gene. The management with VHL individuals involves clinical screening
according to carefully planned surveillance schedule and early treatment of VHL tumours.
The appropriate management may reduce morbidity and mortality. VHL gene testing and
clinical evaluation should be performed, and family history should be obtained in all patients
affected by VHL-associated lesions, also those with apparently sporadic tumours. In 1997, we
established the Polish VHL Registry at the International Hereditary Cancer Center in Szcze-
cin. The Registry provides appropriate management of patients affected with VHL disease in
the Polish population, including DNA testing, surveillance and early treatment of VHL indi-

viduals.

Key words: VHL
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MUTACJE GERMINALNE GENU VHL

Za rozw6] VHL odpowiedzialne sa mutacje konstytucyjne genu supresorowego VHL
zlokalizowanego na kréotkim ramieniu chromosomu 3p25-26 (2). Sekwencja kodujaca genu
zawarta w 3 eksonach koduje biatko o dtugosci 213 aminokwasow. U wigkszosci osob z VHL
mutacja konstytucyjna genu VHL jest dziedziczona od dotknigtego choroba rodzica.
U ok. 20% przypadkoéw choroba rozwija si¢ w nastgpstwie nowej mutacji (mutacje de novo),
a wywiad rodzinny odno$nie wystgpowania choroby VHL w tych przypadkach jest ujemny.
Rzadko (<1%) mutacja de novo rozwija si¢ na etapie rozwoju zarodka i wowczas wystepuje
jedynie w niektorych komorkach organizmu, a jej nosiciela nazywa si¢ mozaika (3).

Okoto 2/3 mutacji genu VHL stanowia mate zmiany wystepujace wewnatrz eksonow:
substytucje pojedynczych zasad, mate delecje i mate insercje. Duze delecje wykrywa si¢
u blisko 1/3 pacjentéw z VHL. Za pomoca sekwencjonowania regionu kodujacego potaczo-
nego z analiza duzych delecji iloSciowa technika Southerna, mutacje germinalne VHL stwier-
dza si¢ u blisko 100% rodzin z choroba VHL (4). W naszym O$rodku wykonujemy analizy
(sekwencjonowanie, ,,long-range PCR” oraz ,,multiplex PCR”) umozliwiajace identyfikacj¢
wszystkich typéw mutacji genu VHL. Dotychczas wykryliSmy mutacje germinalne genu VHL
w 34 polskich rodzinach dotknigtych choroba: w tym duze delecje czgsci lub calego genu
VHL u 13/34 rodzin, a mate mutacje wewnatrzgenowe u 21/34 niespokrewnionych polskich
rodzin z VHL (5-7). Analiza genu VHL jest rutynowo przeprowadzana u pacjentow z choroba
VHL rozpoznang definitywnie oraz u osob z podejrzeniem choroby VHL. Szczegodlne zna-
czenie nalezy przypisa¢ badaniu DNA w przypadkach podejrzanych o VHL, lecz niespetnia-
jacych klinicznych kryteriow VHL. W takich trudnych diagnostycznie przypadkach wynik

badania molekularnego czg¢sto przesadza o rozpoznaniu.

PODZIAL KLINICZNY VHL

Zaobserwowano, ze rodziny z choroba VHL r6znig si¢ pod wzgledem manifestacji na-
rzadowych choroby, co zalezy od charakteru uszkodzenia genu VHL. W pewnych rodzinach
(okoto 90% ogotu rodzin z VHL) wystgpuja naczyniaki zarodkowe osrodkowego uktadu ner-
wowego i siatkowki, rak nerki, lecz nie stwierdza si¢ wystgpowania pheochromocytoma. Ro-
dziny, w ktorych nie wystepuje pheochromocytoma okresla si¢ jako VHL typu 1. W okoto
10% rodzin stwierdza si¢ zmiany w obrgbie siatkowki, uktadu nerwowego, nerek oraz dodat-
kowo wystgpowanie guza nadnerczy. Rodziny, w ktorych wystgpuje pheochromocytoma
okresla sig¢ jako VHL typu 2 i dzieli si¢ na 3 podtypy w zaleznosci od czgstosci wystgpowania
raka nerki: typ 2A - niewielkie ryzyko raka nerki, typ 2B - czgste wystgpowanie raka nerki.
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Rzadko stwierdza si¢ przypadki, w ktorych obserwuje si¢ rodzinne wystgpowanie pheochro-
mocytoma, bez innych manifestacji narzadowych VHL. Takie przypadki okreslane sa jako
VHL typu 2C.

Analiza genu VHL ujawnita, ze prawie wszystkie przypadki choroby VHL typu
2 wywotane sa poprzez niewielkie uszkodzenie genu VHL (uszkodzenie pojedynczych nukle-
otydéw w DNA powodujace zaburzenie jednego aminokwasu w biatku VHL, ktore sa okre-
slane mianem mutacji typu ,,missense’), a wigkszos$¢ pacjentoéw z VHL typu 1 posiada rozle-
gle uszkodzenie genu VHL (0 charakterze delecji lub insercji) (8).

Podziat kliniczny choroby VHL jest niezwykle istotny z praktycznego punktu widze-
nia, gdyz czlonkowie rodzin typu 2 obciazeni sa znacznym ryzykiem guza nadnerczy
i powinni by¢ bardzo starannie badani w kierunku wystgpowania pheochromocytoma, bo-

wiem guz nadnerczy jest czgsto pierwszym objawem choroby u tych pacjentow (8).

KLINICZNE KRYTERIA ROZPOZNANIA VHL
Rozpoznanie choroby VHL stawiane jest na podstawie spetnienia nastgpujacych kryte-
riow rodowodowo-klinicznych:

1) u cztonka rodziny obcigzonej choroba VHL, u ktérego wystgpuje co najmniej jedna ze
zmian typu R-HB, OUN-HB, pheochromocytoma, mnogie torbiele nerek lub trzustki,
brodawczak najadrza, CC-RCC,;

2) u osoby z negatywnym wywiadem rodzinnym w przypadku stwierdzenia 2 lub wigcej
zmian charakterystycznych dla VHL (co najmniej dwa guzy typu OUN-HB lub R-HB,
lub pojedynczy haemangioblastoma w potaczeniu ze zmiang trzewna charakterystycz-
na dla VHL (9, 10).

CHARAKTERYSTYKA ZMIAN NARZADOWYCH

Nowotwory zwiazane z VHL w odréznieniu od niedziedzicznych czgsto rozwijaja sig
obustronnie, wieloogniskowo oraz w mtodszym wieku. Okoto 67% pacjentow z VHL rozwija
co najmniej jedna charakterystyczna zmiang narzadowa przed 30 rokiem zycia, a az 99%
pacjentow w wieku 65 lat. Choroba moze ujawnia¢ si¢ wystegpowaniem zmian w jednym lub
kilku narzadach (tabela 1). Pierwsza rozpoznawana zmiana jest: haemangioblastoma osrod-
kowego uktadu nerwowego lub siatkowki u okoto 85% pacjentow, rak nerki u okoto 10%
chorych oraz guz chromochtonny nadnerczy u okoto 5% pacjentow (10).

Nowotworami najwczesniej stwierdzanymi w przebiegu choroby sa naczyniaki zarod-

kowe siatkowki. Nieleczone guzy siatkowki prowadza najczesciej do postepujacego uposle-
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dzenia wzroku. Zaleca si¢ leczenie bezobjawowych naczyniakow za pomoca laseroterapii lub
kriokoagulacji (11).

Naczyniaki zarodkowe OUN w przebiegu VHL moga wystepowaé¢ w kazdej czesci
OUN, cho¢ najczesciej, w ok. 75% przypadkow, lokalizuja si¢ w mozdzku. W poczatkowej
fazie rozwoju guzy te sa bezobjawowe. Objawy zaleza od lokalizacji guza, jego wielkosci,
a takze ewentualnych zwyzek cisnienia srédczaszkowego. W przypadku lokalizacji m6zdz-
kowej najczesciej pojawiaja sie bole i/lub zawroty glowy, nudnosci i wymioty, zaburzenia
chodu, splatana mowa, oczoplas i inne objawy mozdzkowe oraz dysmetria i porazenie n. IX.
Objawy moga pojawia¢ si¢ nagle po stosunkowo niewielkim urazie gtowy lub kregostupa.
W wyniku produkcji erytropoetyny przez guz moze wystgpowaé czerwienica. Jest to wazny
wskaznik, poniewaz ponowne pojawienie si¢ poliglobulii po leczeniu operacyjnym moze
wskazywacé na wznowe.

W haemangioblastoma rdzenia przedtuzonego gtowne objawy to béle gtowy, nudno-
ci i wymioty, ataksja, ubytki w zakresie czucia i motoryki, zaburzenia potykania i oddycha-

nia, nadmierne $linienie.

Tab. 1. Wystepowanie poszczegdlnych rodzajow zmian narzadowych u pacjentéw z VHL oraz prawdopodo-
bienstwo wystgpowania choroby VHL wsrod ogotu osob, u ktorych stwierdzono jedng ze zmian charaktery-
stycznych dla tej choroby (wartosci przyblizone) (1)

o'aRv)v/izélkiZ si o'?v)\:ize{lkig si Sredni Najwcze- Prawdopodobien-
Rodzaj POJ 1| pojawt < : $niejszy | Sstwo choroby VHL
mian zmiany u 0sob zmiany wiek wiek tr6d 0oty pacien-
y z VHL u os6b z VHL | rozpoznania f0zboznania “t’?ro cégo pagje
w wieku 30 lat | w wieku 60 lat P OW z dana zmiang
Guz moézdzku
OUN-HB 44% 84% 30 lat 11 lat 20%
Guz rdzenia
80%
<1 roku zy-
R-HB 38% 70% 25 lat ) 85%
cia
CC-RCC 5% 69% 37-44 lat 15 lat <1%
VHL typu 2 VHL typu 2
7%
Pheochro- 40% 65%
” VHL tvou 1 VHL tvou 1 20-27 lat 8 lat
mocytoma u u
yP 7P (23% Niemcy)
0% 0%
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Torbiele lub

guzy lite | 41 lat 15 lat ?
trzustki
ELST ? ? blisko 100%
Brodawczaki )

' ? 17 lat blisko 100%
najadrza

Objawy mogace sugerowac¢ wystepowanie haemangioblastoma rdzenia krggowego sa
bardzo niespecyficzne. Moga to by¢ bole, niedowtady, zaniki mig$niowe, zaburzenia czucia
powierzchniowego i/lub glebokiego. Zarowno w obrgbie rdzenia kregowego jak i przedtuzo-
nego moze wystgpowac jamisto$¢ rdzenia (syringomyelia). Guzy OUN bezobjawowe wyma-
gaja monitorowania, natomiast zmiany powodujace objawy neurologiczne usuwa si¢ za po-
moca zabiegéw neurochirurgicznych (1).

Torbiele nerek, czgste w przebiegu VHL, nie powoduja dolegliwosci. CC-RCC zwy-
kle rozwija si¢ w obrgbie torbieli. Objawy, przebieg kliniczny 1 powiktania CC-RCC sa w za-
sadzie podobne jak w sporadycznych przypadkach raka nerki. Rak nerki w przebiegu VHL
wystepuje jednak okoto 20 lat wczesdniej, wystepuje obustronnie i wieloogniskowo. Poniewaz
przerzuty CC-RCC w przebiegu choroby VHL pojawiaja si¢ stosunkowo pdzno, zmiany tor-
bielowato-lite nalezy obserwowa¢ i usuwa¢ dopiero, gdy osiagna wielko$¢ powyzej 3 cm.
Zaleca sig zabieg oszczedzajacy nerke¢ — ,,nephronsparing burgery” (12, 13).

Wigkszos¢ zmian w trzustce ma charakter bezobjawowych pojedynczych lub czgsciej
mnogich torbieli. Guzy lite w obrgbie tego narzadu wystgpuja rzadziej, a wérdd nich dominu-
ja guzy neuroendokrynne (PNET) tzw. wyspiaki trzustki (14).

Worek 1 przewodd endolimfatyczny sa ektodermalnymi wypustkami czgs$ci btoniastej
labiryntu ucha wewnetrznego. Guzy worka endolimfatycznego (ELST; endolymphatic sac
tumor) wzrastajac niszcza struktury ucha wewnetrznego i w nastgpstwie powoduja réznego
stopnia uposledzenie stuchu. Nowotwory ELST wykrywane sa u okoto 10% pacjentéw
z VHL. Leczeniem z wyboru jest operacyjne usunigcie guza (15).

Czgste u mezezyzn z VHL sa brodawczaki najadrza (1). Zmiany te nie wymagaja le-
czenia.

Guz chromochtonny zwykle rozwija si¢ w jednym lub obu nadnerczach, lecz moze
lokalizowa¢ si¢ wzdluz catego pnia wspotczulnego w obregbie jamy brzusznej, klatki piersio-
wej, szyi 1 glowy. W VHL pheochromocytoma ztosliwieje wyjatkowo rzadko. Pheochromo-

cytoma moze powodowaé okresowe lub utrwalone nadci$nienie. Do innych objawow naleza
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napady potéw, boléw glowy, niepokoju, kotatania serca, nudnosci, béle brzucha, hipotonia
ortostatyczna, hiperglikemia. W rzadkich przypadkach komoérki guza chromochtonnego wy-
dzielaja dopaming mogaca by¢ powodem hipotonii oraz ACTH dajac obraz zespotu Cushinga.
Objawy, czgsto bardzo gwattowne, moga by¢ wywotane przez badanie palpacyjne jamy
brzusznej, zmiang pozycji pacjenta, srodki znieczulajace, beta-blokery. Czgsto pheochromo-
cytoma nie wywoluje zadnych dolegliwosci. Leczenie objawowych i/lub czynnych hormonal-
nie guzéw jest operacyjne. Optymalnym zabiegiem jest ,,tumorektomia” (adrenal sparing sur-
gery). W niektorych osrodkach wykonuje si¢ leczenie laparoskopowe. Mate, hormonalnie
nieczynne guzy mozna obserwowac. Wlasciwe postgpowanie obejmuje alfa-adrenergiczna
blokad¢ przed operacja, nawet, jesli u pacjenta nie stwierdzono nadci$nienia. Diagnostyka
kliniczna pheochromocytoma obejmuje pomiar wydalania amin katecholowych z moczem,
badanie obrazowe KT lub MRI nadnerczy, opcjonalnie scyntygrafi¢ nadnerczy z MIBG.
W przypadku braku zmian patologicznych w nadnerczach nalezy pamigta¢ o mozliwym
umiejscowieniu pozanadnerczowym guza chromochtonnego. Okoto 5% pacjentow z VHL
umiera z powodu przelomu nadnerczowego. Dlatego przed kazdym zabiegiem operacyjnym

osoby z VHL nalezy wykluczy¢ obecnos¢ guza nadnerczy lub przyzwojakow (16-19).

SCHEMAT BADAN DIAGNOSTYCZNYCH PACJENTOW Z VHL

Opieka nad rodzinami z VHL powinna opiera¢ si¢ na zastosowaniu programu badan
profilaktyczno-diagnostycznych u osob z grupy ryzyka, rowniez u dzieci, majacego na celu
wczesne wykrywanie i leczenie nowotworéw zwiazanych z VHL. Program badan diagno-
styczno-profilaktycznych (tabela 2) powinien by¢ koordynowany przez zespot lekarzy maja-
cych doswiadczenie w opiece nad rodzinami z VHL.

W zaleceniach nalezy tez pamigta¢ o koniecznosci:
1) konsultacji laryngologicznej w kazdym przypadku pojawienia si¢ objawoéw ze strony na-
rzadu stuchu i rownowagi; 2) konsultacji neurologicznej zawsze w przypadku pojawienia si¢
objawow neurologicznych; 3) $cistej kontroli w czasie ciazy; 4) obowiazku wykluczenia
obecnosci guza chromochtonnego przed kazdym znieczuleniem ogélnym i zabiegiem opera-
cyjnym. Wczesne wykrycie nowotworow umozliwia zastosowanie skutecznego leczenia, ta-
godzi przebieg choroby i wydtuza okres przezycia pacjentow z VHL (20). Ponizej przedsta-
wiono przypadek ilustrujacy znaczenie zastosowania programu badan okresowych we wcze-

snym rozpoznaniu zmian narzadowych u cztonkow rodziny z VHL (ryc. 1).
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Tab. 2. Program badan profilaktyczno-diagnostycznych w rodzinach z VHL

Badanie

Wiek rozpoczgceia i czgstosé

Katecholaminy w moczu

noradrenalina (ew. kw. wanilinomigdatowy) -

co 1-3 lata w zaleznos$ci od typu VHL i objawow

Oftalmoskopia

od wieku niemowlgcego - co rok (w lustrze Goldmanna od
6r.2.)

po leczeniu - co 6 miesigcy

Angioskopia lub angiografia fluore-

sceinowa

przy rozpoznaniu choroby i nast¢pnie co 2-3 lata

MRI mézgowia i rdzenia krggowego
(gadolinium-DTPA)

od 11 r.z. co 2 lata

po 60 r.z. co 3-5 lat

KT, MRI'i USG

jamy brzusznej

od 11 r.z. - USG co rok
0od 20 r.z. KT lub MRI co 2 lata

doktadna ocena zmian w czasie ciazy

1
VHL (+)

M 00
S o,

Zmiany n wrroku

Zmiany OUN -
CRCC D

Ryc. 1. Opis przypadku.

U pacjenta lat 14 (I11-2) z objawami zawrotow i bolow glowy po stwierdzeniu

w badaniu KT guza mézdzku wykonano zabieg neurochirurgiczny - w badaniu histopatolo-

gicznym rozpoznano haemangioblastoma. Wykonane badanie molekularno-genetyczne

z krwi obwodowej pacjenta wykazato obecnos¢ mutacji konstytucyjnej genu VHL, co sktonito

do wnikliwej analizy rodowodowo-klinicznej rodziny. Ojciec probanta (I1-2) zmart w wieku
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lat 56 w 3 dobie po operacji z powodu perforujacego wrzodu zotadka. Wedtug informacji
uzyskanych od jego zony (III-3) miesiac przed operacja ,,oddawat skrzepy w moczu”. W ba-
daniu RTG klatki piersiowej wykonanym przed operacja stwierdzono guza ptuc. Sekcja
zwlok nie byta wykonywana. Z informacji uzyskanych od rodziny dowiedziano si¢ rowniez,
iz siostra ojca probanta (II-1) zmarta w 3 tygodniu po porodzie - autopsja wykazata guza
moézdzku.

Telefonicznie udato si¢ skontaktowac z kuzynka probanta (III-1). Osoba ta skarzyta
si¢ na silne zawroty gtowy; w wywiadzie przed 29 laty zaniewidziala na jedno oko, przed 23
laty przebyta operacj¢ guza mo6zdzku - rozpoznano wowczas astrocytoma. U pacjentki wyko-
nano KT, ktore wykazato bardzo duzy guz moézdzku, oraz guz w obrebie kata mostowo-
moézdzkowego, srodkowej czgséci piramidy kosci skroniowej i otworu prawej zyly szyjnej.
W badaniu USG jamy brzusznej stwierdzono obustronne guzy lito-torbielowate nerek. Po-
czatkowo wysuni¢to podejrzenie: 1) wznowy astrocytoma mozdzku - kwalifikujac chora do
zabiegu operacyjnego i radioterapii; 2) chemodectoma opuszki zylty szyjnej - kwalifikujac do
obserwacji guza; 3) naczyniakow nerek. Po konsultacji chorej w ramach PRVHL przy
cechach rodowodowo klinicznych silnie wskazujacych na VHL u pacjentki za najbardziej
prawdopodobne uznano odpowiednio: 1) rozw6] nowego ogniska haemangioblastoma
mozdzku - kwalifikujac chora do zabiegu neurochirurgicznego bez radioterapii, 2) obecnos¢
guza typu ELST - zalecajac obserwacjg guza; 3) podejrzenie obustronnego raka nerek - kwali-
fikujac chora do zabiegu. Wykonane zabiegi neurochirurgiczny i urologiczny i badania histo-
patologiczne potwierdzity te podejrzenia. Operacj¢ nerek przeprowadzono stosujac technike
»hephron sparing burgery” - po zabiegu nerki chorej pozostaty wydolne. Badania molekular-
no-genetyczne potwierdzily rozpoznanie VHL. Z wywiadu uzyskanego od pacjentki uzyskano
informacjg, iz babcia jej i probanta oraz siostra babci (I-1 i I-2) zmarty podobnie jak jej matka
kilka tygodni po porodzie. Jest prawdopodobne, iz zgony te rowniez spowodowane byly przez
powiktania narzadowe VHL. Z danych rodowodowo-klinicznych wynika rowniez, iz ojciec
probanta (11-2) byt nosicielem obligatoryjnym mutacji genu VHL, a obraz kliniczny przema-
wial za obecnoscia u niego CC-RCC z prawdopodobnym przerzutem do ptuc.

Wykonane badania molekularno-genetyczne umozliwity w tej rodzinie wykrycie jed-
nej osoby (IV-1) bedacej bezobjawowym nosicielem mutacji VHL, bez zmian narzadowych
1 zalecenie u niej programu badan okresowych oraz wykluczenie VHL u 4 innych cztonkow

rodziny (11-3, 111-3, IV-2, IV-3).
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KTORYCH PACJENTOW NALEZY DIAGNOZOWAC W KIERUNKU VHL?

Kazdy przypadek guza mozdzku typu hemangioblastoma, naczyniakow siatkowki,

pheochromocytoma, CC-RCC przed 50 rokiem zycia nawet, jezeli u pacjenta i w rodzinie jest

to pojedyncza zmiana powinien by¢ skierowany na konsultacje genetyczna w kierunku cho-

roby VHL. Uwazamy, ze najbardziej wlasciwe jest diagnozowanie i prowadzenie rodzin

z VHL w stalej wspotpracy z Polskim Rejestrem VHL dziatajacym przy naszym Os$rodku.
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Streszczenie

Czerniak ztosliwy jest jednym z najbardziej agresywnych nowotwordw, jego czgstos$¢
wzrasta gwattownie w ostatnich latach. Zwigkszone ryzyko zachorowania na czerniaka u po-
tomstwa 0s0b chorych na ten nowotwor jak rdwniez rodzinne agregacje tego nowotworu su-
geruja, ze predyspozycja genetyczna jest istotnym czynnikiem uczestniczacym w patogenezie
czerniaka. Rodzinny czerniak stanowi najprawdopodobniej heterogenna grupe przypadkoéw
o réznym typie dziedziczenia, w wigkszosci przypadkow wielogenowym. Nierzadko obser-
wuje si¢ jednak rodzinne agregacje wykazujace cechy autosomalnie dominujacego typu dzie-
dziczenia, charakterystycznego dla choréb jednogenowych o wysokiej penetracji. Podtoze ge-
netyczne czerniaka jest zlozone i zalezne od wielu gendéw. Gléwnym genem ryzyka jest
CDKN2A. Czesta konstytucyjna zmiana tego genu - A148T, zwigksza ryzyko zachorowania
na czerniaka niezaleznie od nowotworowego wywiadu rodzinnego. Mutacje gendw ARF oraz
CDK4, zwiazane z wysokim ryzykiem zachorowania na MM, sa niezwykle rzadkie i nie maja
istotnego znaczenia w praktyce klinicznej. W wigkszosci rodzinnych czerniakow mutacje ge-
nu CDKN2A nie wystepuja, co wskazuje na potrzebe identyfikacji nowych gendw zwiazanych
z predyspozycja do tego nowotworu. Poznano kilka genéw/mutacji umiarkowanie modyfiku-
jacych ryzyko MM. Ich lista obejmuje XPD, MCIR, BRCA2. Wdrozenie odpowiednich pro-
gramow diagnostyczno-profilaktycznych oraz leczniczych moze zmniejszy¢ zachorowalno$¢
1 $miertelnos$¢. Testy genetyczne oraz analizy danych rodowodowo-klinicznych powinny by¢
wykonywane u wszystkich pacjentow z rozpoznanym czerniakiem, takze w przypadkach

z ujemnym wywiadem rodzinnym.

Stowa kluczowe: czerniak (MM), CKDN2
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Summary

Malignant melanoma (MM) represents one of the most aggressive neoplasms and its
frequency is increasing rapidly. Increased melanoma risk among relatives of MM patients and
familial aggregations of this malignancy point at genetic predisposition as an important factor
of MM pathogenesis. Familial MM constitutes most probably a heterogenous group of disor-
ders characterized by occurrence of MM among relatives. The mode of inheritance is contro-
versial and most likely polygenic, however not infrequently, within large families aggrega-
tions of MM is consistent with autosomal dominant inheritance.

The genetic basis of MM is complex and appears to involve multiple genes. CDKN2A
is regarded as the major MM susceptibility gene. In the Polish population common CDKN2A
variant (A148T) increases significantly melanoma risk regardless of the cancer family history.
Mutations of other high risk genes, ARF and CDK4 are extremely rare and thus clinically in-
significant. In majority of MM cases CDKN2A mutations are not found. It is thus necessary
to perform association studies focused on identifying genetic markers that could be used in
identifying patients with a high risk of MM. List of other genes that carry mutations, which
are believed to be associated with moderate MM risk include XPD, MC1R, BRCA2. The
management with individuals being at increased MM risk involves clinical screening accord-
ing to carefully planned surveillance schedule and early treatment of MM tumour. The appro-
priate management may reduce morbidity and mortality. Genetic testing and clinical evalua-
tion should be performed, and family history should be obtained in all patients affected with

MM, also in those with apparently sporadic tumours.

Key words: malignant melanoma (MM), CDKNZ2
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Czerniak ztosliwy (MM) jest jednym z najbardziej agresywnych nowotworow ztosli-
wych. Kazdego roku w Polsce jest odnotowywanych niemal 2 tys. nowych zachorowan na
czerniaka (1).

Liczba zachorowan na ten nowotwor wsrod ludzi rasy bialej dramatycznie wzrosta
w ostatnich latach - niemal 10-krotnie w ciagu ostatnich 50 lat (2). Uwaza sig, ze jednym
z gtownych czynnikow sprawczych wystapienia czerniaka jest promieniowanie ultrafioletowe
(3). Szczegodlnie niebezpieczne wydaja si¢ by¢ oparzenia stoneczne w dziecinstwie (4). Kolej-
nymi czynnikami ryzyka sa: 1) dysplastyczne znamiona barwnikowe; 2) duza liczba (>100)
znamion barwnikowych; 3) jasna karnacja skory (typ I i II skory) (5, 6).

Zwigkszone ryzyko zachorowania na czerniaka u potomstwa osob chorych na ten no-
wotwor (7, 8) jak rdwniez rodzinne agregacje tego nowotworu sugeruja, ze predyspozycja ge-
netyczna jest kolejnym istotnym czynnikiem uczestniczacym w patogenezie czerniaka.
Rodzinng agregacje czerniaka mozna zdefiniowaé jako: 1) wystapienie czerniaka ztosliwego
u przynajmniej dwoch krewnych I°; lub 2) wystapienie czerniaka u przynajmniej dwodch
krewnych I° lub II°. Stwierdza si¢ ja w okoto 3-15% wszystkich zdiagnozowanych przypad-
kéw czerniaka (9). W naszym osrodku wsrdd 665 nieselekcjonowanych pacjentéw rodzinna
agregacja u krewnych I° wystepowata w 24 przypadkach (3,6%).

W czgsci rodzin opisano wspotistnienie czerniaka skoéry oraz gatki ocznej (10). Jak do-
tad nie wiadomo jednak czy czerniak gatki ocznej jest czgscia zespotu rodzinnego czerniaka

skory (rycina 1).

—
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Ryc. 1. Rodzinne wystgpowanie czerniaka u krewnych I° probanta z rozpoznanym czerniakiem ztosliwym.

W czg$ci rodzin wystgpuje zwigkszone ryzyko MM oraz nowotworow ztos§liwych in-

nych narzadow, takich jak rak trzustki, piersi czy guzy osrodkowego uktadu nerwowego (11-
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14). Podjgte w naszym Osrodku badania rodzin z silng rodzinng agregacja nowotworow roz-
nych narzadow (CFA) sugeruja trzykrotnie zwigkszone ryzyko wystapienia raka piersi
w miodym wieku (przed 50 r.z.) wérdéd krewnych I° pacjentow z MM rozpoznanym do 55.
roku zycia. Rodzinny czerniak stanowi najprawdopodobniej heterogenna grupe przypadkow
o roznym typie dziedziczenia, w wigkszosci przypadkow wielogenowym (15). Nierzadko ob-
serwuje si¢ jednak rodzinne agregacje wykazujace cechy autosomalnie dominujacego typu

dziedziczenia, charakterystycznego dla choréb jednogenowych o wysokiej penetracji.

CZERNIAK ZELOSLIWY SPOWODOWANY MUTACJAMI KONSTYTUCYINYMI
GENU CDKN2A

Czerniak zlosliwy wystepuje ze zwigkszona czesto$cia u nosicieli mutacji genu
CDKNZ2A (16, 17). Penetracja tego genu jest zmienna i zalezna od wieku jak rowniez potoze-
nia geograficznego (18). Mutacje germinalne genu CDKN2A wykryto w 46% rodzinnych
czerniakdbw we Francji, 18% rodzinnych przypadkow w Stanach Zjednoczonych, 8%
w Szwecji 1 mniej niz 6% w Polsce (19, 20, 21, 22, 23). Szacuje si¢, ze mutacje genu
CDKN2A sa obecne w okoto 20% rodzin zagregacjami czerniaka (24), zas§ w przypadkach
sporadycznych prawdopodobienstwo wystapienia tych mutacji nie przekracza 1% (25)

Przypuszcza sig, ze czgstos¢ wystgpowania zmian w CDKN2A koreluje z liczba zacho-
rowah na MM w rodzinie oraz mtodym wiekiem (<50 r.z.) (26). Uzasadnione wydaje si¢ po-
szukiwanie mutacji genu CDKN2A u pacjentow z rodzinng agregacja czerniaka w przypad-
kach: 1) wystgpowania trzech lub wigcej pierwotnych ognisk czerniaka u pacjenta; 2) rozpo-
znania czerniaka u przynajmniej trzech krewnych 1 lub 2-go stopnia ; 3) wystgpowania czer-

niaka i raka trzustki u przynajmniej 3 lub wigcej krewnych po tej samej stronie rodziny (27).

BADANIA DNA W DIAGNOSTYCE MM

Mutacje genow ARF oraz CDK4, zwiazane z wysokim ryzykiem zachorowania na
MM, wykryto jak dotad jedynie w kilku rodzinach na §wiecie, nie maja, wigc istotnego zna-
czenia w praktyce klinicznej. Niedawno zidentyfikowano inne geny wysokiego ryzyka czer-
niaka, takie jak BAP1, TERT, ACD, TERF2IP czy POT1 — ich mutacje sa réwniez obecne w
bardzo matym odsetku rodzin z agregacjami czerniaka (28). Za wyjatkiem genu CDKN2A
wlasciwe geny wysokiego ryzyka MM nie zostaly jeszcze zidentyfikowane. W wigkszos$ci ro-
dzinnych czerniakéw mutacje genu CDKNZ2A nie wystgpuja, co wskazuje na potrzebg identy-
fikacji nowych genoéw zwiazanych z predyspozycja do tego nowotworu. Wyniki najnowszych

badan wieloosrodkowych analiz sprz¢zen genomu (GWAS) wykazaty silny zwiazek z czer-
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niakiem trzech regionow: 16924, 11q14-q21, 9p21, trwaja obecnie prace nad identyfikacja
potencjalnych genow-kandydatéw znajdujacych si¢ w tych regionach (29). Poznano kilka ge-
now/mutacji umiarkowanie modyfikujacych ryzyko MM. Wspotdziatanie $sredniego ryzyka
mutacji w wielu genach oraz dodatkowo wplyw czynnikéw srodowiskowych moze znaczaco
zwigksza¢ ryzyko MM. Wydaje sig, ze uszkodzenia DNA umiarkowanie modyfikujace ryzy-
ko zachorowania odpowiadaja za mato nasilone rodzinne agregacje zachorowan.
Przeprowadzone w naszym Osrodku badania genu CDKNZ2A u pacjentéw z MM wy-
kazaty, ze czesty wariant A148T ponad dwukrotnie zwigksza ryzyko czerniaka niezaleznie od
wywiadu rodzinnego, zwlaszcza w mtodym (<50 roku zycia) wieku (30). Testy DNA mozna
rownie z wykonywac¢ dla takich genow jak MC1R, XPD czy BRCA2. Poziom zwigkszenia ry-
zyka MM dla mutacji/ /polimorfizmoéow tych gendéw jest umiarkowany, w granicach 1,5-3 razy
(31, 32, 33). W chwili obecnej w 72% kolejnych nieselekcjonowanych czerniakéw badanych

w naszym Osrodku stwierdza si¢ obecno$¢ co najmniej jednej z wyzej wymienionych zmian.

BADANIA SKRYNINGOWE W RODZINACH Z CZERNIAKIEM

Wszyscy pacjenci z czerniakiem i ich krewni I° oraz II° co 6 miesigcy powinni zgla-
sza¢ si¢ na doktadne badanie dermatologiczne. W przypadku obecno$ci znamion dysplastycz-
nych konsultacje powinny odbywac si¢ co 3 miesiace. Zaleca si¢ usuwanie jedynie tych zna-
mion, ktore wykazuja cechy transformacji nowotworowej (powigkszanie si¢ zmian, obecno$¢
obwodki zapalnej, krwawienie, §wiad itp.) oraz sa zlokalizowane w miejscach narazonych na
urazy mechaniczne.

U pacjentow ze stwierdzona mutacja w genie CDKNZ2A lub z rodzinna agregacija czer-
niaka lub z agregacja czerniaka i raka trzustki wskazane jest wdrozenie odpowiednich pro-
graméw profilaktyczno-diagnostycznych dla raka trzustki.

Wykonywanie badan kontrolnych piersi od 35-40 roku Zycia nalezy przedstawi¢ jako
opcj¢ dla kobiet z rodzin z przynajmniej trzema zachorowaniami na nowotwory ztosliwe r6z-
nych narzadow wsrod krewnych I° - w tym na czerniaka ztos$liwego rozpoznanego ponizej 56.
roku zycia - nie spetniajacych rodowodowo-klinicznych kryteriow zadnego ze znanych zespo-

tow wysokiej dziedzicznej predyspozycji do nowotworéw (CFA).
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Streszczenie

Siatkéwczak jest modelowym nowotworem o podtozu genetycznym. Warunkowany
jest dominujacymi mutacjami jednej kopii genu RB1, ktore moga mie¢ charakter somatyczny
(S. sporadyczny, zwykle jednostronny) lub konstytucyjny (czesto obustronny i/lub wieloogni-
skowy). Do powstania guza konieczne jest jeszcze ,,drugie trafienie”, ktore ma juz charakter
mutacji somatycznej. Unieczynnienie obu kopii genu odblokowuje cykl komorkowy w fazie
G1-S i inicjuje nowotwor. Gen RB1 sktada si¢ z 27 eksonow, mutacje nie wykazuja preferen-
cji lokalizacyjnych typu hot spot (co utrudnia diagnostyke), jednak ostatnio opisano pewne
preferencje lokalizacyjne i etniczne w charakterystyce mutacji. Omdéwiono uwarunkowania
genetyczne 1 charakterystyke rodowodowo-kliniczng siatkdwczaka. Podano zasady diagno-
styki genetycznej siatkdwczaka a takze zasady opieki nad rodzinami obciazonymi zmutowa-
nym genem. Z uwagi na wystgpowanie nosicieli mutacji konstytucyjnych réwniez w grupie
pacjentéw z guzami jednostronnymi sporadycznymi, wszyscy chorzy z siatkdwczakiem, jak
i ich rodzenstwo powinni by¢ poddawani badaniom profilaktycznym do chwili potwierdze-
nia/wykluczenia mutacji. Nosicielstwo mutacji konstytucyjnej powoduje takze w pdzniejszym

zyciu pacjenta podwyzszone ryzyko innych pierwotnych nowotwordéw, zwtaszcza migsakow.

Stowa kluczowe: siatkowczak, mutacje RB1, diagnostyka genetyczna, opieka i poradnictwo
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Summary

Retinoblastoma genetics is modelling system for knowledge of basic features of all he-
reditary cancers. Tumour is caused by inactivating mutations of both copies of RB1 gene.
They are transmitted as “one hit” in dominant manner, but inactivation of second gene copy is
needed for initiation. In hereditary form (frequently bilateral / multifocal) first “hit” is as con-
stitutional and inherited but a second hit is a somatic mutations. In sporadic form (mostly uni-
lateral and unifocal) both “hits” are somatic mutations. Inactivation of both RB1 gene copies
abolish cell cycle block between G1 and S phase initialize carcinogenesis. RB1 gene consists
of 27 eksons, mutations do not exhibit hot spots, but some spatial and ethnic regularities were
detected in last years. Hereditary determinations, clinical value of pedigree and molecular
analyses of RB1 gene are described, as well as basic rules of familial care. Due to detection of
constitutional mutations carrier status in some patients with non-familial, unilateral tumours
(de novo and germ- line or low penetrant mutations) prophylactic investigations of all first
degree relatives must be performed, until their molecular verification is done. Patients with
constitutional mutations have also higher risk of secondary primary tumours, particularly sar-

comas.

Key words: retinoblastoma, RB1 mutations, genetic diagnosis, familial care and counselling
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Siatkowczak (S) zajmuje szczegdlne miejsce posréd nowotwordw - jest to pierwszy
nowotwor o udowodnionej dziedzicznej etiologii, na ktorego przyktadzie ksztaltowaty sie
idee ,,dwu trafien” i genow supresorowych (1-3).

S pojawia sig z czgstoscia 1: 25 000 zywych urodzen. Mimo swojej rzadkosci S jest
najczestszym nowotworem wewnatrz gatkowym u dzieci a wigkszo$¢ przypadkéw rozpozna-
wanych jest przed 5 r.z. U dorostych S jest wielka rzadkoscia. 60% przypadkoéw S ma charak-
ter sporadyczny w $cistym znaczeniu tego stowa; sa one wywolane mutacjami somatycznymi
w komorkach siatkéwki. Pozostate 40% pacjentow to dzieci obciazone mutacjami konstytu-
cyjnymi - wsrod nich 10-15% to przypadki rodzinne a pozostatych 25-30% to przypadki ro-
dowodowo sporadyczne, powstate jednak w wyniku konstytucyjnej mutacji germinalnej de
novo. Mutacja konstytucyjna ma penetracje siggajaca 90%. Do powstania nowotworu Kko-

nieczne jest unieczynnienie biatka pRB; ktére ma miejsce dopiero po utracie funkcji obu ko-

pii genu (4).

Prawdopodobienstwo powstania kolejnych dwu mutacji somatycznych genu RB1, na-
stepujacych kolejno w tej samej komorce siatkowki - jak sig to dzieje w S sporadycznym -
(rycina 1) jest wprost proporcjonalne do dtugosci zycia komorki; thumaczy to fakt pojawiania
si¢ takich guzoéw w pozniejszym wieku anizeli S wywolanych mutacja konstytucyjna, zwykle
takze jednostronnie i jednoogniskowo. Zgodnie z mechanizmem ,,dwu trafien” w guzach po-
wstalych u 0s6b z mutacja konstytucyjna, wobec jej istnienia juz od urodzenia, do ostateczne-
go powstania nowotworu konieczna jest w komorce siatkowki juz tylko pojedyncza mutacja
somatyczna. Zdarzenie takie ma szansg zaistnie¢ wczesniej - stad mlodszy wiek chorych z S
dziedzicznym. Druga mutacja - somatyczna, u nosiciela zmiany konstytucyjnej zdarzy¢ sig
moze w wigkszej liczbie komorek - stad czgsta wieloogniskowo$¢ 1 obustronnos$¢ tych guzow
1, 3).

S obustronne 1 jednostronne wieloogniskowe sa zatem praktycznie zawsze zwigzane
z istnieniem mutacji konstytucyjnej, przekazanej rodzinnie lub nabytej de novo. Pojawiaja sig
one w wigkszosci przypadkow przed 3 r.z. (rycina 2). Mutacje konstytucyjne moga jednak
powstawac rowniez jako zmiany germinalne de novo (rycina 4); zwiazane z nimi guzy, po-
mimo iz rodowodowo sporadyczne, wykazuj g inne cechy kliniczne - w tym zwlaszcza wcze-
$niejsze wystapienie - podobne jak w nowotworach rodzinnych. Pewien odsetek chorych - jak
wynika z naszych badan siggajacy 20% - jest mimo jednostronnosci w chwili rozpoznania ob-
ciazony mutacja konstytucyjna (3, 5). Przypadki takie charakteryzuja si¢ (w stosunku do in-

nych S jednostronnych) wczesniejszym wystapieniem guza, wieloogniskowoscia 1 wysokim
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ryzykiem pdzniejszego pojawienia si¢ nowego pierwotnego guza w tym samym lub drugim

oku.
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Ryc. 1. Rodowdd w typowych uwarunkowaniach genetycznych, siatkowczak sporadyczny bez mutacji
konstytucyjnej.
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Ryc. 2. Rodowdd w typowych uwarunkowaniach genetycznych, siatkdwczak dziedziczny w wyniku mutacji
konstytucyjnej o niepetnej penetracji.
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Ryc. 3. Rodowod w typowych uwarunkowaniach genetycznych, siatkdwczak dziedziczny w wyniku mutacji
konstytucyjnej o wysokiej penetracji.
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GEN | BIALKO RETINOBLASTOMA

Gen RB1 o genowo srednich rozmiarach (200 kB), zlokalizowany w prazku 13ql4
sktada si¢ z promotora i 27 eksondéw, znany jest jeden transkrypt RNA o rozmiarach 4,8 kB;
zjawisko alternatywnego sktadania RNA nie dotyczy wigc zapewne genu RBL1.

Kodowane przez ten gen biatko p105RB1 nalezy do grupy tzw. biatek kieszeniowych
i jest jadrowa fosfoproteina, wielkosci 105-110 kDa. Uczestniczy ono w ztozonych kaskadach
regulacyjnych, decydujacych o przejsciu komorek w cyklu komérkowym z fazy G1 do fazy
S a wigc jest jednym z gtéwnych regulatorow proliferacji. Dotyczy to wszystkich komorek
ustroju a gen wykazuje znaczny konserwatyzm ewolucyjny. Biatko oddziatuje na funkcje
wielu innych gendw przez unieczynnienie (Sekwestracje) jednego z gtéwnych regulatorow
transkrypcji - czynnika E2F. Zdolnos¢ ta realizowana jest poprzez wiazanie E2F w ,,kieszeni”
biatka pRB1, uniemozliwiajac czynnikowi E2F transaktywacje innych podlegtych genéw, co
jest rbwnoznaczne z utrzymaniem komorek w spoczynkowej fazie Go. Tylko biatko pRB1
z hipofosforylowanymi resztami serynowymi posiada zdolnos¢ wiazania E2F; hiperfosforyla-
cja biatka uwalnia czynnik transkrypcyjny i umozliwia przejscie G1 - S i progresje cyklu ko-
moérkowego. Do kieszeni biatka pRB1 wiaza Si¢ kompetencyjnie rowniez niektore biatka ta-
kich wirusow onkogennych jak biatko E7 papillomawirusa, biatko ELA adenowirusa, antygen
T wirusa SV40 i inne. Zjawisko to pozwala powiaza¢ w sposob niesprzeczny procesy ontoge-
nezy wirusowej z istnieniem nowotworow genetycznie uwarunkowanych. Kieszen biatka
pRB1 moze wiaza¢ rowniez wiele innych biatek zawierajacych motyw -Leu-x-Cys-x-Glu- (1,
4, 6-8). Rozpoznane u chorych z S mutacje sekwencji zlokalizowane sa najczesciej w kieszeni
biatkowej i jej najblizszej okolicy i wptywaj a na powinowactwo do czynnikow transkrypcyj-
nych, ale niekiedy nie blokuja catkowicie ich wiazania — maja wtedy cechy mutacji o niskiej
penetracji (p. nizej).

Uniwersalne mechanizmy regulacyjne realizowane przez biatko pRB1 moga ttuma-
czy¢ udziat jego mutacji w powstawaniu takze innych niz S nowotworow, jak kostniakomig-
sak, rak pecherza, rak drobnokomorkowy ptuc i in., wspotwystepujacych niekiedy rodzinnie z
siatkowczakiem (9).

Aktywnos¢ genu RBL1 jest regulowana na poziomie promotora przez przypisane mu
regulatory transkrypcji; nieliczne poznane dotad mutacje promotora uposledzaja ta regulacje
I maja kliniczne cechy mutacji o niskiej penetracji (p. nizej). Jedna z nich - i pierwsza znana
de novo - opisalismy w naszym Osrodku (10). Dla prawidtowej funkcji komorek wystarczaja-
ca jest aktywnos¢ pojedynczej kopii genu; nosiciele mutacji konstytucyjnych poza predyspo-

zycja do S nie r6znia Si¢ w uchwytny sposob od posiadaczy dwu prawidtowych kopii genu.
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PRZEBIEG | CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA

Szczyt zachorowan na S wystepuje ok. 42 miesiaca zycia, ponad 90% przypadkoéw
rozpoznawanych jest po raz pierwszy przed 5 r.z. Znane sa sytuacje, w ktorych guz ten wy-
krywano tuz po urodzeniu. Wczesnymi objawami Klinicznymi nasuwajacymi podejrzenie
S sa: zez, przekrwienie i stan zapalny gatki ocznej. Zazwyczaj rozpoznanie guza nastepuje
jednak na podstawie objawow pozniej wystepujacych; sa nimi exophthalmos i zaobserwowa-
ne przez rodzicow tzw. ,,kocie oko” - przeswiecanie umiejscowionych na siatkowce serowa-
tych mas guza przez soczewkg. ldentyfikacja nowotworu w okresie wczesnym pozwala czesto
na wyleczenie z ubytkami pola widzenia i zachowaniem gatki ocznej. Identyfikacja pozniej-
sza, niestety najczestsza, oparta o stwierdzenie ,,kociego oka” wiaze si¢ zwykle z konieczno-
$cig usunigcia gatki ocznej oraz nierzadko uzupetniajacej radio- i chemioterapii (3, 4).

Stosunkowo rzadko S daje klasyczne przerzuty a szerzy si¢ gtownie przez ciaglosé
droga n. wzrokowego. Rokowanie zalezy w znacznym stopniu od standardu diagnostyki
i opieki medycznej; w krajach rozwinietych o dobrej tradycji medycznej $miertelnos¢ rzadko
przekracza 8% a koniecznos¢ usunigcia gatki ocznej ma miejsce w ok. 10% przypadkow.

W krajach stabo rozwinigtych obserwowano smiertelnos¢ 100%.

PODLOZE MOLEKULARNE DZIEDZICZNEGO SIATKOWCZAKA

Predyspozycja dziedziczna do siatkowczaka wiaze si¢ z istnieniem konstytucyjnych
mutacji genu RB1. Petny zakres badan molekularnych tego genu dostgpny jest w naszym
Osrodku (8, 10-14). Diagnostyka sekwencji genu obciazona jest znacznymi kosztami. Wyka-
zano jednak, ze koszty te, ze wzgledu na wytaczanie nosicielstwa u wielu potencjalnie pre-
dysponowanych cztonkoéw rodzin, sa nizsze anizeli koszty petnej opieki profilaktycznej ko-
niecznej u wszystkich dzieci w rodzinie, jesli nie dokonalismy wytaczen (15). Petne sekwen-
cjonowanie genu RB1 identyfikuje mutacje w ok. 80% rodzin, w ktérych S ma ewidentnie
dziedziczny charakter. Pewnym utatwieniem moze by¢ wstepne stosowanie metod preselek-
cyjnych jak SSC, DGGE, PTT; maja one jednak nizsza czutos¢ anizeli sekwencjonowanie.
Identyfikacja mutacji u osoby chorej pozwala nastepnie na weryfikacje tylko wybranego
fragmentu genu o pozostatych cztonkow rodziny (4, 16). W diagnostyce wykorzysta¢ mozna
takze analizy sprzgzen z wykorzystaniem molekularnych markerow wewnatrzgenowych; sa
one pomocne zwlaszcza w diagnostyce wiekszych liczebnie rodzin (4, 10, 13, 17). Do dia-
gnostyki S wdrozono nie tylko klasyczne PCR - sekwencjonowanie ,,ekson po eksonie” (17-
20), ale takze techniki takie jak multiplet i jakosciowy multiplex -PCR (umozliwiajace jedno-
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czesna ocene kilku eksonéw ,,pakiecie”), jak i nowe techniki koncowej detekcji mutacji wy-
wodzace si¢ z biochemii np. HPLC (13, 14, 19, 21).

Zrodtem diagnostyki DNA konstytucyjnego jest zwykle krew obwodowa a analizie
podlega pozyskany z niej DNA. Materiat ten zawiera zarowno kodujace (eksony) jak i nieko-
dujace (introny) czesci genu. Stosowanie jako materiatu badanego RNA i przygotowanego
in vitro na jego matrycy cDNA, zawierajacego jedynie kodujace fragmenty DNA, utatwia za-
réwno technikg badania jak i jego pozniejsza interpretacj¢ (16). Diagnostyka DNA samego
guza nie jest konieczna do identyfikacji mutacji konstytucyjnych, moze jednak by¢ potwier-
dzeniem prawidtowosci procedur i zroédtem cennych informacji o mutacjach somatycznych
(,,drugich trafieniach” i ,,sporadycznych”).

Informacje o zaobserwowanych mutacjach gromadzone sa w dwu bazach danych
z wolnym dostgpem on-line (18, 21). Baza danych Dr Lohmanna obejmuje mniejsza liczbe
mutacji i jest obecnie rzadziej aktualizowana, umozliwia natomiast fatwe roznicowanie muta-
cji konstytucyjnych od somatycznych ,,drugich trafien”; w bazie Valverde i wsp., zawierajacej
wigcej nowszych danych (932 mutacje), nie zawsze takie rozroznienie jest mozliwe. Jednakze
wiasnie analizy materiatu tej drugiej bazy danych radykalnie zmienity nasza wiedzg o charak-
terystyce konstytucyjnych mutacji genu RBL1.

Uwazano do niedawna, ze mutacje te zlokalizowane sa bez wyraznych prawidtowosci
(16). Jak sie jednak okazato w genie RB1 wystepuja ,,gorace miejsca” nagromadzenia muta-
cji, odpowiadajace czynnosciowo waznym okolicom biatka pRB1 a zwtaszcza jego ,.kieszeni,,
- 79% powtarzajacych si¢ mutacji to tranzycje C/T w 11 trypletach kodondéw argininowych
CGA z czego az 40% jest zawartych w eksonach 8, 10, 11, 14, 15, 17, 18 i 23 (22). Obserwa-
cje te znaczaco modyfikuja taktyke sekwencjonowania diagnostycznego, jego szybkos¢ i
koszty (21).

Przewazajaca wigkszos¢ mutacji to, jak si¢ spodziewano, zmiany uniemozliwiajace
skuteczna synteze biatka, badz to unieczynniajace je funkcjonalnie; sa to zwlaszcza mutacje
typu ,,stop” (42% obserwowanych), ale takze dodatkowo niektore mutacje typu delecji
i ,,splicing site”.

W odréznieniu od mutacji ,.inaktywujacych”, mutacje modyfikujace funkcjonalnosé
czasteczki, ale nieblokujace catkowicie syntezy biatka pRB sa rozmieszczone losowo.

Do grupy tej zaliczane sa mutacje ,,btednego sensu” oraz niektore mutacje ,,splicing si-
te”. Przewazaja mutacje tworzace ,,stop kodony”. Mutacje promotorowe, a takze niektére mu-
tacje miejsc wptywajacych na sktadanie RNA (tzw. ,,splice sites”) charakteryzuje nizsza pe-
netracja, rzedu 60%-70% (10, 11, 17, 23). W rodzinach obciazonych takimi mutacjami wy-

283



stepuje tzw. przeskakiwanie pokolen (nie choruja obligatoryjni nosiciele) a cechy kliniczne
guza sa podobne do obserwowanych w S pochodzacym z mutacji somatycznych (8, 22).
Okreslenie ryzyka zachorowania w takich rodzinach moze by¢ trudne. Mutacje o niskiej pene-
tracji stanowia jednak prawdopodobnie stosunkowo niewielki odsetek wszystkich obserwo-
wanych w genie RB1 (16, 18, 21, 23).

Wykazano istnienie etnicznych réznic w charakterystyce wystepowania mutacji (21).

Nie znamy jeszcze rzeczywistego odsetka mutacji germinalnych de novo wsréd cho-
rych z S; wiadomo jednak, ze przyszie potomstwo takich pacjentow obciazone bedzie typo-
wym, duzym ryzykiem S rzedu 45%. Mutacje punktowe pochodza zazwyczaj z gamety oj-
cowskiej, delecje z matczynej (17). Inaczej niz w wielu innych chorobach dominujacych,
wiek rodzicow wydaje Sig nie wptywac na cze¢stosé pojawiania si¢ mutacji de novo.

Mutacje genu RB1 predysponuja nie tylko do S; w pdzniejszym wieku pojawiaja Si¢
u obciazonych 0sob rowniez inne nowotwory. Szczegolne miejsce posrdd nich zajmuje ,,siat-
kowczak trojstronny”, w ktorym zespot chorobowy tworza obuoczny S i szyszyniak; jest to
zwiazane ze wspolnym dla komorek siatkowki i szyszynki pochodzeniem embrionalnym.
Inne typowe dla konstelacji z S nowotwory w rodzinach obciazonych to migsaki kostne - naj-
czesciej pojawiajace si¢ w kosci udowej — i migsaki tkanek migkkich, guzy urotelialne, drob-
no komoérkowy rak ptuca, biataczki, czerniaki, rak sutka (9). Ich znaczenie praktyczne stato
sie¢ jasne w wyniku poprawy technik leczenia i znaczacego wydtuzenia zycia u chorych
z S; jak okazato si¢ w analizach retrospektywnych duzych grup chorych z czotowych osrod-
kow amerykanskich (9) u wyleczonych chorych z S wywotanym mutacja konstytucyjna sred-
nia dtugosc¢ zycia wynosi zaledwie 50 lat.

Szczegblna podgrupe chorych z S stanowia pacjenci, u ktoérych duza delecja obejmuje
nie tylko gen RB1, ale takze wigkszy odcinek chromosomu. Delecja taka jest wykrywalna cy-
togenetycznie w badaniu kariotypu technika wysokiej rozdzielczosci lub technikami hybrydy-
zacyjnymi. Chorzy z delacja 13-, obok obecnosci samego guza, wykazuja charakterystyczny
zespot objawow: opdznienie psychoneurologiczne i dysmorfie - zwtaszcza w zakresie twarzy.
Tylko u chorych z takimi objawami wskazane jest badanie kariotypu; stanowia oni mniej niz
5% wszystkich pacjentdéw ze zmianami konstytucyjnymi genu RB1 (3).

Nie wiemy, jakie czynniki odpowiedzialne sa bezposrednio za mutacje somatyczne
stwierdzane jako ,,drugie trafienie” w komorkach siatkoéwki. Wiadomo jednak, ze w przebiegu
zycia tych komoérek wystepuje ,,okienko czasowe”, w ktorym mutacja taka indukuje nowo-
twor ztosliwy. ,,Drugie trafienie” po tym okresie zycia wywotuje u nosiciela mutacji konsty-

tucyjnej jedynie guz o charakterze tagodnym tzw. retinoma. Swoim obrazem makroskopo-
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wym przypomina on nowotwor ztosliwy a jego odroznienie na dnie oka moze by¢ bardzo
trudne. Obecnos¢ retinoma u jednego z rodzicow chorego dziecka stanowi jednoznaczny do-

wod istnienia w rodzinie (2).

ODREBNOSCI GENETYCZNO-KLINICZNE NIEKTORYCH ZMIAN GENU RBI

Wigkszosci mutacji o charakterze kodonow stop, towarzyszy klasyczny obraz rodo-
wodowo-kliniczny ' S; nowotwdér manifestuje si¢ stosunkowo wczesnie, obustron-
nie/wieloogniskowo w kazdym kolejnym pokoleniu a wigc sposob taki jak przy dziedziczeniu
autosomalnie dominujacym (rycina 3).

Opisano jednak rodziny, w ktorych rodowodach zachorowania wystepowaty tylko
w niektorych pokoleniach, guzy pojawiaty si¢ w stosunkowo poznym wieku i czgsto byty tyl-
ko jednostronne/jednoogniskowe. W tego rodzaju rodzinach, okreslanych jako ,late onset
phenotype”, istnieje niebezpieczenstwo biednego rozpoznania S sporadycznego i odstapienia
od monitorowania mtodszego rodzenstwa chorych — zwitaszcza w przypadku wywiadu ogra-
niczonego tylko do najblizszych krewnych. Jak sie okazato w rodzinach takich wystepuje no-
sicielstwo mutacji konstytucyjnych, maja one jednak charakter mutacji o niskiej penetracji
(ryc. 2). Istnienie tej grupy mutacji w S postulowane byto po raz pierwszy w 1989 r. przez
Scheffera i wsp. na podstawie dowodow posrednich (24). Jak si¢ okazalo mutacje
0 niskiej penetracji stanowia znaczacy odsetek wszystkich mutacji konstytucyjnych RB1 (20,
21, 23). Ich molekularnym podtozem moga by¢ bardzo rzadkie mutacje promotorowe, zmie-
niajace regulacje genu RB1 ale nie sam jego kod (10) lub — czesciej — mutacje eksonow nie
powodujace catkowitej utraty aktywnosci genu (np. skracajace okres pottrwania biatka,
zwigkszajace jego termowrazliwos¢ itp.) (11, 20, 23, 25). Sa to wiec zwykle zmiany o typie
btednego sensu lub tez nie-kodujace ale bliskie eksonom substytucje okolic intronowych,
wplywajace na prawidtowos$¢ wycinania eksonéw i tworzenia ostatecznego transkryptu. Ist-
nienie mutacji o niskiej penetracji znacznie skomplikowato i utrudnito poradnictwo rodzinne

w S.
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Ryc. 4. Rodowdd w typowych uwarunkowaniach genetycznych, siatkdéwczak sporadyczny w wyniku mutacji
konstytucyjnej de novo.

Mozaikowos¢ mutacji polega na ich wystepowaniu tylko w czes$ci komorek soma-
tycznych i/lub gamet. Zjawisko to dotyczy rowniez genu RB1 i moze powodowac¢ - podobnie
jak nierzadkie nie mozaikowe mutacje de novo - pojawianie si¢ S u dzieci rodzicow, ktorzy
we krwi obwodowej a nawet czesci gamet mutacji konstytucyjnych nie wykazuja. Rozpozna-
wanie mozaikowosci jest bardzo trudne, obecnie mozliwe tylko u ojcow, a €zgstos¢ wystepo-
wania nieznana (5, 17, 21, 24).

W 1998 r. wykazalismy, ze wsrdod pacjentow z S jednostronnym, sporadycznym,
zwlaszcza rozpoznanym przed 3 r.z. znaczacy klinicznie odsetek stanowia nosiciele mutacji
konstytucyjnych de novo. Sa oni wysoce zagrozeni (mimo ,,sporadycznosci”) ponownym
pojawieniem si¢ S (obustronnos¢, wieloogniskowosc¢) a ich rodzenstwo wymaga weryfikacji
mutacji, zazwyczaj jednak z wynikiem ujemnym (12). Nasze wyniki zostaty uwzgl¢dnione
w obowiazujacych zaleceniach National Cancer Institute (27, 28).

Jak wykazat Lohmann, metylacja niektorych okolic genu RB1, okreslana jako zmiany
epigenetyczne, moze prowadzi¢ do ,,wyciszenia” genu i pojawienia si¢ S przy dalszych skut-
kach klinicznych identycznych jak mutacji o niskiej penetracji, pomimo, ze sama zmiana ko-
du nie ma wtedy miejsca (18). Mechanizm taki postulowata jeszcze w latach 70-tych Sapien-
za; jego czestose, przekazywanie dziedziczne i mozliwy zwiazek z tzw. rodzicielskim pigtnem
genomowym nie zostaty poznane, natomiast samo zjawisko jest mozliwe do diagnostyki mo-

lekularnej.
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POSTEPOWANIE DIAGNOSTYCZNO-PROFILAKTYCZNE U CHORYCH | ICH
RODZIN

Najbardziej skuteczny schemat postgpowania profilaktycznego, stosowany obecnie
w wigkszosci osrodkow, opracowata w Toronto Brenda Gallie. Obejmuje on zasady postgpo-
wania obowiazujace rowniez U dalszych krewnych chorego i jest dostepny w wyspecjalizo-
wanych osrodkach (3, 4, 18). Identyfikacja mutacji genu RB1 technikami molekularnymi po-
zwala na potwierdzenie/wykluczenie jej istnienia u pozostatych krewnych i wytaczenie
znacznego odsetka cztonkow rodzin - posiadaczy prawidtowego haplotypu z algorytmu po-
stepowania profilaktycznego. Ma to duze znaczenie nie tylko ze wzgledu na koszty, ale takze
obciazenie psychiczne i mozliwosci powiklan, jakie zwiazane sa z takim powtarzanym cy-
klem badan (4, 15).

Dobre wyniki leczenia, nierzadko z zachowaniem gatki ocznej mozliwe sa w przypad-
ku wczesnego wykrycia S. Wigksza niz dotad rolg powinny w tym zakresie odgrywac ruty-
nowe kontrole dna oka dokonywane u matych dzieci i noworodkéw, nalezy jednak podkre-
sli¢, ze w petni wartosciowa jest tylko kontrola catosci siatkowki, mozliwa u dziecka do 2-3
r.z. tylko w znieczuleniu ogolnym (13, 14).

Do chwili wykluczenia predyspozycji genetycznej, wszystkich cztonkéw najblizszej
rodziny chorego powinnismy traktowa¢ jako potencjalnych nosicieli mutacji. Wiaze si¢ to
z koniecznoscia powtarzania badan dna oka, ktore u chorego i rodzenstwa powinny by¢ wy-
konywane, co 3 miesiace do 2 r.z.,, co 6 m-cy do 5-6 r.z. a nastgpnie corocznie do 15 r.z.
U obojga rodzicow chorego i rodzenstwa starszego niz 15 lat, obowiazkowa jest przynajmniej
jednorazowa kontrola dna oka w poszukiwaniu retinoma (4, 13, 14).

Nie opracowano niestety do chwili obecnej skutecznych zasad postepowania diagno-
styczno-profilaktycznego umozliwiajacego ukierunkowane, skuteczne przeciwdziatanie in-

nym nowotworom, towarzyszacym S w wieku pozniejszym (9).
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3 2/12 wiek rozpoznania S w latach i miesiacach

(12) aktualny wiek w latach
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Streszczenie

Neurofibromatoza 1 jest czgsta choroba autosomalna dominujaca (1:3500 z.u.), eks-
wpresja jest indywidualne zmienna i zalezna od wieku. Okoto potowa przypadkéw jest spora-
dyczna i wynika z mutacji de novo; jednak ryzyko u ich potomstwa wynosi 50 %.Znaczna
wielko$¢ genu neurofibrominy uniemozliwia rutynowa diagnostyke molekularna, ktora jest
zarezerwowana dla przypadkow diagnostycznie trudnych (n. segmentowa, mozaiki, fenotypy
z niepetna penetracja lub ekspresja). Rozpoznanie ustala si¢ w oparciu o kryteria kliniczne
ujete w NF1 ,,NIH Consensus Conference Criteria”. Ekspresja objawow jest indywidualnie
I rodzinnie zmienna.

Przedstawiono zasady diagnostyki, opieki i oceny ryzyka nowotworowego. Poza
zmianami skornymi rozwijaja si¢ takze glejaki okolicy n. wzrokowego (astrocytoma pilocyti-
cum) i rozlane hiperintensywne ogniska T2 w MRI OUN. Towarzyszy¢ im moze padaczka,
zaburzenia hormonalne i widzenia, deficyty psychospoteczne. Czgste sa dysplazje i wady
szkieletu.

Mutacje NF1 zwigkszaja ryzko nowotworow, jednak nie sa znane doktadne wartosci
ryzyka. Wysokie ryzyk dotyczy guzow wywodzacych si¢ z otoczki nerwow obwodowych
(MPST) i biataczek. Te ostatnie opisywane sa jako postaci biataczki nie - limfocytowej
0 wczesnym poczatku; przebiega ona ze ztym rokowaniem.

Przedstawiono rzadkie zespoly chorobowe skojarzone z NF1 1 ich r6znicowanie. Mu-
tacje opisanego niedawno genu SPRED sa odpowiedzialne za zespot faczacy objawy zespotu

Noonan i NF1, klasyfikowane poprzednio jako forma kliniczna typowej NF1.

Stowa kluczowe: choroba v. Recklinghausena, neurofibromina, kryteria diagnostyczne, opie-
ka i poradnictwo
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Summary

Neurofibromatosis 1 is a relatively frequent autosomal dominant disease (1:3500 live
births), its expression depends on the and on an individual. 50% of the cases results from de
novo mutations and are non—familial, but NF1 manifests in following generations with a 50%
risk. Due to the great size of the neurofibromin gene, molecular analysis is not routinely em-
ployed and is reserved primarily for cases difficult to diagnose (e.g. segmental form, mosaics,
not fully penetrating and expressing phenotypes). The disease is diagnosed based on the anal-
ysis of defining clinical features, summarized in 1997 in NF1 NIH Consensus Conference
Criteria expression of the symptoms individually and familial varies. The following section
presents the principles of diagnosis, familia care and neoplasia risk determination. In addition
to distinguishable skin lesions, patients develop gliomas near the optic pathways, and diffuse
hyperintensive foci of the MRI T2 signal in CNS. Gliomas are morphologically presented as
astrocytoma pilocyticum. NF1 may be associated with epilepsy, visual and hormonal disor-
ders and psychosocial deficits. Skeletal dysplasias and deformations occur frequently.

NF1 mutations increase the risk of neoplasia however, risk profiles remain unknown.
High risk is linked with MPNST - Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumors and leukemia,
described as Juvenile Onset Non-Lymphocytic Leukemia (refractory and with a poor progno-
sis).

Additionally presented are rare similar syndromes difficult to diagnose. Mutations of
the newly discovered gene SPRED are responsible for a different syndrome, combining signs

of Noonan Syndrome and NF1, previously classified as the clinical form of NF1.

Key words: von Recklinghausen disease, neurofibromin, criteria of diagnosis, familial care,

risk of neoplasia
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NF1 nalezy do stosunkowo czgstych choréb autosomalnych dominujacych; notowana
jest z czestoscia ok. 1:3000 urodzen. Choroba zaliczana jest do grupy fakomatoz; (greckie
phakos ,,naznaczony przy urodzeniu®). Zaliczane sa do tej grupy rozmaitej natury choroby,
obejmujace rownoczesnie roézne listki zarodkowe, ktorych ztozona symptomatologia dotyczy
skory, uktadu nerwowego i narzadu wzroku. Zmiany patologiczne w NF1 sa gtéwnie pocho-
dzenia neuroektodermalnego (1-4).

W znaczacej liczbie przypadkéw choroba pozostaje nierozpoznana. Przyczynia si¢ do
tego jej tradycyjne prezentowanie w podrecznikach, w ktorych zazwyczaj opisywani sa pa-
cjenci wykazujacy krancowe nasilenie objawdw skornych; w rzeczywistosci W wigkszosci
przypadkéw NF1 ma dyskretny przebieg a nasilenie objawow wykazuje bardzo duza rozpig-

tos¢ tak w obrebie danej rodziny jak i w zaleznosci od wieku u tego samego pacjenta (2).

OBJAWY | ROZPOZNANIE

Rozpoznanie NF1 jest oparte zazwyczaj o badanie klinicznie oceniajace wystgpowanie
tzw. duzych i matych objawow. Ich liste przedstawiono w tabeli 1. Przeprowadzenie diagno-
styki molekularnej nie jest konieczne do rozpoznania NF1. Zaréwno duze jak i mate objawy
wykazuja znaczna zmiennos¢ zaréwno konstelacji jak i dynamiki; dotyczy to takze poszcze-
golnych chorych w tej samej rodzinie. Zaleznos¢ charakterystyki klinicznej od wieku jest
szczegolnie widoczna u dzieci. Wraz z faktem, iz w NF1 prawdopodobnie nie wystepuja jed-
noznaczne korelacje genotypowo-fenotypowe, powoduje to, ze indywidualne prognozowanie
przebiegu choroby jest niemozliwe.

Obowiazujace kryteria rozpoznawania NF1 zostaty sprecyzowane w 1997 r. jako tzw.
NF1 NIH Consensus Conference Criteria (5). Zgodnie z tym ustaleniem NF1 rozpoznajemy
u pacjenta, u ktorego spetnione sa przynajmniej dwa z ponizszych warunkow:

1) szes¢ lub wigcej plam café-au-lait, przekraczajacych 5 mm przed okresem dojrzewa-

nia i 15 mm po okresie dojrzewania;

Tab. 1. Zmiana w eksonach w genie NF1 oraz ich skutek

Mutacja Skutek
Ekson 2 168C>T Ser 56 Ser
Ekson 3 239C>A Tyr 80 Ser
Ekson 4 342 C>T Leu 114 Leu
Intron 4 C>T Polimorfizm

293



Ekson 5 492delACTT Frame-shift
499delTGTT Frame-shift
574C>T Arg 192 Stop

Ekson 18 2022 C>T Ser 674 Ser
2034 G>A Pro 678 Pro

2) dwa lub wigcej nerwiakowtokniaki jakiegokolwiek typu lub jeden nerwiak splotowa-
ty;

3) piegi i/lub przebarwienia w niedostepnych dla $wiatta okolicach ciata (ok. pachowe,
wzgorek tonowy);

4) glejak narzadu wzrokowego;

5) dwa lub wigcej guzki Lisha;

6) charakterystyczne objawy kostne;

7) krewny I° spelniajacy powyzsze kryteria.

[Wg Huson i Korfa (2)].

Pojedyncze plamy café-au-lait wystepuja u ok. 10-15% zdrowych dzieci, nie zawsze
u chorych z NF1 i sa widoczne zaraz po urodzeniu; ich brak w okresie dojrzewania wyklucza
z niemal catkowita pewnoscia NF1 (2-4).

Widkniaki skorne pojawiaja Si¢ niemal u kazdego pacjenta z NF1; leza w obrgbie sko-
ry i naskorka, wykazuja ,,gumowata” konsystencje i daja si¢ pasywnie w niewielkim stopniu
przemieszczaé¢. Sa zwykle niebolesne, niekiedy swedza. U czesci pacjentow wiodkniaki moga
z wiekiem ewoluowa¢ do form brodawkowatych powodujacych dramatyczne deformacje
znane z klasycznych opiso6w choroby. Wtokniaki guzowate u 5% pacjentow moga lokalizo-
wac si¢ na przebiegu pni nerwowych stajac si¢ powodem powiktan neurologicznych; sa wow-
czas zwykle bolesne (2-4).

Guzki Lisha sa to hamartomata teczowki; nie sa zagrozeniem dla wzroku, stanowia
natomiast cenna cecheg diagnostyczna. Powinny by¢ oceniane w lampie szczelinowej (2, 3).
Widkniaki splotowate moga obejmowac pochewki wielu nerwow i ich odgatezien.

Duze guzki podskorne osiagajace niekiedy rozmiar kilku i wigcej cm, rosna szybko
w pierwszych latach zycia, potem zwykle ulegaja stabilizacji. Skoéra nad nimi jest zwykle
znacznie zmieniona, moga wywotywac silny bol, swiad i szeroki zakres objawow wynikaja-

cych z ucisku na nerwy i kosci. Moga one ulega¢ transformacji ztosliwej, chociaz wigkszosé
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opisywanych w NF1 migsakow powstaje w okolicach niewykazujacych typowych dla tej cho-
roby zmian (2).

Glejaki narzadu wzrokowego i mozgu oraz tzw. ogniska zwigkszonej intensywnosci
sygnatu T2 w badaniu MRI wystepuja juz w wieku dziecigcym u 15% pacjentow, a glejaki
zwykle wykazuja strukturg astrocytoma pilocyticum. Moga by¢ zlokalizowane na catym
przebiegu drogi wzrokowej, co wiaze si¢ z pojawianiem si¢ objawow takich jak proptosis,
obnizenie ostrosci wzroku, ubytki pola widzenia. Stosunkowo czesta jest takze ich podwzgo-
rzowa lokalizacja, powodujac endokrynopatie, takie jak niedobor hormonu wzrostu (stosowa-
nie lecznicze rh-GH u pacjentow z dysfunkcjami podwgorza w przebiegu NF1 jest nadal
przedmiotem dyskusji), czy przedwczesne pokwitanie. Manifestacja niektorych lokalizacji
glejakow bywa trudna w leczeniu padaczka.

W przebiegu glejakow nierzadko obserwuje sig ich samoistna regresje lub stabilizacje;
sa to jednak zdarzenia nieprzewidywalne a decyzje o podjeciu lub zaniechaniu leczenia naleza
w takich przypadkach do bardzo trudnych (2).

Znaczny odsetek chorych z NF1 wykazuje dysplazje i deformacje kostne, na ktorych
czoto wysuwa sie zwykle skolioza w odcinku piersiowym kregostupa (6). We wiasnych ba-
daniach stwierdzilismy, ze zmianom tym z reguty towarzyszy obnizenie masy kostne;j.

Ok. 1/3 chorych wykazuje deficyty psychospoteczne; znacznego i sredniego stopnia
opoznienie umystowe dotyczy zazwyczaj jednak mniej niz 1% chorych. U 30-60% pacjentow
wystepuja mikropatologie orientacji wzrokowo-przestrzennej, dysleksje, gorsza pamie¢ krot-

koterminowa, gorsze wyniki testow werbalnych w badaniu 1Q (1, 2, 4, 7-10).

MOLEKULARNE PODLOZE NF1

NF1 wykazuje rodowodowe cechy choroby autosomalne dominujacej z penetracja
siegajaca 100% i bardzo zmienna ekspresja mutacji genu NF1 (biatka neurofibrominy) (2, 9).

Potowa przypadkow jest wynikiem nowych mutacji i nie ma charakteru rodzinnego;
dzieci takich o0sob dziedzicz a chorobg z typowym ryzykiem 50% (2).

Gen neurofibrominy wykazuje znaczne rozmiary (ponad 350 kpz) i sktada si¢ z 60 ko-
dujacych biatko Eksonéw. DNA genu NF1 ulega w r6znych tkankach odmiennej, charaktery-
stycznej alternatywnej transkrypcji; istnieja przynajmniej cztery roézne jego transkrypty.
W obrebie genu NF1 opisano u chorych z NF1 wszystkie znane rodzaje mutacji, przyttaczaja-
ca ich wigkszos¢ powoduje przedwczesna terminacje syntezy biatka; nadzieje diagnostyczne

budzi zatem test PTT. Lokalizacja mutacji nie wykazuje typowych ,,hot spots”; zaznaczaja si¢
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jedynie preferencje lokalizacji w okolicach sekwencji metylowanych i wysoko powtarzal-
nych.
Obecnie diagnostyka molekularna nie jest stosowana rutynowo w rozpoznawaniu NF1 (2).
Produkt genu NF1 - biatko neurofibromina — posiada domeng homologiczna z rodzina
biatek aktywujacych GTP-azeg; warunkuje ona jego rolg jako regulatora aktywnosci onkogenu
p21ras i syntezy niektorych czynnikow wzrostowych np. z rodziny NGF (11). Na poziomie
komoérkowym gen NF1 wykazuje takze szereg cech typowych dla genow supresorow; opisano
m.in. wystepowanie typowych ,.dwu trafien” mutacyjnych w nowotworach i neurofibroma-
tach u chorych z NF1. Utrata heterozygotycznosci w nerwiakowtokniakach dotyczy zazwy-

czaj komorek Schwanna (9).

NOWOTWORY ZLOSLIWE A NF1

U chorych z NF1 ze zwigkszona czg¢stoscia wystepuja nowotwory ztosliwe. Sa to
zwykle migsaki prazkowanokomorkowe, ztosliwe guzy otoczki nn. obwodowych (MPNST -
Malignant Peripheral Nerve Sheath Tumours) i biataczki. Wigkszos¢ zmian OUN to gwiaz-
dziaki.

Roznicowanie w MRI fagodnych ognisk T2 zageszczen z glejakami wymaga powta-
rzanych obserwacji ocenianych przez doswiadczonego neuroradiologa. MPST sa wysoce
agresywnymi migsakami powstatymi zwykle w obszarze wtokniakow splotowatych (1, 2, 4).

U chorych z NF1 podwyzszone jest ryzyko wzgledne wystapienia biataczki. Dotyczy
to zwlaszcza wczesnodziecigcej biataczki nie-limfocytowej wykazujacej pewne odmiennosci
przebiegu (12-14). Bywa ona poprzedzona zmianami barwnikowymi o typie juvenile xantho-
granuloma, wystepujacymi zazwyczaj na granicy linii wiosow - nie wiadomo jednak, czy te
zmiany skorne mozna traktowa¢ jako zapowiadajace biataczke (15). Biataczka opisywana
zwykle jako luvenile Onset Non Lymphocytic Laeukemia w NF1 przebiega zwykle ci¢zej ani-
zeli podobne biataczki bez NF1 i wykazuje opornos¢ na leczenie (13, 14).

Wartosci liczbowe ryzyka nowotworowego u chorych z NF1 sa przedmiotem badan
I dyskusji; jest ono przynajmniej o0 5% wyzsze anizeli dla porownywalnej standardowej popu-
lacji; wartosci te w $wietle ostatnich obserwacji wydaja si¢ zanizone (2). Wartosci ryzyka po-
szczegbdlnych rodzajow nowotwordéw dla cztonkoéw rodzin chorych z NF1 nie sa znane.

NF1 jest przekazywana potomkom chorego z prawdopodobienstwem 50%.

OPIEKA NAD CHORYMI | RODZINAMI Z NF1
Nie opracowano dotad powszechnie przyjetego u chorych schematu postgpowania,

a w wigkszosci osrodkow zaleca sig (1-3, 5, 7):
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— stalg kontrole ambulatoryjna przynajmniej 1 x rocznie, kontrola MRI mozgowia

i rdzenia przedtuzonego 1 x 2 lata;

— przy pierwszym badaniu i zawsze w przypadku nowych ukierunkowanych skarg:
a) petne badanie neurologiczne;
b) pelne badanie okulistyczne z ocena liczby guzéw Lisha w lampie szczelino-
wej, doktadna ocena pola widzenia, ERG;
c) petna ocena dermatologiczna z dokumentacja charakterystyki zmian;
d) petne badanie ortopedyczne; celowa wydaje si¢ ocena gestosci kosci;
e) metoda klasyczna u dorostych a sonda ultra-dzwigkowa u dzieci;
f) pomiar RR (i we wiasnym zakresie z dokumentacja 1x w miesiacu).

Ze wzgledu na zwiazana z wiekiem dynamike zmian chorobowych w pierwszych dwu
latach zycia nalezy potozy¢ szczegolny nacisk na monitorowanie widkniakoéw splotowatych,
zmian sugerujacych mozliwosé pojawienia sig biataczki, dysplazje kosci klinowej i kosci dtu-
gich konczyn dolnych. Mozliwie wczesnie nalezy wdrozy¢ kontrolg ogolnorozwojowa z do-
kumentacja wzrostu - istnieja specjalne nomogramy dla NF1 (8), ocene i korekcje logope-
dyczna (10). U dzieci starszych i dorostych istotne znacznie ma monitorowanie i korekcja in-
nych zmian w kosécu - zwtlaszcza w kregostupie (6).

NF1 jest choroba nieuleczalna a postgpowanie ma charakter objawowy. Decyzja o za-
stosowaniu radioterapii lub leczenia operacyjnego glejakow zawsze byta dyskusyjna i wysoce
zindywidualizowana, zwlaszcza wobec nieprzewidywalnosci ich dalszej ewolucji; ostatnio
pierwszenstwo wydaje si¢ zdobywa¢ chemioterapia (2).

Niektore osrodki zaproponowaty state stosowanie u chorych Ketotifenu (Zaditen)
w dawkach dziennych 2-4 mg; postepowanie ma zmniejsza¢ szybkos¢ przyrostu masy ner-
wiakowlokniakoéw. Jednym z potencjalnych mechanizm 6w jego dziatania ma by¢ wptyw na
komorki tuczne zawarte w nerwiakowtokniakach. Terapia taka, propagowana w niektorych
krajach, zdaniem innych znawcéw NF1 ma jedynie efekt placebo. Zwraca jednak uwage, ze
lek ten jest wolny w stosowaniu diugoterminowym od istotnych skutkéw ubocznych i wywie-
ra u chorych z NF1 niekwestionowane, dodatkowe pozytywne efekty jak dziatanie uspokaja-
jace, synergizm z lekami przeciw padaczkowymi tatwiejsze opanowywanie napadow padacz-
kowych, dziatanie przeciwswiadowe. Wobec braku innych metod farmakoterapii stanowi to
argument za dalszym gromadzeniem doswiadczen w tym zakresie (4).

Niedobor wzrostu u dzieci z NF1 wynikajacy w znacznym stopniu z podwzgorzowej
lokalizacji zmian wymaga statego monitorowania i jest uwazany za wskazanie do stosowania

re-ombinowanego hormonu wzrostu w wyspecjalizowanym osrodku pediatrycznym. Informa-
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cje o mozliwym wptywie takiego leczenia na rozrost nerwiakowltokniakéw i mozliwos¢ ich
dalszego ztosliwienia sa jednak niezwykle skape; zwraca uwagg fakt, ze szereg mediatorow
istotnych dla ewolucji guzkow neurofibromatycznych - jak np. IGF - to jednoczesnie media-
tory hormonu wzrostu.

Leczenie chirurgiczne szpecacych obwodowych zmian skornych powinno by¢ podej-
mowane ostroznie ze wzgledu na czesto nadspodziewanie duze ich ukrwienie a niekiedy zte
gojenie si¢ rany. W naszym Osrodku rezerwujemy je dla zmian szczegolnie szpecacych lub
uposledzajacych funkcje zyciowe (2, 3). Leczenie operacyjne nerwiakéw splotowatych
I zmian podejrzanych o MPNST jest domena osrodkéw neurochirurgicznych dobrze zaznajo-
mionych z NF1 (2).

U wszystkich krewnych I° probantéw wykonujemy jednorazowo petne badanie okuli-
styczne i ocene dermatologiczna a w razie watpliwosci badanie neurologiczne z ocena MRI.
W przypadku braku objawow przy pierwszym badaniu mtodszego rodzenstwa chorych dzieci
ich oceng powtarzamy w 3, 51 7 roku zycia (1, 2, 7).

ATYPOWE FORMY NF-1

NF1 segmentowa: objawy NF1 zlokalizowane asymetrycznie i tylko w niektorych
okolicach ciata, pacjenci czgsto wolni sa od zmian w OUN i nie stwierdza si¢ u nich guzkéw
Lisha. Lokalizacja zmian koncentruje si¢ zwykle na ektodermie i moze odpowiadaé tzw.
liniom wzrostowym Blaschko. Mutacje neurofibrominy nie sa wtedy wykrywane w leukocy-
tach krwi obwodowej lub fibroblastach okolic wolnych od mian, maja typowy charakter
w DNA pozyskanym z patologicznego ,,segmentu”. Forma ta z reguty nie wystepuje rodowo-
dowo, jest uwazana na skutek tacznego dziatania mutagenezy de novo i mozaikowosci post-
zygotycznej. NF1 segmentowa stanowi najtrudniejsza diagnostycznie posta¢ tej choroby.

Zespol NF1 - Noonan: Od dawna obserwowano u dzieci trudne diagnostycznie feno-
typy ztozone wykazujace wigkszosc¢ (ale nie wszystkie) cechy NF1 jak i zespotu Noonan (wa-
runkowany zwykle przez gen PTPN). U pacjentow takich tylko wyjatkowo odnajdywano mu-
tacje neurofibrominy.

W 2007 r. wieloosrodkowy zespo6t na podstawie analizy pigciu wielopokoleniowych
rodzin o takim fenotypie przypisat jednoznacznie powyzszy fenotyp do mutacyjnej inaktywa-
cji genu SPREDL1. Gen ten jest negatywnym regulatorem w kaskadzie RAS, co ttumaczy ze-
spot objawowy wspolny z NF1 gen sktada si¢ z zaledwie 8 eksonow 1 jest stosunkowo tatwy
w sekwencjonowaniu (1). Analiza genu bedzie w najblizszym czasie dostgpna w naszym
Osrodku.

298



W ubiegtych latach opisano réwniez pojedynczych pacjentéw z mutacjami genu
PTPN, czescia objawow NF1, niewykazujacych natomiast typowych dla mutacji tego genu
cech zespotu Noonan lub ekspresjonujacych je w niewielkim stopniu. Podobne spostrzezenia
dotycz a rowniez genow KRAS i SOS1. Wszystkie te geny koduja rozne biatka regulatorowe
kaskady RAS; sugeruje to zaleznos¢ poszczegdlnych objawoéw NF1 od funkcji réznych in-
nych elementow tej kaskady a nie tylko samej neurofibrominy (1, 2).

Zespol NPDC (Neurofibromatosis, Pheochromocytoma, Duodenal Carcinoma, OMIM
1622400), opisany przez Griffithsa i wsp. w 1983 r., znany dotad w trzech rodzinach o nie-
ustalonym podtozu genetycznym. Pierwsza wyrazna manifestacja kliniczna jest zazwyczaj
z6Maczka (3).

Zespol NF1 - HNPCC: wspotwystepowanie obu patologii opisano dotad w Kilku nie-
zaleznych rodzinach; w niektorych z nich przeprowadzono petne sekwencjonowanie genu
neurofibrominy i nie odnotowano mutacji; w rodzinach tych stwierdzono natomiast mutacje
genu hMLH1 (4, 5).

DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA NF1 W MIEDZYNARODOWYM CENTRUM
NOWOTWOROW DZIEDZICZNYCH W SZCZECINIE

Poniewaz gen neurofibrominy charakteryzuje si¢ znacznymi rozmiarami (promotor +
60 eksonow) jego sekwencjonowanie jest dtugotrwate i kosztowne. Dotad nie znaleziono hot
spots ani preferencji etnicznych w wystepowaniu mutacji, ktore mogtyby utatwi¢ diagnosty-
ke. W diagnostyce klinicznej pacjentow spetniajacych kryteria diagnostyczne NIH sekwen-
cjonowanie nie jest rutynowo stosowane. Metode ta rezerwuje si¢ zwykle dla pacjentow o
niepetnej manifestacji klinicznej, nasuwajacych watpliwosci diagnostyczne, postaci segmen-
towej NF1 itp.

Technike sekwencjonowania wdrozono w naszym Osrodku - jak dotad dla promotora
I pierwszych dziesigciu eksonow. W trakcie przygotowania metodycznego znajduje si¢ dia-
gnostyka pozostatych eksonoéw. Przeprowadzono sekwencjonowanie u 80 pacjentow. Odnale-
zione mutacje przedstawia tabela 1.

Do analizy genu neurofibrominy wdrozono réwniez technike MLPA. Jest ona nieco
prostsza, szybsza i tansza, co umozliwito badanie catego genu. Technika ta przeanalizowano
cata sekwencje genu u 45 kolejnych pacjentéw, stwierdzajac odpowiednio mutacje u 8 z nich
- byty to zmiany w eksonach 3, 4, 16, 18, 21, 31, 34 i 44. Ponadto duza delecje obejmujaca
caty gen NF1 stwierdzono u innych 2 pacjentow pochodzacych z tej samej rodziny (matka

1 corka).
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W ciagu najblizszych tygodni dostgpna bedzie diagnostyka molekularna genu

SPRED1.
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Streszczenie

NF?2 jest rzadka choroba autosomalnie dominujaca, ze ztym rokowaniem, wynikajaca z
mutacji genu merliny. Gen zlokalizowany jest w chromosomie 22q12.2. Merlina jest biatkiem,
uczestniczacym w szlaku sygnalowym onkogenu RAS. Ryzyko przekazania choroby potom-
stwu wynosi 50 % a penetracja sigga 100 %. Zmiany skorne sa zblizone do obserwowanych w
NF1 lecz stabiej espresjonowane. Mimo podobnej nazwy i objawow NF2 jest choroba catkowi-
cie odmienna od NF1. Charakteryzuje si¢ ona obustronnie synchronicznie lub metachronicznie
pojawiajacymi si¢ guzami typu schwannoma n. stuchowego ale takze o innych lokalizacjach w
obrebie uktadu nerwowego. Niemal zawsze rozwijaja si¢ one przed 30 r.z. Pierwszymi obja-
wami moga by¢: motoneuropatia i za¢ma. Plamy café-au-lait wystepuja zwykle w liczbie
mniejszej niz 6 1 sa mniejsze, anizeli w NF1. Réwniez zmiany oczne maja inny charakter i po-
woduja tylko dyskretne objawy. Wczesne objawy sa wywolane przez guzy przedsionkowe i
moga si¢ ogranicza¢ do dyskretnych, asymetrycznych, postgpujacych deficytow stuchu. Guzy
znacznych rozmiardw moga pozostawacé nierozpoznane.

Okoto potowa przypadkéw ma charakter rodzinny, pozostate wynikaja z mutacji de
novo. 20 — 30 % przypadkow sporadycznych ma charakter mozaikowy.

Rozpoznanie, podobnie jak w NF1 ustalane jest w oparciu o objawy kliniczne i kryteria
NIH. Diagnostyka mutacji jest mozliwa a jej efektywnos$¢ w ostatnich latach znacznie wzrosta;
mozliwa jest takze diagnostyka prenatalna.

Przedstawiono zasady poradnictwa genetycznego i opieki medycznej w rodzinach
z NF2,

Stowa kluczowe: neurofibromatosis 11, schwannoma n. stuchowego, opieka i poradnictwo ro-

dzinne
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Summary

NF2 is a rare autosomal dominant disorder, with poor prognosis, due to merlin gene mu-
tations. The gene was localized to chromosome 22g12.2. Merlin is a protein probably involved
in oncogene RAS signaling pathway. Risk of inheritance is ~ 50 %. The penetrance reaches up
to almost 100%. Skin lesions are similar to those observed in NF1 but usually of lower expres-
sion. Despite the similar name and some clinical signs NF2 is completely different from NF1.
NF2 is characterized by the high risk of bilateral vestibular schwannomas
and other tumors of nerve tissue. Almost all affected people develop tumors by the age of 30.
VS tumors develop bilaterally either synchronically or metachronically. Motoneuropathy and
cataracts may be the first signs and occur, in some cases, in childhood. Café-au-lait spots
hardly ever reach the number of six which is typical for NF1. They are smaller and never asso-
ciated with pigmented skin lesions. Eye lesions are different compare to NF1 and cause only
subtle vision defects Early symptoms are usually caused by VS. Generally it takes many years
to develop a clinically noticeable progressive, asymmetric hearing deficit. Even huge VS may
be not diagnosed.

About 50% of the cases are familial, the rest occur due to de novo mutations. 25-30%
of non-familial cases are mosaic for an NF2 mutation. Large submicroscopic deletions are pre-
sent in 10-15% of families. Clinical diagnosis can be made, similar to NF1, by employing NIH
clinical consensus criteria. Mutation scanning is used and in recent years its effectiveness
grows. Prenatal diagnosis is also possible.

The chapter presents the principles of the genetic counseling and medical care for fami-
lies with NF2.

Key words: neurofibromatosis 2, merlin, vestibular schwannoma, familial care and counselling
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NF2 wykazuje rodowodowe cechy choroby o uwarunkowaniu autosomalnym dominu-
jacym, z niemal 100% penetracja, a W jej przebiegu obserwuje si¢ zmiany skorne przypomina-
jace NF1; jest ona jednak catkowicie odrebna jednostka chorobowa, warunkowana przez inny
gen merliny, zawarty w chromosomie 22g12.2. NF2 wystepuje rzadko - rozpoznawana jest w
populacjach europejskich z czestoscia 1:210 000, ale jest niedoszacowana, rzeczywista czgstosé
zywych urodzen oceniana jest na 1:25-45000. Potowa pacjentow to osoby, u ktorych choroba
powstata w zwiazku z mutacja germinalna de novo (1-4).

ROZPOZNANIE | PRZEBIEG KLINICZNY

Charakterystyczne dla NF2 sa trzy grupy objawow: nowotwory - zazwyczaj ,,schwan-
noma” gatezi przedsionkowej narzadu stuchowego, zmiany skérne o charakterze café-au-lait
(CAL) a niekiedy guzkowatym — ich liczba i wielkos¢ z reguty jest mniejsza anizeli w NF1
oraz zmiany oczne, takie jak za¢ma, zmetnienia soczewki, zmiany barwnikowe i hamartomata
siatkowki. Najczgsciej wystepujace w NF2 nowotwory, okreslane poprzednio jako acoustic
neurinoma sa obecnie, zgodnie z NIH Consensus Conference of Acoustic Neuroma - 1992 (5)
definiowane jako schwannoma narzadu przedsionkowego (vestibular schwannoma - VS). Ce-
chy kliniczne NF2 i czestos¢ ich wystepowania przedstawiono w tabelil.

Kryteria upowazniajace do rozpoznania NF2, zmodyfikowane w stosunku do NIH Con-
sensus ze wzgledu na dogodnos¢ w stosowaniu (2) przedstawiaja sig nastepujaco:

1) Obustronne VS potwierdzone histopatologicznie lub widoczne w MRI przy uzyciu gan-
dolinium,

lub:

2) Krewny I° z wykrytym NF2 i wystapienie u badanego

a) jednostronnego VS
lub:

b) wspolwystepowania przynajmniej dwu z nizej wymienionych cech: meningio-
ma, glioma, schwannoma, podtorebkowego zmetnienia soczewki, zwapnien
srédmozgowych,

3) Jednostronny VS i wspolwystepowanie przynajmniej dwu z cech nizej wymienionych:
meningioma, glioma, schwannoma, podtorebkowego zmegtnienia soczewki, zwapnien
sroédmozgowych,

lub:

4) Dwa lub wigcej meningioma i wspotwystgpowanie przynajmniej jednej z wymienio-

nych zmian: glioma, schwannoma, podtorebkowe zmetnienia soczewki, zwapnienia

srodmozgowe.
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Guzy VS pojawiaja si¢ obustronnie, synchronicznie lub metachronicznie u 85-95% cho-
rych; w przypadku manifestacji asynchronicznej odstep czasu pomigdzy ich pojawianiem si¢
wynosi srednio 7,5 roku (~20 lat). Pierwszymi, niecharakterystycznymi objawami VS sa szum

w uszach, zawroty gtowy, stopniowa i trudno uchwytna utrata styszenia (3, 6, 7).

Tab. 1. Gtéwne objawy NF2 i odsetkowa czgstosé ich wystgpowania

Objaw Odsetek chorych z manifestacja
Guzy - wigkszo$¢ bezobjawowa!!!
VS obustronne 85
VS jednostronne 6
Meningioma mozgowia 45
Meningioma rdzenia przedtuzonego 26
Astrocytoma 4
Ependymoma 2,5
Neuropatia obwodowa 3
Schwannoma obwodowe 68
CAL
1-6 43
3-6 8
Zaéma 81
Hamartoma i zmiany barwnikowe siatkowki 9

Schwannoma z inna niz narzad stuchowy lokalizacja wystepuja réwniez czesto i sa ob-
serwowane u 75-90% pacjentdéw. Moga by¢ zlokalizowane réwniez W rdzeniu przedtuzonym.
Tylko 26% z nich powoduje u pacjenta dolegliwosci zgtaszane w chwili wykrywania choroby.
Radiologicznie a takze w ocenie $rodoperacyjnej in situ sa one nieodréznialne od nerwiako-
wiokniakoéw rdzenia wystepujacych w NF1; rozstrzyga réznicowanie histopatologiczne (3).

Zmiany café-au-lait wyjatkowo tylko osiagaja charakterystyczna dla NF1 liczbe sze-
sciu, sa mniejsze anizeli w NF1, nigdy nie towarzysza im zmiany barwnikowe okolic pacho-
wych.

Guzy nerwow obwodowych manifestuja si¢ klinicznie jako (3, 7):

— guzki skoérne — ,,NF2 plaques” - widoczne u ok. potowy chorych, dobrze odgraniczone
wygorowania o szorstkiej powierzchni, otoczone zwykle owtosieniem, nieprzekraczaja-
ce srednicy 2 cm;

— ,,guzki NF1 podobne” - widoczne u ok. 40% pacjentow.

Zmiany nerwow obwodowych wykazuja zawsze strukturg schwannoma.
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Objawy oczne (zmgtnienia podtorebkowe, rozne formy zaémy, przerost barwnikowy
siatkowki 1 jej hamartomaty) tylko wyjatkowo zgtaszane sa jako uchwytne dla pacjenta zabu-
rzenia widzenia (3, 6, 7).

Pierwsze zgtaszane przez chorych objawy NF1 pojawiaja si¢ zazwyczaj ok. 20 r.z.
(2-52 lat), sredni wiek rozpoznania w wyspecjalizowanych osrodkach oceniano na 27-28 lat
jednak az u 10% chorych rozpoznanie mozna postawic ok. 10 r.z. w okresie bezobjawowym (3,
6).

Wczesnymi objawami sa zwykle dolegliwosci wywotane przez VS. Rozwdj klinicznie
uchwytnego inwalidztwa stuchu trwa zwykle wiele lat i nawet duze VS moga pozostawac bez-
objawowe. Poniewaz interwencja operacyjna wiaze si¢ z reguty z utrata stuchu, utrudnia to de-
cyzje o jej podjeciu (3).

Klinicznie NF2 wykazuje znaczna heterogennos¢ objawow, jednak zazwyczaj wystepu-
je w jednej z dwoch form:

— umiarkowanej (typ Gardnera 1A) z poczatkiem zwykle ok. 25 r.z, dominujacym ze-
spotem objawowym zwiazanym z VS i stosunkowo staba ekspresja innych guzéow
1 zmian skoérnych;

— ciezkiej (typ Wishart 2B) z poczatkiem przed 25 r.z., VS stwierdzanymi tylko u poto-
wy chorych; czestymi, duzymi, mnogimi guzami o innych lokalizacjach; szybkim prze-
biegiem i zgonem zwykle przed okresem prokreacji (1, 3, 7, 8).

Ostatecznie choroba pozostaje zawsze nieuleczalna i prognoza jest zta; srednie przezy-
cie od chwili rozpoznania u pacjentow wyspecjalizowanych osrodkow brytyjskich wynosi ok.
15 lat, a srednia dtugos¢ zycia ok. 36 lat (3).

DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA NF2

Zlokalizowany w chromosomie 22 i 0 znanej sekwencji gen NF2 sktada si¢ z 16 konsty-
tutywnie 1 alternatywnie wycinanego eksonu. Na skutek alternatywnego odczytywania se-
kwencji gen koduje przynajmniej 2 formy biatka - merliny o odrgbnej ekspresji tkankowej. Se-
kwencja genu NF2 wykazuje homologi¢ z genami rodziny okreslanej jako ,,biatka 4,1”; ich
funkcja w komorce - podobnie jak samej merliny - polega na posredniczeniu w interakcjach
pomigdzy srodowiskiem zewngtrznym komorek a cytoszkieletem.

Charakterystyka mutacji w guzach typu schwannoma, zwtaszcza utrata heterozygotycz-
nosci mutacji konstytucyjnych, kwalifikuje gen NF 1 do grupy supresoréw. Obserwowane mu-
tacje konstytucyjne to zwykle utraty znacznych obszarow lub calego genu oraz mutacje typu
,,Stop”, powodujace znaczne skrocenie czasteczki biatka - merliny i utrate jego funkcji. Fenoty-

py ..fagodne” typu Gardnera 1A, obserwuje si¢ u nosicieli mutacji uszkadzajacych czes¢ kar-
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boksylow a merliny. Fenotypy ,.ci¢zkie” typu Wishart 2B pojawiaja si¢ zwykle u nosicieli mu-
tacji typu ,,stop” ze znacznym skroceniem biatka lub u nosicieli duzych delecji (6, 7).

W praktyce diagnostycznej skuteczno$¢ osiaga sie¢ po wykorzystaniu wszystkich do-
stepnych metod analiz uzyskuje si¢ u 90% pacjentow z uwarunkowaniem rodzinnym
1 ~70% os6b spetniajacych w pelni kryteria diagnostyczne, ale rodowodowo izolowanych.

Stosunkowo znaczny odsetek, wsréd pacjentow z NF2 stanowia nosiciele duzych
delecji w obszarze genu NF2. Moga one by¢ wykryte technikami cytogenetycznymi o wysokiej
rozdzielczosci lub FISH i czesto pojawiaja sie w formie takich aberracji chromosomu 22 jak
inwersja/delecja, chromosom pierscieniowy, translokacja/delecja itp. Mniejsze delecje
I mutacje punktowe diagnozuje si¢ zwykle technika MLPA i/lub sekwencjonowaniem. Na
szczegolne podkreslenie zastuguje stosunkowo wysoki odsetek osob z postacia mozaikowa mu-
tacji konstytucyjnej; siega on prawdopodobnie 30% wszystkich chorych - u 0s6b takich analizy
DNA z leukocytéw nie wykazuja zwykle mutacji konstytucyjnej a w jej poszukiwaniu ko-
nieczne jest odwotanie si¢ do DNA guza z pomniejszym poszukiwaniem w réznych tkankach
obwodowych. W szczegolnosci dotyczy to pacjentow rodowodowo izolowanych (1). Pacjenci
ci moga réwniez sprawi¢ trudnosci diagnostyczne z powodu tagodniejszego przebiegu choroby
I jej jednostronnosci.

W przeciwienstwie do genu NF1, whasciwosci genu NF2, a zwlaszcza mniejsza dtugosé
genu, zatem krotszy czas i mniejsze koszty badania, czynia realnym stosowanie jego diagno-
styki molekularnej w praktycznym postepowaniu klinicznym; dotyczy to zarowno sekwencjo-
nowania, jak i diagnostyki rodzin poprzez badanie wewnatrz- i zewnatrzgenowych markerow
sprzgzonych. Szczegolna rolg odgrywa diagnostyka molekularna w wykrywaniu/wykluczaniu
nosicielstwa mutacji u bezobjawowych jeszcze cztonkow obciazonych
rodzin; postepowanie takie budzi jednak nierzadko watpliwosci natury etyczno-
psychologicznej (3, 7).

Znaczny, prawdopodobnie przekraczajacy 15% odsetek przypadkow NF2 to chorzy
z mozaikowa forma nosicielstwa mutacji konstytucyjnych. U chorych tych nie tylko choroba
przebiega¢ moze tagodniej, rowniez ryzyko przekazania jej potomstwu jest znacznie nizsze od

typowego ryzyka 50%, prawdopodobnie nie przekraczajac kilku procent (7).

ROZNICOWANIE | ZESPOLY POKREWNE (1)

a) NFL1: pokrywanie si¢ niektorych manifestacji, liberalizm zastosowanych kryteriow roz-
poznania i niemal identyczne - z powodéw historycznych - nazwy tych dwu chorob ta-

two powodowac¢ moga omytki diagnostyczne.
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b) Jednostronny schwannoma narzadu przedsionkowego: jest stosunkowo czgstym gu-
zem w populacji ogélnej i nie wykazuje konstytucyjnego zwiazku z NF2 (co nie zwal-
nia od koniecznosci odpowiedniego monitorowania). Tylko ok. 6% takich pacjentow
jest uwarunkowanych mozaikowa forma NF2, pozostali sa wolni od ryzyka. Dotyczy to
szczegblnie 0sOb z pierwszymi objawami po 55 r.z. Natomiast rozpoznanie NF2 jest
szczegoblnie prawdopodobne, jesli jednostronny, izolowany guz pojawit si¢ przed 30 r.z.

€) Schwannomatosis: jest wystapieniem tych guzéw w formie mnogiej, jednak zawsze
bez lokalizacji w narzadzie przedsionkowym. Lokalizuja si¢ one wewnatrzczaszkowo,
w korzeniach rdzeniowych i narzadzie obwodowych. Transformacja ztosliwa jest rzad-
ka. Odpowiadajacy locus znajduje si¢ rowniez W chromosomie 22, ale jest na pewno
roézny od genu merliny.

d) Meningiomatosis: Mnogie meningioma pojawiajace sie zwykle po 25-30 r.z. z reguty
bez umiejscowienia w narzadu przedsionkowym o z pewnoscia odr¢gbnym od NF2, ale
nieznanym uwarunkowaniu genetycznym. Natomiast nawet pojedynczy meningioma u

dziecka powinien by¢ traktowany jako mozliwy sygnat NF2.

OPIEKA NAD CHORYMI | RODZINAMI OBCIAZONYMI (1, 3, 6, 8, 9)

Diagnostyka u pacjentéw z podejrzeniem NF2 obejmuje ukierunkowana oceng dermato-
logiczna z dokumentacja zmian, ukierunkowane badanie okulistyczne, petna ocene neurolo-
giczna, badanie laryngologiczne z obiektywna ocena stuchu. Obowiazuje wstepne wykonanie
badania MRI moézgowia i rdzenia - zawsze z uzyciem gandolinium. Badania te powtarzamy
raz na rok (rowniez w przypadkach watpliwych) i dodatkowo w przypadku nowych dolegliwo-
sci. Podobnie, celem potwierdzenia/wykluczenia rozpoznania postepujemy jednorazowo
i zawsze dodatkowo w przypadku nowych, istotnych objawow u wszystkich krewnych I° dla
chorych z potwierdzonym rozpoznaniem.

Do weryfikacji rozpoznania mozna postuzy¢ sig - jesli sa dostepne - technikami mole-
kularnymi analizy genu NF2. Brak dostgpnosci technik molekularnych nie zwalnia od posta-
wienia rozpoznania (3, 9). Diagnostyka nosicieli mutacji w bezobjawowym wieku dzieciecym
budzi liczne watpliwosci i wydaje sig¢ uzasadniona tylko w przypadku, gdy wynik wptynie zna-
czaco na planowanie przysztego zycia pacjenta np. wybor edukacji i zawodu; jednak i w takich
przypadkach mozliwos¢ niekorzystnych efektow psychologicznych nakazuje szczego6lna Su-
miennos¢ postgpowania (1).

Z uwagi na wczesne pojawianie si¢ u znacznej liczby obciazonych mutacja dzieci sub-

klinicznych zmian ocznych, wyspecjalizowane osrodki zalecaja podjgcie monitorowania okuli-
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stycznego juz ok. 10 r.z. (7). Zalecamy takze wykonanie u wszystkich cztonkéw rodziny obiek-

tywnego badania stuchu i przechowania jego dokumentacji - w przysztosci dane te stanowia

cenny punkt odniesienia i sa istotne dla oceny dynamiki zmian.

Leczenie operacyjne zmian, zwlaszcza typu VS, powinno by¢ podejmowane tylko

w osrodkach neurochirurgiczno-laryngologicznych dobrze zaznajomionych z ta jednostka cho-

robowa.

Wobec zwiazanego z operacja inwalidztwa stuchu i braku w literaturze szerokich da-

nych prognostycznych, przy generalnie ztym przebiegu choroby decyzje o postepowaniu inwa-

zyjnym musza by¢ bardzo rozwazne (7).
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Streszczenie

Wsréd nowotwordw nerki mozna wyodrebnié 2 gtowne grupy:

1. guz Wilma — nephroblastoma

2. raki nerki — adenocarcinoma (carcinoma clarocellulare, carcinoma papillare, colecting
duct carcinoma, chromophobic cell carcinoma), carcinoma urotheliale.

Posta¢ rodzinna guza Wilmsa stanowi 1-2% przypadkow tych guzow.

Dotychczas opisano 14 genetycznie uwarunkowanych zespotow zwiazanych ze zwiek-
szonym ryzykiem guza Wilmsa. Mutacje konstytucyjne bgdace przyczyna powstawania dzie-
dzicznego nephroblastoma dotycza najczesciej jednego z czterech locus: WT1, WT2, FWTL,
FWT2. Ryzyko zachorowania na guza Wilmsa u nosicieli tych mutacji wynosi 5% - 90% w
zaleznosci od zmutowanego locus.

Opisano 19 zespotéw dziedzicznej predyspozycji do nowotworow, W przebiegu, Kto-
rych w nerkach moga powsta¢ rak jasnokomorkowy (CCRC), rak brodawkowaty (PRCC) lub
rak z nablonka przej$ciowego. Najczesciej rozpoznawanym zespotem jest rodzinny rak jasno-
komorkowy nerki (F-CCRC). Wsrod wszystkich rodzin CCRC 5% stanowia rodziny spelnia-
jace kryteria definitywne F-CCRC, za$ 13% stanowia rodziny CCRC-u kolejnych osob.

W wigkszosci przypadkow F-CCRC opisanych w literaturze nie znaleziono mutacji
bedacych przyczyna agregacji CCRC w rodzinach. W naszych Osrodku wykazalismy, ze
istotna przyczyna powstawania CCRC jest konstytucyjna zmiana w genie CHEK2. Nadal jed-
nak kluczowa role w rozpoznawaniu F-CCRC odgrywa analiza rodowodowo-kliniczna.
W naszym Os$rodku w rodzinach z pojedynczym CCRC wysuwamy podejrzenie F-CCRC sto-
sujac jako kryteria:

a. zdiagnozowanie CCRC ponizej 55 r.z. lub
b. wystapienie raka zotadka lub ptuca u krewnych I stopnia pacjenta z CCRC.

U o0s6b z rodzin z rozpoznanym F-CCRC stosujemy schemat badan kontrolnych po-
zwalajacy na wczesne wykrycie raka nerki, jednak postepowanie lecznicze nie jest Scisle
okreslone.

Ewentualne schematy leczenia beda mogty by¢ ustalone po analizie przebiegu klinicz-

nego leczonych w rézny sposob duzych grup rakéw z rodzin z F-CCRC.

Stowa kluczowe: rak nerek, rak jasnokomérkowy nerki, guz Wilms’a, nefroblastoma
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Summary

Among kidney malignancies two main groups can be distinguished:

1. Wilm’s tumor - nephroblastoma

2. Kidney cancer - adenocarcinoma (carcinoma clarocellulare - CCRC, carcinoma
papillare - PRCC, collecting duct carcinoma, chromophobic cell carcinoma), carcino-
ma urotheliale.

Wilm’s tumor and kidney cancer can develop as result of strong hereditary predisposi-
tion.

Familial Wilm’s tumor constitutes 1-2% of all.

Fourteen different syndromes with increased risk of Wilm’s tumor have been reported.
Hereditary Wilm.s tumor is caused by constitutional mutation in WT1, WT2, FWT1 or FWT2
loci. Depending on mutated gene, the risk of Wilm’s tumor varies between 5% and 90%.

Kidney cancer can appear in 19 different hereditary cancer syndromes. One of the
most often diagnosed is familial clear cell renal cancer syndrome (F-CCRC). Based on our re-
sults, in 5% we can diagnose F-CCRC, and 13% are families with only one affected by CCRC
but with high probability of CCRC in the relatives.

We found that mutations in CHEK2 are associated with increased risk of CCRC, how-
ever in most cases genes causing CCRC and F-CCRC syndrome have been not identified and
still the pedigree and clinical data are crucial for appropriate diagnosis.

Results of our study of CCRC patients revealed that F-CCRC syndrome could be rec-
ognize if:

a. CCRC was diagnosed before the age 55 y.
b. 1°relatives of CCRC patient were affected by stomach or lung cancers.

In all individuals with recognized F-CCRC syndrome, specific surveillance is recom-
mended.

Medical treatment for CCRC patients with F-CCRC is not defined yet, and should be

determined.

Key words: renal cancer, clear cell carcinoma, Wilm’s tumor, nephroblastoma

314



GUZ WILMSA

Guz Wilmsa (nephroblastoma) jest najczestszym ztosliwym guzem nerek wieku dzie-
cigcego. Wystepuje u ok. 1:10 tys. dzieci ponizej 15 roku zycia (1). Wigkszos¢ przypadkow
wystepuje sporadycznie tj. jako pojedyncze zachorowanie w rodzinie. Posta¢ rodzinna guza
Wilmsa stanowi ok. 1-2% przypadkow tych guzow.

GENETYCZNE UWARUNKOWANIA GUZA WILMSA

Mutacje konstytucyjne bedace przyczyna powstawania dziedzicznego nephroblastoma
dotycza najczesciej jednego z czterech loci: WT1, WT2, FWT1, FWT2 (2, 3). W ok. 10%
przypadkéw u pacjentow z nephroblastoma wystepuja wnetrostwo, spodziectwo, dysmorfie
twarzy lub zespoty wad rozwojowych: BWS, WAGR, DDS (tab. 1).

Sposob dziedziczenia odpowiada dziedziczeniu autosomalnemu dominujacemu z nie-
pelna penetracja.

W przypadkach nephroblastoma na bazie powyzszych mutacji guzy wystepuja cze-
$ciej obustronnie niz w przypadkach bez uchwytnych predyspozycji genetycznych do nowo-
tworow (ok. 20% versus ok. 5%) (1).

ZASADY DIAGNOSTYKI GENETYCZNYCH UWARUNKOWAN GUZA WILMSA

Genetyczne uwarunkowania guzéw Wilmsa rozpoznawane sa rzadko, co wynika m.in.
z tego, ze nie jest doceniane znaczenie:

1) zbierania wérod dalszych krewnych danych rodowodowych niezbgdnych dla rozpo-
znania rodzinnych postaci nephroblastoma;

2) kojarzenia wystgpowania nephroblastoma z silna agregacja innych nowotworow np.
raka sutka 1 jajnika lub nerwiakow, migsakow w rodzinach z mutacja NF1;

3) petnej oceny zmian dysmorficznych pozwalajacej na wykrycie genetycznych uwarun-
kowan guza Wilmsa, ktorym towarzysza wady rozwojowe.

Podobnie jak w innych zespotach dziedzicznej predyspozycji do nowotwordw, wroz-

poznawaniu guza Wilmsa nalezy uwzgledni¢ nast¢pujace etapy:

wnikliwa oceng danych rodowodowo-klinicznych:
a) wystgpowanie guza Wilmsa nie tylko wsrod krewnych 1° i II°, ale takze wsrod
krewnych II1° 1 IV®;
b) wystepowanie w rodzinie agregacji innych nowotworow;
— badanie przedmiotowe;
— badanie cytogenetyczne;
— badanie molekularne DNA (4).
Badanie cytogenetyczne jest przydatne szczeg6lnie w diagnostyce dziedzicznych po-

staci guza Wilmsa powstatych de novo. Badanie to jest stosunkowo tanie i bardziej dostgpne
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niz badanie molekularne. Wykazano, ze ocena kariotypu jest efektywna w ujawnianiu prze-
mieszczenia w obrebie locus WT2 u pacjentow z BWS, natomiast hybrydyzacja in situ jest
czula metoda w ocenie wystgpowania duzych delecji WT1 u 0s6b z zespotem WAGR.

W pracowniach molekularnych wykonujacych badania naukowe mozliwa jest analiza
pelnej sekwencji genow WT1, p53, GPC3, dzigki ktorej mozna wykry¢ obecno$¢ mutacji
punktowych. . Obecnie dostepne sa badania diagnostyczne locus WT2, ktére obejmuje region
11pl5. W tym regionie znajduja si¢ dwie domeny (IC1 oraz IC2), zawierajace kilka genow
bedacych regulatorami wzrostu i zwiazanych z procesem pigtnowania. W domenie IC1 zloka-
lizowane sa geny IGF2 oraz H19, natomiast w domenie IC2 znajduja si¢ geny KCNQ1OT1
(LIT1) oraz CDKN1C.

Epigenetycze i genetyczne defekty regionu 11p15 wystepuja u okoto 3% pacjentéw z
izolowanym guzem Wilmsa (Scott i wsp. 2008, Segers i wsp. 2012). Nieprawidlowosci w tym
regionie sa tez identyfikowane u wigkszosci pacjentow z zespotem Beckwitha i Wiedemanna
(BWS), w ktorym wystepuje zwigkszone ryzyko powstawania nowotworéw embrionalnych,
najczesciej guza Wilmsa (Cooper 1 wsp. 2005). Nowotwory embrionalne wykrywa si¢ u okoto
5-13% pacjentow z BWS (Weksberg i wsp. 2001, Cooper i wsp. 2005). Defekty regionu
11pl5 zwiazane z obecnos$cia guza Wilmsa obejmuja ojcowska disomi¢ jednorodzicielska
(UPD), hipermetylacj¢ IC1 lub hipometylacjg IC2. Pacjenci z ojcowska UPD lub hipermety-
lacja IC1 maja wigksze ryzyko powstawania guza Wilmsa (£25%) w poréwnaniu z pacjen-
tami z hipometylacja 1C2 (£5%) (Cooper i wsp. 2005, Cardoso 1 wsp. 2012, Segers 1 wsp.
2012). Defekty epigenetyczne (nieprawidtowa metylacja) oraz UPD wystgpuja najczesciej
sporadycznie. U okoto 20-35% pacjentow z hipermetylacja IC1 identyfikuje si¢ w obszarze
domeny IC1 delecje oraz mutacje punktowe na allelu matczynym lub duplikacje na allelu oj-
cowskim, natomiast u okoto 2% pacjentéw z hipometylacja IC2 sa obecne delecje na allelu
matczynym w obszarze domeny IC2 (Baskin 1 wsp. 2014). Powyzsze zmiany genetyczne moO-
ga by¢ dziedziczone i1 wiaza si¢ ze zwigkszonym ryzykiem rodzinnego wystgpowania guza
Wilmsa.

Niestety pozostate loci odpowiedzialne za powstawanie dziedzicznego nephroblasto-
ma ( FWTI1, FWT2) nie zostaty dotad sklonowane.

BADANIA KONTROLNE W RODZINACH Z WYSOKIM RYZYKIE M GUZA WILMSA
W rodzinach z predyspozycja do guza Wilmsa nalezy stosowa¢ USG jamy brzusznej
co 3 miesiace od urodzenia do 8 rok uzycia, a nastgpnie co 6 miesigcy do 12 rok uzycia (po

12 roku zycia rzadziej) (1, 5). W przypadkach wykrycia w U S G zmian 0 niejasnym charak-
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terze lub stwierdzenia pozostatosci zarodkowej tkanki nefrogennej (istnieje poglad, ze ne-
phroblastoma wywodzi si¢ z tkanki nefrogennej) zaleca si¢ wykonanie rezonansu magnetycz-
nego lub tomografii komputerowej (1, 6). Ponadto w zespole Beckwitha i Wiedemanna
(BWS), z powodu zwigkszonego ryzyka innych nowotworéw, w pierwszych latach zycia
schemat badan powinien by¢ uzupetniony o oznaczanie a-fetoproteiny w celu wykrycia ewen-
tualnego hepatoblastoma. Niektorzy autorzy zalecaja rowniez wykonanie okresowych badan
RTG klatki piersiowej i oceny wydalania VMA (kwasu wanilino-migdatowego) w celu wcze-

snego wykrycia neuroblastoma (1).

RAK NERKI (RCC)

Rak nerki stanowi ok. 3% nowotworéw ztosliwych osob dorostych. W Polsce rozpo-
znawanych jest corocznie ponad 2000 nowych przypadkow (7). Sposrod wszystkich RCC
najczesciej wystgpujacym jest rak jasnokomorkowy (CCRC) — stanowi on ok. 80% wszyst-
kich rozpoznawanych rakow nerki (7). Czgsto$¢ wystgpowania RCC zwigzanego z wysoki-
mgenetycznym ryzykiem wielu autoréw okresla na 1-2% wszystkich RCC (8).

Dotychczas opisano 19 zespoldw dziedzicznej predyspozycji do nowotwordw,
w przebiegu ktorych w nerkach moga powsta¢: CCRC, rak brodawkowaty (PRCC) lub rak

z nabtonka przej$ciowego.

RAK JASNOKOMORKOWY (CCRC)
Najlepiej poznanym zespolem genetycznej predyspozycji do nowotworow,
w przebiegu ktérego moze rozwina¢ si¢ CCRC jest zespot VHL opisany w innym rozdziale

niniejszego opracowania (7, 9, 10, 11, 12).

Tab. 1. Genetycznie uwarunkowane zespoty zwiazane ze zwigkszonym ryzykiem guza Wilma.

L ) Ryzyko
Zespot Fenotyp Gen/locus Dziedziczenie )
guza Wilmsa
Rodzinna agre- | Agregacja rodzinna gu- | WT1(11p13) AD Mutacje genow
gacja guzow z6w Wilmsa; guzy czg- WT2 WT1,WT2-
Wilmsa bez to- | $ciej jednostronne (11p15) ~25%;
warzyszacych mutacje genu
zmian klinicz- FWT1(17q) FWTL- 30%:
nych FWT2(19q) :
mutacje genu
FWT2- 70%
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Denysa-Drasha | Guz Wilmsa, glomeru- Mutacja | Mutacje germi- 90%
(DDS) lopatia, obojnactwo rze- | punktowa | nalne de novo,
kome WT1 rzadko agregacja
(11p13) |rodzinna, AD
WAGR Guz Wilmsa, aniridia, | Delecja genu | Mutacje germi- 30%
wady uktadu moczowo- | WT1(11p13) | nalne de novo,
ptciowego, uposledzenie rzadko agregacja
umystowe rodzinna, AD
Beckwith- Macrosomia, przerost Locus WT2 | Mutacje germi- 5%
Wiedemanna jezyka, wady przedniej (11p15) | nalne de novo,
(BWS) $ciany jamy brzusznej w 15% rodzinny
Zmienne objawy: BWS, AD
visceromegalia, hipogli-
kemia, przerost potowi-
czy, wady uktadu mo-
CZowo-piciowego, no-
wotwory embrionalne
Simpsona- Gigantyzm, wady roz- GPC3 XR Wysokie u
Golaba-Behmela | wojowe, guzy zarodko- (Xq26) chtopcow, bli-
(SGB) we zej nieokreslone
HPT-JT Gruczolaki rzadziej raki HRPT?2 AD Wysokie, blizej
o1 . przytarczyc w mlodym 1021-031 nieokreslone
ézri;lt’;’r cayei | wicku, wisknisto-kostne (1q21-631)
, .| guzy szczeki, guz Wilm-
guzow szczeki) ot
Perlmana Macrosomia, viscero- ? AR <25% wsrod
mega-lia, dysmorfie rodzenstwa
twarzy, wnetrostwo
Trisomial8 Liczne wady wielu na- Niskie, blizej
rzadow, uposledzenie nieokreslone
umystowe, guz Wilmsa
Izolowany prze- | Potowiczy przerost ciata ? ? <5%
rost potowiczy
Aniridia Aniridia PAX6 ? 1,5%
Raka sutka- Raki sutka i jajnika BRCA1 AD Niskie
jajnika (17q11),
BRCAX
Li-Fraumeni Sarcoma, biataczki, gu- | p53 (17p13) AD Niskie

zy mozgu, raki sutka
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Neurofibroma- | Nerwiakowtokniaki, NF1 (17g11) AD Niskie
tosis-typl plamy typu ,,café-au-

lait”, guzki Lischa, gle-
jaki nerwu wzrokowego

Blooma Niski wzrost, ,,erythe- BLM Niskie
mata” skory, biataczki, (15926)
chtoniaki, raki jelita
grubego i inne nowo-
twory

Najczesciej jednak rozpoznawanym zespotem jest rodzinny rak jasnokomorkowy ner-
ki (F-CCRC) specyficzny narzadowo, w przebiegu ktorego stwierdza si¢ co najmniej 2 przy-
padki CCRC, a brak cech zespotu VHL (8, 13, 14, 15).

Wedhug naszych danych wsrdod wszystkich CCRC 5% stanowia rodziny spelniajace
kryteria definitywne F-CCRC za$ 13% stanowia przypadki z rodzin z pojedynczym zachoro-
waniem na CCRC jednak z wysokim prawdopodobienstwem rozwoju kolejnych CCRC.

Dziedziczna predyspozycje do nowotworéw najbardziej precyzyjnie mozna rozpo-
zna¢, gdy stwierdzi si¢ mutacj¢ konstytucyjna w jednym z gendéw odpowiedzialnych za ich
powstawanie. Dzigki mozliwo$ci oceny mutacji w genach BRCA1, BRCA2, MSH2, czy MLH1
niezwykla skuteczno$¢ diagnozowania osiagni¢to w przypadku wysokiej predyspozycji do
rakow piersi, jajnika, jelita grubego 1 trzonu macicy.

W przypadku F-CCRC nie znaleziono dotychczas genu odpowiedzialnego za jego po-
wstawanie. W diagnostyce niektorych rodzin z F-CCRC przydatne jest badanie cytogenetycz-
ne.

W dotychczasowej literaturze opisano 3 rodziny z F-CCRC, w ktorych stwierdzono
zwiazek powstawania CCRC z wystepowaniem konstytucyjnych translokacji. W 1979 roku
Cohen 1 jego wspolpracownicy opisali rodzinng translokacj¢ zrownowazona pomigdzy chro-
mosomami 3 1 8 [t(3;8)(p14,2;q24,1)] bedaca przyczyna powstawania obustronnych CCRC
w mtodym wieku - w przedziale wiekowym 37 r.z.-59 r.z. (16). U jednej nosicielki tej trans-
lokacji wystapil wieloogniskowy brodawkowaty 1 anaplastyczny rak tarczycy. Gemmill
1 wspotpracownicy w 1998 roku wysnuli teorig, ze t(3;8) prowadzi do fuzji genéw FHIT
1 TRCS8, z ktorych by¢ moze powstaje gen powodujacy zwigkszone ryzyko wystapienia raka
nerki. W 1988 roku Kovacs opisal rodzing z konstytucyjna translokacja t(3;6)(p13;925,1).
U nosiciela tej translokacji w 53 roku zycia wystapit obustronny, wieloogniskowy rak jasno-

komorkowy nerki (17, 18).
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Kolejny odnotowany w pismiennictwie przypadek rodziny z rodzinnym rakiem nerki,
ktorego przyczyna byta translokacja zostat opisany w 1998 roku przez zespot Koolen i Bod-
mera (19, 20). W rodzinie tej u 4 nosicieli translokacji zrownowazonej t(2;3)(935;921) wysta-
pity raki nerki w wieku 40, 53, 54, 68 lat, w tym 3 raki jasnokomoérkowe. Ponadto u jednego
z nosicieli rozpoznano raka ptaskonabtonkowego pecherza moczowego.

Taka samq translokacje stwierdzono w 1996 roku w naszym Osrodku u dwoéch braci
z obustronnym rakiem jasnokomoérkowym nerki, u ktérych w rodzinie 5 dalszych os6b zmarto
réowniez z powodu raka nerki (21).

Van Kessel ze wspotpracownikami przebadali 57 nosicieli r6znych translokacji zrow-
nowazonych chromosomu 3 z 10 rodzin. U czterech badanych stwierdzono raka nerki. Na
podstawie swych obserwacji wyciagneli wniosek, ze u nosicieli translokacji chromosomu
3 jest zwigkszone ryzyko raka nerki, szczegolnie, jesli miejsce ztamania znajduje si¢ blisko
centromeru (22). Raki te wystgpuja w mtodym wieku (ok. 45 lat), sa wieloogniskowe 1 obu-
stronne.

W wigkszosci przypadkow F-CCRC opisanych w literaturze nie znaleziono mutacji
bedacych przyczyna agregacji CCRC w rodzinach (23, 24, 25, 26). Ostatnio w naszym
Osrodku wykazano, Ze istotna przyczyna powstawania raka jasnokomorkowego nerki jest
konstytucyjna zmiana 1157T w genie CHEK2 (27).

Nadal jednak podstawowa metoda rozpoznawania F-CCRC jest ocena danych rodo-
wodowo-klinicznych.

Zdefiniowane przez nasz zespol kryteria rodowodowo - kliniczne oparte sa o oceng
krewnych I° chorego z CCRC (,,nuclear pedigree” kryteria), pozwalajace na rozpoznawanie
z duzym prawdopodobienstwem rodzin z F-CCRC pomimo tego, ze wsrod najblizszych
krewnych (tj. krewnych I°) nie stwierdzono przypadkow CCRC.

Na podstawie naszych analiz stwierdziliSmy, ze w rodzinach z pojedynczym CCRC
mozna wysuna¢ podejrzenie F-CCRC stosujac jako kryterium (ryc. 1):

- zdiagnozowanie CCRC ponizej 55 roku zycia, lub

- wystapienie raka zoladka lub raka ptuca u krewnych I° pacjenta z CCRC.
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Ryc.1. Rodowody rodzin z F-CCRC.

BADANIA KONTROLNE W RODZINACH Z F-CCRC

Cecha charakterystyczng CCRC jest bezobjawowy poczatek choroby. Dolegliwosci
kliniczne pojawiaja si¢ dopiero w stadium znacznego zaawansowania nowotworu. W §wietle
danych literaturowych wydaje sig, ze wlasciwe postgpowanie lekarskie w rodzinach
z F-CCRC rzeczywiscie moze zwigksza¢ szans¢ wczesnego wykrywania nowotworu,
a w zwiazku z tym skutecznego leczenia (25, 28, 29).

Jak dotad brak jednakze zweryfikowanych programéw badan kontrolnych wykrywania
wczesnych F-CCRC.

Levinson sugeruje, ze cztonkowie rodzin z F-CCRC powinni mie¢ wykonywane jedy-
nie USG nerek, co 2-3 lata poczawszy od 30 roku zycia (22). Ten schemat akceptuj a rowniez
inni autorzy (2, 30). Jest to jednak program badan przyjety arbitralnie.

Na podstawie naszych analiz wydaje sig, ze poczatek badan kontrolnych nerek u oso6b
z rodzin z rozpoznanym F-CCRC powinien by¢ zalezny od wieku zachorowania na CCRC
w danej rodzinie - badania nalezy rozpocza¢ o 15-20 lat wcze$niej niz najmtodsze zachoro-
wanie na raka nerki w rodzinie 1 nie p6zniej niz w wieku 40 lat.

Ze wzgledu na brak doktadnej wiedzy na temat dynamiki rozwoju CCRC u pacjentow
z rodzin z F-CCRC nie mozna obecnie okresli¢ jakie rodzaje badan kontrolnych i z jaka czg-
stoscia powinny by¢ wykonywane.

W przypadku, jezeli raki w rodzinach z F-CCRC naleza do guzéw o powolnej progre-

sji 1 p6znym dawaniu przerzutéw, badania kontrolne mozna wykonywac z mniejsza czgsto-
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$cig 1 za pomoca technik o mniejszej czutosci wykrywania niewielkich guzéw. Technika taka
jest USG jamy brzusznej.

W przypadku, jezeli raki w rodzinach z F-CCRC sa od poczatku bardzo agresywne -
rozwijaja si¢ szybko i juz w momencie diagnozowania wykazuja wysoki stopien zaawanso-
wania klinicznego, schemat badan kontrolnych powinien dazy¢ do jak najwczesniejszego wy-
krycia guzéw juz w poczatkowej fazie ich rozwoju tj. guzéw o niewielkiej srednicy. Do badan
o niewatpliwie wyzszej czulosci od USG naleza tomografia komputerowa (KT) zwlaszcza
z kontrastem i w geometrii spiralnej oraz rezonans magnetyczny (MRI) (31, 32, 33, 34, 35).

W zwiazku z brakiem blizszych danych na temat biologii rakéw z F-CCRC w naszym
Osrodku przyjeto, chociaz arbitralnie, schemat badan kontrolnych majacy na celu wczesne
wykrycie guzow nerki stosowany w rodzinach z zespotem VHL.

Schemat ten polega na wykonywaniu USG nerek raz w roku oraz KT lub MRI 1 raz na 3 lata
(20).

LECZENIE

Postegpowanie lecznicze w stosunku do rakow z rodzin z F-CCRC nie jest dotychczas
okreslone. Ewentualne schematy leczenia bedzie mozna ustali¢ dopiero w oparciu o wyniki
badan opisujacych przebieg kliniczny duzych grup i w roézny sposob leczonych rakow
z rodzin z F-CCRC.

W przypadku, gdyby okazato sig, ze raki z rodzin z F-CCRC sa bardziej agresywne,
by¢ moze nie bedzie miato uzasadnienia leczenie chirurgiczne 1 w przypadkach tych bedzie
musiala by¢ zastosowana radio- lub chemioterapia albo tez leczenie chirurgiczne bgdzie mu-
siato by¢ zawsze radykalne.

W przypadku, gdy raki z rodzin z F-CCRC bgdzie charakteryzowat powolny przebieg
1 pézne dawanie przerzutdw, by¢ moze najbardziej wtasciwym leczeniem tych nowotworéw
bedzie tzw. ,,nephron sparing burgery”, ktére moze pacjentdw uchroni¢ przed dializowaniem.

Skuteczno$¢ takiego schematu postgpowania wykazano w grupie pacjentow z zespo-
tem VHL. W zespole tym nie jest wskazana nefrektomia, a tylko resekcja guzéw, jezeli zosta-

ly one wychwycone odpowiednio wczesnie (30, 36, 37).

RAK BRODAWKOWATY NERKI (PRCC)
PRCC jest nowotworem rzadszym anizeli CCRC. Wsrod PRCC wyodrgbniono 2 pod-
grupy: typ | — bardziej agresywny, zbudowany z komorek zasadochtonnych ze skapa cytopla-

zma 1 malymi jadrami tworzacy struktury cewkowe i brodawkowe z licznymi makrofagami
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w zrebie brodawek oraz typ II - tworzacy guzy kwasochtonne zbudowane z duzych komoérek
z obfita cytoplazma 1 duzym jadrem.

W tzw. dziedzicznym PRCC (HPRCC) rozpoznawanym woéwczas, jesli PRCC wystg-
puje u cztonkéow danej rodziny w dwdch kolejnych pokoleniach czgsciej stwierdza sig typ I
PRCC (38, 39, 40). W dotychczas opisanych rodzinach z HPRCC stwierdzono mutacje ger-
minalne w obrgbie genu MET (29, 41). W czg¢sci tych przypadkéw opisano wspotwystepowa-

nie rakéw pozanerkowych: sutka, ptuc, trzustki, skory i zotadka.

RAK Z NABLONKA PRZEJSCIOWEGO

Rak z nablonka przejsciowego jest jedna z charakterystycznych cech zespotu Lyncha,

w przebiegu ktorego rozwijaja si¢ raki: jelita grubego, jelita cienkiego, trzonu macicy i drog

moczowych. Zespo6t ten jest doktadniej opisany w innym rozdziale niniejszego opracowania.

W dotychczasowej literaturze poza wyzej przedstawionymi zespolami opisano jeszcze

7 innych uwarunkowanych genetycznie zespoldw, w przebiegu ktorych moze wystapi¢ rak

nerki.

Wszystkie dotychczas opisane zespoty predyspozycji do nowotwordw, w przebiegu

ktoérych moze rozwinad sig rak nerki przedstawia tabela 2.

Tab. 2. Zespoty dziedzicznej predyspozycji do nowotwordw, w przebiegu ktorych moze rozwinac sig¢ rak nerki

(wg Familia Cancer Database FACD, http://facd.uicc.org).

Szacunkowa
Nazwa . Typ Typ .| czestos¢ roz-
Cechy zespotu histologiczny Gen dziedzi- .
zespohu . . poznawania
raka nerki czenia
zespotu
Zespot von Opisane w rozdziale Rak jasnoko- 1:36000
Hippel-Lindau 0 zespole VHL moérkowy
(VHL) VHL AD
Rodzinny rak Rodzinna agregacja ra- | Rak jasnoko- T(2:3) Kilka rodzin
jasnokomorkowy | kow jasnokomorko- morkowy T(3:12)
nerki specyficzny | wych nerki zwiazana T(3:6) AD
narzadowo z translokacja chromo- T(3:8)
somu FHIT
TRCS8
Rodzinna agregacja ra- | Rak jasnoko- Nieznana
kow jasnokomorko- moérkowy Wielo-
wych nerki niezwiazana CHEK2 czyn-
z translokacjami chro- nikowe
mosomu
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Rodzinny rak Rodzinna agregacja ra- | Rak brodaw- Kilka rodzin
brodawkowaty | kow brodawkowatych | kowaty
nerki specyficzny | nerki typ | MET AD
narzadowo
(HPRCC)
Rodzinna mig- Wieloogniskowe Rak brodaw- Nieznana
$niakowato$¢ guzy typu ,,Jleiomyoma” | kowaty
I rak skory i macicy typ Il FH AD
brodawkowaty
nerki
(HLRCC)
Zespot Lyncha | Opisane w rozdziale Rak z nabton- MSH2 1:400
(HNPCC) 0 zespole Lyncha ka przejscio- MLH1
wego MSH6 AD
PMS1
PMS2
Stwardnienie Liczne zmiany typu Rak jasnoko- 1:10000
Guzowate ,hamartoma” w skorze, | moérkowy
btonach sluzowych, Rak brodaw- TsC1
osrodkowym uktadzie |kowaty AD
: TSC2
nerwowym, watrobie,
nerkach, plucach, siat-
koéwce oka
Zespot Bean’a Liczne, wieloogniskowe | Rak nerki bez Okoto 150
naczyniaki jamiste okreslonego przypadkow
w skorze, jelicie sle- typu ? AD
dzionie, ptucach, toreb-
kach stawowych
Zespot Cowdena | Liczne zmiany typu Rak nerki bez Okoto 300
,hamartoma”, rak sutka | okreslonego PTEN AD | przypadkow
typu
Zespot Gorlina | Wieloogniskowe raki Rak nerki bez 1:50000
podstawnokomorkowe | okreslonego PTCH AD
typu
Anemia Mata waga urodzenio- | Rak nerki bez FANCA 1:100000
Fanconiego wa, niski wzrost, plamy | okreslonego FANCC
typu ,,café-au-lait” typu FANCD
w skorze, zmiany FANCG/XR AR
w uktadzie kostnym CC9
FANCE
FANCF
Zespot MEN1 Wieloogniskowe guzy | Onkocytoma,
endokrynne rak bez okre- MEN1 AD
slonego typu
,,Familial Rak brodawkowaty tar- | Rak brodaw- Jedna rodzina
non-medullary czycy kowaty typ I, TCO AD?
thyroid cancer onkocytoma FPTC-PRN '

(FNMTC)”

324




Dziedziczny rak | Rak prostaty Rak nerki bez | HPC1/HPT1 Nieznana
prostaty okreslonego HPCX
typu ELAC2/HP2 AD
PCAP
CAPB
HPC20
Zespot Otylos¢, retinopatia, Rak jasnoko- BBS1 3 przypadki
Bardeta-Bidla utrata wzroku, brachy- | mérkowy BBS2 raka nerki
(BBS) daktylia, op6znienie BBS3 AR | wsrod 180
umystowe, astma, nie- BBS4 chorych z BBS
wydolnos$¢ nerek BBS5
Zespot Wernera | Niski wzrost, przed- Rak nerki bez 1:200000
wczesne starzenie sig , okreslonego WRN AR
organizmu, zmiany sko- | typu
ry typu ,,scleroderma”
Zespot Wieloogniskowe zmia- | Raki: chromo- Kilka rodzin
Birt-Hogg-Dube | ny typu ,,fibrofollicu- | fobowy, ja-
loma”, ,,trichodiscoma”, | snokomorko- BHD AD
,acrochordoma” w sko- | wy, brodaw-
rze kowaty
,Diffuse Zmiany cewkowo- Rak Dwa przypad-
tubulocystic torbielowate w nerkach | cewkowo- n De novo ki w $wiecie
renal hyperplasia brodawkowa- '
with RCC” ty
Zespot Gruczolaki i raki jelita | Rak nerki bez Jedna rodzina
gruczolakoéw grubego okreslonego CRACL AD
i rakow jelita typu
grubego
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Streszczenie

Rak zotadka jest jednym z najczgsciej diagnozowanych nowotworow ztosliwych
przewodu pokarmowego. W okoto 20% wszystkich diagnozowanych przypadkow raka zotad-
ka stwierdza si¢ rodzinna agregacje nowotworow, co sugeruje, ze przyczyna zachorowania na
raka zotadka w tych rodzinach moze by¢ predyspozycja genetyczna. Opisano szereg zespolow
dziedzicznej predyspozycji do nowotwordw w przebiegu, ktorych rak zotadka wystgpuje ze
zwigkszona czestoscia, sa to zespoty: dziedzicznego niezwiazanego z polipowatoscia raka je-
lita grubego (zespot Lyncha), dziedzicznego raka piersi lub/i jajnika, rodzinnej polipowatosci
gruczolakowatej jelita grubego oraz Cowden’a, Peutz-Jeghers’a, Li-Fraumeni i Bloom’a (4-
13). Jedynym opisanym jak dotychczas zespotem predysponujacym do dziedzicznego raka
zotadka specyficznego narzadowo o ustalonym podtozu genetycznym jest zesp6t spowodo-
wany nosicielstwem mutacji genu E-kadheryny (CDH1) (14, 15), charakteryzujacy si¢ wyste-
powaniem ,,rozlanego” raka zotadka w bardzo wczesnym wieku. Oprécz raka zotadka, u no-
sicieli mutacji w CDHI, opisano rowniez wystgpowanie raka piersi typu zrazikowatego, raka
jelita grubego oraz raka prostaty. W przypadku osob z konstytucyjna mutacja genu E-
kadheryny jest w petni uzasadnione i zalecane wykonanie operacji profilaktycznego usunigcia
zotadka. Innymi genami najprawdopodobniej zwiazanymi z rakiem zoladka sa CHEK2 i
NOD?2. Ostatnie wyniki badan przeprowadzonych w naszym oraz kilku innych os$rodkach
wskazuja, ze mutacje tych gendéw moga powodowac umiarkowanie podwyzszone ryzyko raka
zotadka. Analiza danych literaturowych sugeruje ponadto istnienie zmian w wielu innych ge-
nach, ktore moga mie¢ zwigzek z umiarkowanie wysokim lub niskim ryzykiem raka Zotadka.
Wigkszos$¢ z tych zmian byta badana w grupach ograniczonych populacyjnie, dlatego nie-
zbegdna jest ich weryfikacja, a takze okre$lenie ich zwiazku z ryzykiem w innych populacjach.

Z wyjatkiem opisanego powyzej zespotu E-kadheryny, brak dotychczas zweryfikowa-
nych, co do skutecznosci zasad postgpowania w rodzinach z dziedzicznym rakiem zotadka.
Wiele osrodkow zaleca wykonywanie gastroskopii raz w roku rozpoczynajac je od wieku 5-
10 lat nizszego od najmtodszego zachorowania na raka zotadka wsrod krewnych. Jednakze
optymalne postepowanie profilaktyczno-lecznicze moze zosta¢ okreslone dopiero na podsta-

wie badan przeprowadzonych na duzych grupach pacjentow.

Stowa kluczowe: rak zotadka, mutacje genu E-kadheryny (CDH1)
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Summary

Gastric cancer (GC) is one of the most frequently diagnosed malignancies of the gas-
trointestinal tract. Familial aggregation of stomach cancer in about 20% of all diagnosed cases
suggests that in these families stomach cancer is caused by genetic predisposition. Stomach
cancer has been shown to be a part of the tumour spectrum in other inherited syndromes, in-
cluding hereditary non-polyposis colon cancer (HNPCC), familial adenomatous polyposis
(FAP), Cowden’s syndrome, Peutz-Jeghers syndrome, Li-Fraumeni syndrome and Bloom’s
syndrome.

The only syndrome of genetic predisposition to familial gastric cancer is characterized
by detection of E-cadherin (CDH1) gene mutations in early onset cases diagnosed with dif-
fuse gastric cancer. Along with substantially increased risk of diffuse gastric cancer, in fami-
lies with detected CDH1 mutation, lobular breast cancer, colon cancer and prostate cancer
have been reported. Because of the very high penetrance of CDH1 mutations and lack of ef-
fective methods in detection of early gastric cancer, prophylactic gastrectomy is recommend-
ed to all CDH1 carriers. Other genes most probably related to gastric cancer are CHEK?2 and
NOD2. Recently it has been shown in our and several other centers that mutations in these
gene may be associated with moderate increase in gastric cancer risk. Analysis of the litera-
ture data suggests the existence of alterations in many other genes that may be associated with
moderate or low risk of gastric cancer. Most of these changes were studied in specific popula-
tions, so it is necessary to verify them, and to determine their association with gastric cancer
risk in other populations.

Up to now it is not known have to deal with patients from families with gastric cancer
aggregation. Except of families with detected CDH1 mutations there is a lack of surveillance
protocols for patients with recognized hereditary gastric cancer. In most centers is recom-
mended annual gastroscopy in all relatives starting 5-10 years earlier than the youngest age of
diagnosis of family with aggregation of GCs. However, the most appropriate prophylactic and
medical treatment for GC patients from families with recognized genetic predisposition can

be determined after extended analyses on large patients group.

Key words: gastric cancer, E-catharin mutations
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KRYTERIA RODOWODOWO-KLINICZNE DZIEDZICZNEGO RAKA ZOLADKA

W 1999 roku w Cambridge mi¢dzynarodowa grupa ekspertow (International Gastric
Cancer Linkage Consortium - IGCLC) opierajac si¢ na wynikach dotychczas przeprowadzo-
nych badan rodzin z agregacja rakow zotadka, w tym zwlaszcza rodzin z konstytucyjna muta-
cja E-kadheryny, zaproponowata kryteria rodowodowo-kliniczne rozpoznawania dziedzicz-
nego raka zotadka (4).

Dziedzicznego rozlanego raka zotadka (Hereditary Diffuse Gastric Cancer - HDGC)
wg zaproponowanych przez IGCLC kryteriéw mozna rozpozna¢, gdy:

1) w rodzinie wystepuja przynajmniej dwa zweryfikowane histopatologicznie zachoro-
wania na rozlany typ raka zotadka u krewnych I° lub II° i chociaz jeden
z rakow zotadka zostal rozpoznany przed 50 rokiem zycia;

lub

2) w rodzinie wystapily przynajmniej trzy zweryfikowane histopatologicznie zachoro-
wania na rozlanego raka zotadka w$rod krewnych I° lub II° niezaleznie od wieku roz-
poznania.

Dziedzicznego jelitowego raka zotadka (Familial Intestinal Gastric Cancer - FIGC)
IGCLC zdecydowala si¢ uzalezni¢ od zapadalnosci na raka zotadka w danej populacji.

Kraje o wysokiej zapadalnosci na raka zotadka, takie jak np. Japonia, Chiny, Korea,
Portugalia, powinny stosowac nastgpujace kryteria:

1) u co najmniej 3 cztonkoéw danej rodziny wykryto zweryfikowanego histopatologicznie
raka zotadka typu jelitowego; jeden z nich jest krewnym I° dla pozostatych dwoch;

2) co najmniej dwie z tych osob to krewni I° w dwoch roznych pokoleniach;

3) przynajmniej u jednej sposrod tych osob rozpoznano jelitowego raka zotadka przed 50
rokiem zycia.

W krajach o niskiej zapadalno$ci na raka zoladka (takich jak Stany Zjednoczone,
Wielka Brytania, Norwegia, Polska) FIGC mozna rozpoznawac, gdy spelnione sa nastepujace
Kryteria:

1) przynajmniej dwa zweryfikowane histopatologicznie zachorowania na jelitowego raka
zotadka wsrdd krewnych I° lub II°; przynajmniej u jednego z nich rozpoznano raka
zotadka przed 50 rokiem zycia;

lub
2) przynajmniej trzy zachorowania na jelitowego raka zotadka wsrod krewnych 1° lub 11°

niezaleznie od wieku rozpoznania raka.
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KRYTERIA RODOWODOWO-KLINICZNE ROZPOZNAWANIA DZIEDZICZNEGO
RAKA ZOLADKA Z WYSOKIM PRAWDOPODOBIENSTWEM
Na podstawie badan przeprowadzonych w naszym Os$rodku udato si¢ zdefiniowaé kry-

teria rozpoznawania rodzin podejrzanych o dziedzicznego raka zotadka. Z pracy tej wynika,
ze dziedzicznego raka zotadka mozna rozpozna¢ z duzym prawdopodobienstwem w przypad-
kach, gdy:

1) 2 raki zotadka rozpoznane powyzej 50 roku zycia stwierdzono wsrod krewnych 1°;
lub

2) raka zotadka rozpoznano w wieku 45 lat lub mtodszym;
lub

3) wsrod krewnych I° rozpoznano w dowolnym wieku 1 raka zotadka oraz nowotwor po-

zazotadkowy.

PROWADZENIE RODZIN Z DZIEDZICZNYM RAKIEM ZOLADKA

Z wyjatkiem opisanego ponizej zespotu E-kadheryny, brak dotychczas zweryfikowa-
nych, co do skutecznosci zasad postgpowania w rodzinach z dziedzicznym rakiem zotadka.
W praktyce wiele osrodkow wykonuje gastroskopie raz na rok rozpoczynajac je od wieku
5-10 lat nizszego od najmtodszego wieku, w ktorym wsrod krewnych rozpoznano raka zotad-
ka. Jest to jednak najprawdopodobniej dziatanie, ktore by¢ moze pozwoli na wczesne wykry-
cie jedynie rakdéw typu jelitowego.

Dane epidemiologiczno-kliniczne sugeruja, ze znaczaca rolg w przysztosci odegra
najprawdopodobniej profilaktyka dziedzicznego raka zotadka poprzez eradykacje Helicobac-
terpylor i optymalizacje diety. Doswiadczenia z nosicielami mutacji E-kadheryny wskazuja,
ze w czgsci przypadkow z dziedzicznym rakiem zotadka jedyna alternatywa bedzie profilak-
tyczna gastrektomia (19).

ZESPOL E-KADHERYNY

Rak zotadka typu rozlanego jest rozpoznawany w okoto 30% przypadkéw tych nowo-
tworéw. Wsrod pacjentdow z rozpoznaniem histopatologicznym raka tego typu odsetki wyle-
czen i przezywalno$ci sa bardzo niskie.

Dziedziczny rozlany rak zotadka jest spowodowany w czgsci przypadkéw mutacjami
genu E-kadheryny (9, 16, 17, 18). Mutacje CDH1 sa dziedziczone w sposéb autosomalny
dominujacy, a osoba bedaca nosicielem mutacji ma ok. 70-80% ryzyko zachorowania na roz-
lanego raka zotadka (15, 20).
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Oprocz raka zotadka, u nosicieli mutacji w CDH1, opisano réwniez wystgpowanie ra-
ka piersi typu zrazikowego (39-52% ryzyko wystapienia tego raka u kobiet), raka jelita gru-
bego oraz raka prostaty (15, 20, 21). W obrgbie CDH1 wykrywane sa mutacje ré6znego rodza-
ju, zarbwno male mutacje punktowe typu substytucji nukleotydu (ok. 70% wszystkich muta-
cji) jak i insercje oraz delecje. W przypadku osob z konstytucyjna mutacja genu E-kadheryny,
ze wzgledu na wysokie ryzyko raka oraz trudno$ci zwiazane z wykryciem raka we wczesnym
stadium, jest w pelni uzasadnione i zalecane wykonanie operacji profilaktycznego usunigcia
zotadka (22, 23, 57, 58).

Ostatnie publikacje donosza, ze w 30-40% rodzin z dziedzicznym rakiem zotadka
(HDGC) oraz 50% rodzin z rakiem zotadka rozpoznanym u dwoch krewnych przed 50 ro-
kiem zycia wykrywa si¢ mutacje w obrgbie genu CDHI (15, 19, 20). W naszym Osrodku,
wsrod 86 pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem zoladka z rodzin z dziedziczna postacia roz-
lanego raka zoladka (HDGC) nie wykryto Zadnej mutacji genu CDH1 (59). Dlatego tez wyda-
je sig, ze mutacje genu E-kadheryny nie odgrywaja istotnej roli w etiologii dziedzicznego raka

zotadka w populacji polskie;.

RAK ZOLADKA SPOWODOWANY MUTACJAMI GENU BRCA2

Wyniki badan pokazaty, ze rak zotadka wystepuje z kilkakrotnie zwigkszona czgsto-
$cia u nosicieli mutacji genow BRCAL i BRCA2 (24, 25, 26, 27). Dane te uzyskano w bada-
niach rodzin, w ktorych rodowodowo stwierdzono zdecydowana przewage rakow piersi i jaj-
nika. W oparciu o powyzsze informacje, w naszym Osrodku przeprowadzono badanie, w kto-
rym analizowano sekwencj¢ genu BRCAZ w rodzinach, w ktérych jednym z krewnych byta
osoba z rozpoznanym rakiem zotadka. Wykazano, ze mutacje konstytucyjne genu BRCA2
wsrdd rodzin z fenotypem rak zotadka-rak piersi wystepuja z czgstoscia ok. 20%, wsrdd ro-
dzin z fenotypem rak zotadka-rak jajnika z czgstoscia ok. 40% (28, 29). Ponadto stwierdzono,
ze mutacje te w BRCA2 zlokalizowane sa niemal wytacznie we fragmencie genu od eksonu 2
do eksonu 11. Powyzsze wyniki sugeruja, ze niektére mutacje w obrgbie genu BRCA2 moga
mie¢ zwiazek nie tylko z zwigkszonym ryzykiem raka piersi czy jajnika, ale rowniez raka zo-
fadka, jednak dane te powinny zosta¢ zweryfikowane na wigkszym materiale oraz najlepiej w

badaniach prospektywnych.
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MUTACJE 1 POLIMORFIZMY GENOW UMIARKOWANIE ZWIEKSZONEGO I
NISKIEGO RYZYKA ZACHOROWANIA NA RAKA ZOLADKA.

Wyniki licznych badan prowadzonych w naszym Osrodku pozwolity zidentyfikowa¢ mutacje
oraz polimorfizmy gendéw zwiazane z umiarkowanie zwigkszonym ryzykiem zachorowania na
nowotwory. Dane pokazuja, ze wspotdziatanie ,,stabych” mutacji i polimorfizméw w wielu
genach oraz dodatkowo wplyw czynnikéw srodowiskowych moze znaczaco zwigkszaé ryzy-
ko nowotworow ztosliwych réznych narzadow.

Wyniki badan przeprowadzonych w naszym Os$rodku wskazuja, ze u oséb z mutacjami ge-
néw CHEK?2 (30-33) i NOD2 (34-37) wystegpuje umiarkowanie podwyzszone ryzyko raka zo-
ladka.

Gen CHEK2 koduje ludzki analog kinazy drozdzy Cdsl i Rad53, dziata jako gen
suppresorowy: aktywowany w odpowiedzi na uszkodzenia DNA powoduje zatrzymanie cyklu
komorkowego (31-33). W populacji polskiej opisane zostaty 4 czegste mutacje genu CHEK2:
3 mutacje skracajace biatko (IVS2+1G>A, 1100delC, del5395) oraz jedna mutacja zmiany
sensu (I157T) (31, 32). Wyniki badan obejmujace 658 nieselekcjonowanych przypadkow raka
zotadka i 8302 osoby z grupy kontrolnej pokazuja, ze mutacje skracajace biatko wiaza si¢
2-krotnym zwigkszeniem ryzyka raka zotadka (OR=2,1; p=0,02) w przypadku mutacji typu
,missense” ryzyko raka jest zwigkszone ok. 1,5 raza (OR=1,4; p=0,04). Analiza pokazata tak-
ze roéznice w ryzyku raka zotadka w zaleznosci od wieku diagnozy: ryzyko byto wyzsze u
0soOb z rakiem zotadka zdiagnozowanym przed 50 rokiem (OR=2,1; p=0,01) niz u chorych,
ktorzy zachorowali po 50 roku zycia (OR=1,4; p=0,005). Stwierdzono rowniez, ze mutacja
[157T wiaze si¢ z niemal 4-krotnym zwigkszeniem ryzyka raka zotadka (OR=3.7, p=0.001) u
0s0b ponizej 50 roku zycia z wywiadem rodzinnym (33).

Gen NOD2/CARDI15 koduje biatko biorace udziat w odpowiedzi immunologicznej
przeciwko patogenom wewnatrzkomorkowym. Stwierdzono, ze wystepujaca w tym genie
mutacja 3020insC ma zwiazek ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na przewlekte cho-
roby zapalne przewodu pokarmowego oraz wystgpujacego w ich przebiegu raka jelita grube-
go a takze innych nowotworow, w tym raka ptuc, piersi, jajnika, krtani (34-37).

Z badan przeprowadzonych w naszym Osrodku w grupie 739 nieselekcjonowanych przypad-
kow raka zotadka wynika, iz nie ma istotnych réznic, co do czestosci NOD2 3020insC w tej
grupie w poréwnaniu z 1910 osobowa grupa kontrolna, natomiast wéréd 177 chorych z wy-
wiadem rodzinnym w kierunku raka zoladka zaobserwowali§my, iz u oséb przed 50 r Zycia
nosicielstwo NOD2 3020insC wiaze si¢ z ponad 2.5-krotnym (OR=2.529 p=0.0212) zwigk-

szeniem ryzyka zachorowania na raka zotadka. Ponadto, stwierdzilismy zwiazek zmiany
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NOD2 R702W z niemal 3-krotnie wyzszym ryzykiem raka (OR=2.816, p=0.0121) w grupie
241 kolejnych chorych zdiagnozowanych przed 50 rokiem zycia oraz ponad 2-krotnie
wyzszym ryzykiem (OR=2.268, p=0.0371) u chorych na raka zotadka zakwalifikowanym
histopatologicznie, jako typ jelitowy wg Laurena. (34, 35 oraz dane nieopublikowane).
Zwiazek pomiedzy mutacjami w genie NOD2 a ryzykiem raka zotadka zaobserwowali takze
badacze wloscy i1 portugalscy (38, 39, 60).

Kolejnym genem, dla ktérego obserwowano zwiazek z ryzykiem raka zotadka w
Polsce jest XRCC1, kodujacy biatko wchodzace w sktad ztozonego kompleksu uczestnicza-
cego w szlaku naprawy DNA. Poptawski T. et al. (55) zaobserwowatl, ze polimorfizm
Arg399GIn w XRCC1 moze mie¢ istotny zwiazek ze zwigkszeniem ryzyka raka zoladka
(OR=2,04; 95%CI1=1,27-3,29), szczegolnie u 0sdb z rodzinnym wystepowaniem tego nowo-
tworu. Natomiast w populacji chinskiej (66-70, 72), koreanskiej (73) i brazylijskiej (71) nie

wykazano zwiazku polimorfizmu Arg399Gin z ryzykiem raka zoladka.

Istnieje duza liczba doniesien opisujacych zwiazek pomigdzy ryzykiem raka zoladka a
zmianami w genach TP53, szczegdlnie polimorfizmem Arg72Pro (40-47,61-63), interleukiny
1 (IL1) (48-51) czy enzymu kodujacego konwertaze (ACE) (52-53). W tym ostatnim przy-
padku, polimorfizm polegajacy na delecji/insercji 287 par zasad w intronie 16 genu ACE wy-
kazywal znaczaca asocjacje z ryzykiem raka zotadka w populacji niemieckiej (52), podczas
gdy badania w populacji japonskiej (53, 54) 1 chinskiej (64,65) nie potwierdzity tej zalezno-
sci.

Analiza danych literaturowych sugeruje istnienie zmian w wielu innych genach, ktére moga
mie¢ zwiazek z ryzykiem raka zotadka. Najwigcej badan wykazujacych pozytywne korelacje
z ryzykiem raka zotadka przeprowadzono w Chinach. W jednym z tych badah zaobserwowa-
no niemal 2-krotnie zwigkszone ryzyko raka zotadka (OR=1,82; 95%C 1,27-2,60) u os6b z
genotypem *1/2 LAPTMA4B oraz ponad 2-krotnie zwigkszone ryzyko u osob z genotypem
*2/2 LAPTM4B (OR=2,39; 95%CI 1,19-4,77) w porownaniu z genotypem *1/1 LAPTM4B
(56). Ponadto, chinscy badacze stwierdzili, ze mutacja S3660L w genie MLL3 moze mie¢
zwiazek z ok. 2,5-krotnym zwigkszeniem ryzyka zachorowania na raka zotadka (74). Badania
w populacji Potnocnych Chin wykazaty, Ze mutacje genu WWOX odgrywaja wazna rolg¢ w
rozwoju raka wpustu zotadka szczegdlnie u 0sob z historia rodzinna (76). Z kolei mutacja w
genie MLH1 2101C>A zostala opisana w populacji chinskiej jako czynnik ryzyka raka zotad-
ka szczegdlnie u mezczyzn (78). Ponadto, stwierdzono iz czgstos¢ alela AluYbS8MUTYH w
populacji chinskiej jest zwiazana z rakiem zotadka rozwinigtym w mtodszym wieku (79). Ko-

lejne badania pokazaty istotny zwiazek wariantu zlokalizowanego w  5'-UTR genu hOGG1
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(c.-53G>C) z ryzykiem raka zotadka (OR = 2.304) (80), podobnie jak polimorfizmu genu
XPD w kodonie 312 (81) oraz polimorfizmu genu CTLA-4 (82). Badania przeprowadzone w
innych populacjach sa mniej liczne lecz réwniez pokazuja zwiazek zmian w genach z ryzy-
kiem raka zotadka. Wyniki badan hiszpanskich sugeruja, ze wariant H63D w genie HFE mo-
ze by¢ zwiazany z ponad 1,5-krotnym zwigkszeniem ryzyka raka zotadka (OR = 1.60, CI =
1.16-2.21) (75). Z kolei wg badan indyjskich, allel 1082 A IL-10 jest zwigzany z niemal 2-
krotnie zwigkszonym ryzykiem raka zotadka (OR=1.873, 95%CI-1.285-2.73, P= 0.001048) w
Potudniowych Indiach (77).

Z powyzszych danych wynika, ze istnieje szereg zmian w genach, ktore moga mie¢
zwiazek z umiarkowanie zwigkszonym lub niskim ryzykiem raka zotadka. Wigkszos$¢ z tych
zmian byta badana w grupach ograniczonych populacyjnie, dlatego niezbedne sa badania we-
ryfikujace i potwierdzajace powyzsze doniesienia, a takze okreslajace ich zwiazek z ryzykiem
w innych populacjach.

Badania nowo opisanych mutacji umiarkowanie zwigkszonego i niskiego ryzyka zachorowa-
nia na raka zotadka w naszej populacji moga pozwoli¢ oszacowac rzeczywiste ryzyko raka

zotadka zwiazane z tymi mutacjami.

W PODSUMOWANIU

Z wyjatkiem zespotu E-kadheryny, dziedziczny rak Zotadka jest obecnie diagnozowa-
ny w celach poznawczych. Tworzenie rejestréw tych rodzin 1 ich badania zaréwno kliniczne
jak 1 molekularne sa jednak bardzo wazne ze wzglgdu na realna perspektywe postepu w zwal-

czaniu tej choroby.
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Streszczenie

Kazdego roku na $wiecie na raka pluc umiera ponad 1 milion ludzi. Poza
paleniem tytoniu i innymi $rodowiskowymi czynnikami rakotworczymi, wérod czynni-
kow odpowiedzialnych za wystapienie choroby wymienia si¢ zmiany DNA. Cecha cha-
rakterystyczna jak dotad zidentyfikowanych markeréw genetycznej predyspozycji do ra-
ka phluc, jest stosunkowo nieznacznie podwyzszone ryzyko zachorowania na nowotwor
ztosliwy tego narzadu w przypadku nosicielstwa zmian DNA. Duze nadzieje w identyfi-
kacji markeréw silnego ryzyka raka ptuc budza markery biochemiczne, jak. np. stezenie
okreslonych mikroelementow. Badania przeprowadzone w naszym O$rodku wyraznie
wskazuja, ze poziomy selenu w organizmie >80 pg/l zwiazane sa z redukcja ryzyka za-
chorowan na raka ptuc. Badanie poziomu selenu, zelaza, cynku i miedzi w surowicy krwi
moze by¢ niezwykle uzytecznym markerem w badaniach przesiewowych wczesnego wy-
krywania raka pluc do wstepnej preselekcji oséb, u ktorych zasadne jest wykonanie ba-
dania kontrolnego z wykorzystaniem tomografii komputerowej (CT). Bardzo wazne jest
tez poszukiwanie kolejnych markerow predykcyjnych w celu opracowania algorytméow
postgpowania charakteryzujacych tzw. medycyng¢ spersonalizowana, gdzie schematy le-
czenia sa dostosowane do statusu okreslonych markerow, np. obecnosci lub braku okre-

Slonych mutacji.

Stowa kluczowe: markery ryzyka, mikroelementy, rak ptuc
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Summary

Every year more than 1 million people die from lung cancer all over the
world. In addition to smoking and other environmental carcinogens among the factors re-
sponsible for the disease is mentioned DNA alterations. A characteristic feature of mark-
ers of a genetic predisposition to lung cancer, is relatively slightly increased risk of de-
veloping that cancer in the case of being a carrier of DNA alteration. High hopes of iden-
tifying markers of severe risk of lung cancer are biochemical markers like for example,
the concentration of certain micro elements. Studies performed in our Center clearly indi-
cate that selenium levels > 80 pg/l are associated with reduced risk of lung cancer. The
examination of selenium, iron, zinc, copper concentration in blood serum can be very
useful marker in screening for early detection of lung cancer to the initial preselection in-
dividuals with appropriate control test is computed tomography (CT). Very important is
also exploring further predictive markers for the development of algorithms characterized
by the so-called personalized medicine where treatment regimens are adjusted to the sta-

tus of specific markers, such as the presence or absence of specific mutations.

Key words: risk markers, microelements, lung cancer
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Kazdego roku w Polsce rejestrowanych jest ponad 15 tys. zachorowan na raka
ptuc u mezezyzn oraz okoto 5 tys. zachorowan u kobiet, co stanowi odpowiednio 24% 1
8% wszystkich zachorowan na nowotwory zlosliwe. Ponad 16 tys. Polakow i ponad 5
tys. Polek umiera kazdego roku w Polsce z powodu raka tego narzadu [1]. Rejestr Mig-
dzynarodowej Agencji do Badan nad Rakiem (IARC) podaje, ze biorac pod uwage caty
$wiat, kazdego roku na raka pluc umiera ponad 1 milion ludzi: 1376579, w tym 948993
mezczyzn oraz 427586 kobiet [2]. Poza paleniem tytoniu, wérod czynnikow odpowie-
dzialnych za wystgpowanie choroby wymienia si¢ narazenie na kilka zawodowych i §ro-
dowiskowych czynnikow rakotworczych, takich jak azbest, arsen, radon 1 weglowodory

aromatyczne[3].

Identyfikacja grup ryzyka.

Markery DNA zwigzane ze zwi¢gkszong predyspozycja zachorowania na raka
pluc.

Mimo tak wielkiego udziatu raka pluc w zachorowalnos$ci 1 $miertelnosci z powo-
du nowotwordw ztosliwych poszukiwanie markerow predyspozycji zachorowania do ra-
ka phuc stanowi wciaz problem do rozwiazania. O ile z powodzeniem udato si¢ zidentyfi-
kowa¢ markery wysokiej genetycznej predyspozycji do raka piersi, to genetyczne podto-
ze ryzyka zachorowania na raka ptuc jest dosy¢ slabo poznane i nie identyfikuje marke-
row genetycznych wysokiego ryzyka zachorowania na raka pluc. Ponizej przedstawiono
poznane dotad zmiany w DNA opisane dla rasy kaukaskiej jako zwiazane
z podwyzszong genetyczna predyspozycja do zachorowania na raka ptuc [opracowanie

wlasne w oparciu o http://www.megabionet.org/bio/hlung/lung_cancer/SNP_list.jsp].

Tab.1l. Zmiany w genach zwiazane z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na raka ptuc.

Symbol Zmiana Nazwa genu SNP OR p
genu

TNC Al1781T tenascin C rs2274750 | 1,32 0,025

CAMKK1 | E375G calcium/calmodulin-dependent protein | rs7214723 | 1,37 5,4x107
kinase kinase 1, alpha

AKAP9 M463I A kinase (PRKA) anchor protein rs6964587 | 1,32 1,0x10™
(yotiao) 9

AKAP10 | R249H A kinase (PRKA) anchor protein 10 rs2108978 | 1,25 0,0085

GHR PA95T Growth hormone receptor rs6183 12.98 | 0.0019

GHRH L75F growth hormone releasing hormone rs4988492 | 1,44 0,0453

BRCA?2 K3326X breast cancer 2, early onset rs11571833 | 1.72 | 0.0075

XRCC4 1137T X-ray repair complementing defective rs28360135 | 1.31 0.0205
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repair in Chinese hamster cells 4

IGFBP5 R138W insulin-like growth factor binding pro- | rs11575194 | 1,29 | 0,027
tein 5
BAT4 RA1L HLA-B associated transcript 4 rs3130618 | 1,26 | 0,0005
NRIP1 R448G nuclear receptor interacting protein 1 rs2229742 | 1,24 | 0,0052
HIF1IAN | P41A hypoxia-inducible factor 1, alpha subu- | rs2295778 | 1,34 | 0,007
nit inhibitor
CDH12 V68M cadherin 12, type 2 (N-cadherin 2) rs4371716 | 1,63 | 0,0001
ZNF24 N220S zinc finger protein 24 rs2032729 | 1,24 | 0,0124
MSH4 S914N mutS homolog 4 (E. coli) rs5745549 | 1,27 0,0461
CFTR R75Q cystic fibrosis transmembrane conduct- | rs1800076 | 1,27 | 0,0412
ance regulator (ATP-binding cassette
sub-family C, member 7)
PLCD1 R257H phospholipase C, delta 1 rs933135 1,45 | 0,0312
BARD1 R658C BRCAU1 associated RING domain 1 rs3738888 | 1,59 | 0,0329
GPR68 R63Q G protein-coupled receptor 68 rs2230339 |6,80 | 0,0213
FASN R1694H fatty acid synthase rs2229424 | 6,79 0,0214
LOC1236 | C/T intron | - rs8034191 [1,32 [9x10™
88
CHRNA3 | 215 Y/Y | Acetylcholine receptor subunit 3 rs1051730 |1,30 |5x10°
CHRNA3 | C/T In- Acetylcholine receptor subunit 3 rs12914385 | 1,29 il6,79x10'
tron
CHRNAS5 | D398N Acetylcholine receptor subunit 5 rs16969968 | 1,32 | 3x10”
TERT/ C/T intron | Human telomerase reverse transcriptase | rs402710 1,21 7x10°
CLPTM1
L
CLPTM1 | A/Cintron | Cleft lip and palate transmembrane 1 rs2736100 | 1,15 | 0,016
L (CRR9) like
| TERT
TERT 305 A/A Human telomerase reverse transcriptase | rs2736098 | 1,21 0,016
BAT3 G/T intron | HLA-B associated transcript 3 rs3117582 |1,20 | 4,9x10°
1
RAD52 CIT yeast, homolog of RAD52 rs6489769 |1,20 |2.3x10°
MSH5 G/A mutS homolog 5 (E. coli) rs3131379 | 152 0,001
MHC AlG Major histocompatibility complex rs4324798 |1,28 |4x10”
complex
TNXB T/IC, tenascin XB isoform 1 rs1150752 | 1,24 1,93x10°®
T302A
CYP1B1 |432V/L Cytochrome P450 1B1 rs1056836 | 1,97 | 0.001
ERCC5 AJC Intron | excision repair cross-complementing rs732321 2,39 <0,038
rodent repair deficiency, complementa-
tion group 5 (xeroderma pigmentosum,
complementation group G (Cockayne
syndrome))
MLH3 C/T Intron | mutL homolog 3 (E. coli) rs175057 1,52 <0,044
MLH3 G/A 844 mutL homolog 3 (E. coli) rs175080 1,60 |<0,039
P/L
POLD3 TIG polymerase (DNA-directed), delta 3, rs10857 1,84 | <0,001
accessory subunit
POLD3 C/A Intron | polymerase (DNA-directed), delta 3, rs41541119 | 2,66 | <0,03
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accessory subunit
RECQL4 | C/T, RecQ protein-like 4 rs2306386 | 1,35 |<0,034
44E/E
RECQL4 | C/T RecQ protein-like 4 ss70347238 | 1,35 | 0,034
MMP1 1831 C/T | matrix metallopeptidase 1 (interstitial rs996999 1,3 0,0152
Intron collagenase)
MMP1 12471 matrix metallopeptidase 1 (interstitial rs193008 1,5 0,04
G/A, In- collagenase)
tron
MMP1 7229 C/T | matrix metallopeptidase 1 (interstitial rs1938901 | 1,5 0,0534
Intron collagenase)
FANCA |C/T Fanconi anemia, complementation rs7204478 | 1,66 0,004
group A
RAD52 A/C Intron | RAD52 homolog isoform alpha rs3748521 | 1,83 | 0,029
DNA-PK | C/G Intron | protein kinase, DNA-activated, catalytic | rs1231204 | 2,20 | 0,041
PRKDC
LIG1 -71C>T ligase I, DNA, ATP-dependent rs20579 1,73 | <0,01
LIG3 IVS9-21 ligase I1l, DNA, ATP-dependent rs3730931 | 1,73 |[0,01
A>G
CARD15/ | 3020insC | NOD?2 protein rs5743293 | 1,7 0,03
NOD2
CDKN2A | G/A, A148T | cyclin-dependent Kinase inhibitor 2A rs3731249 | 2,0 0.0052
MSH5 G/A intron | mutS homolog 5 isoform c rs3131379 |1,40 | 0,037
60g24.2—- | T/C syntaxin 11 rs4286803 | 1,25 | 0,012
STX11
7p21.2—- | CIT ets variant gene 1 rs984468 1,20 |0,033
ETV1
12q24 - A/G intron | aldehyde dehydrogenase 2 rs4767364 |1,12 |2x10”
ALDH?2
4921 - C/T 1306V | DNA helicase HEL308 rs1494961 |[1,12 |4x10°
HEL308,
FAML175
A
RPA1 AJG Intron | replication protein A1, 70kDa rs2287321 | 1,87 |0,012
MSH3 AJG Intron | mutS homolog 3 rs6151838 | 1,65 | 0,026
PMS2 AJC Intron | PMS2 postmeiotic segregation in- rs2286681 | 1,42 0,021
creased 2 isoform
POLR2C | A/G DNA directed RNA polymerase Il pol- | rs686402 1,47 0,039
Promotor | ypeptide C
FANCC T/C Intron | Fanconi anemia, complementation rs3737142 | 1,31 | 0,025
group C
FANCC C/T Intron | Fanconi anemia, complementation rs3780564 | 1,29 | 0,017
group C
RAD51 AJG Intron | RAD51 homolog protein isoform 1 rs2304579 | 1,72 | 0,037
DNA-PK | C/G Intron | protein kinase, DNA-activated, catalytic | rs1231204 | 2,86 | 0,036
XRCC4 G/A Intron | X-ray repair cross complementing pro- | rs177297 1,53 0,042
tein 4
XRCC4 T/C Intron | X-ray repair cross complementing pro- | rs307316 1,86 0,004
tein 4
XRCC3 722 CIT X-ray repair cross complementing pro- | rs861539 1,96 0,02
Thr/Met tein 3
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RAD23B | C/T UV excision repair protein RAD23 rs1805329 | 1,3 -
Ala249Val | homolog B

ERCC4 G/A excision repair cross-complementing rs1800067 | 1,5 -
Arg415GI | rodent
n

ERCC5 G/C XPG-complementing protein rs17655 1,4 -
Aspl104H
is

CCND1 G/A Cyclin D1 rs9344 2,52 0,013

CYP1Al1 | A/GI/Val | cytochrome P450, family 1, subfamily | rs1048943 | 2,3 0,027

A

ADHI1C CIT, class I alcohol dehydrogenase, gamma | rs1693482 | 1,24 -
Arg272GI | subunit
n

Mozna stwierdzié, ze cecha charakterystyczna jak dotad zidentyfikowanych markerow
genetycznej predyspozycji do raka phuc, jest stosunkowo nieznacznie podwyzszone ryzy-
ko zachorowania na nowotwor zto§liwy tego narzadu w przypadku nosicielstwa zmian
DNA.

Oprécz zmian zwigzanych z podwyzszonym ryzykiem zachorowania na raka ptuc wyka-
zano, ze zmiana 11e157Thr (rs17879961) w obrgbie genu CHEK?2 zwigzana jest z obnizo-
nym ryzykiem zachorowania na raka ptuc (OR = 0.3, P = 3 x 10(-8)) [4]. Asocjacje te,
jako pierwsi wykazali badacze naszego Osrodka, a w ostatnim czasie zostata ona po-
twierdzona w drugim niezaleznym wieloosrodkowym badaniu (OR = 0.38, p= 1.27 x
10(-13)) [5].

Mikroelementy we wczesnym wykrywaniu raka pluc.

Najnowsze badania wskazuja, ze wybrane mikro- i makroelementy oraz witaminy
moga rowniez istotnie wplywac na ryzyko rozwoju i przebiegu nowotwordw ztosliwych.
Wiadomo, ze okreslone ilo$ci witamin oraz mikro- i makroelementow sa konieczne do
prawidtowego funkcjonowania organizmu. Mikro- 1 makroelementy moga by¢ wbudo-
wywane do centrum aktywnego enzymow, warunkujac ich aktywno$¢ w roznycprocesach
biologicznych. Zaréwno ich niedobdr jak i nadmiar moze by¢ przyczyna dysfunkcji or-
ganizmu prowadzac do powaznych chorob, réwniez nowotworowych. Jednym z takich
mikroelementow jest selen. Badania przeprowadzone w naszym O$rodku wyraznie wska-
ZUja, ze poziomy selenu w organizmie >80 pg/l zwiazane sa z obnizonym prawdopodo-
bienstwem wystegpowania raka pluc. W poréwnaniu z grupa osob, gdzie poziom selenu w
organizmie osiagal wartos¢ <60 pg/l roznica ta jest ok. 10-krotna (OR- 0.10; 95% CI
0.03-0.34; p = 0.0002) [6]. Ta obserwacja jest niezwykle istotna w kontekscie racjonal-
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nego planowania 1 wykonywania badan przesiewowych w grupie 0s0b
o podwyzszonym ryzyku zachorowania na raka ptuc.

Koszt wykrycia jednego raka pluc przy wykorzystaniu CT wynosi okoto 40 000
PLN. Badanie poziomu mikroelementéw w surowicy krwi obwodowej moze by¢ nie-
zwykle uzytecznym markerem do wstepnej preselekcji osob, u ktérych zasadne jest wy-
konanie badania kontrolnego z wykorzystaniem tomografii komputerowej (CT).
Z naszych badan wynika, ze u 0s6b z okreslonym stezeniem 4 mikroelementow w suro-
wicy krwi wystepuje niskie prawdopodobienstwo wystepowania raka ptuca (Se >90 pg/l,
Fe>1400 pg/l, Zn>1100 pg/l, Cu 800-1000 pg/l). Koszt wykrycia jednego raka ptuca
mozna obnizy¢ do kwoty okoto 25 000 PLN poprzez schemat badan przesiewowych, kto-
ry powinien obejmowaé¢ w pierwszej kolejnosci oznaczenie poziomu Se, Fe, Zn, Cu u
0sob znajdujacych si¢ w grupie podwyzszonego ryzyka zachorowania na raka ptuc (oso-
by obu ptci w wieku powyzej 55 roku zycia palace lub majace za soba histori¢ palenia ty-
toniu w ilosci 20 paczkolat) a nastgpnie wykonanie w pierwszej kolejnosci badania CT u
0sOb z najnizszymi poziomami tych mikroelementdow w surowicy krwi. Wyniki badan
amerykanskich wykazuja, ze niskodawkowa CT cechuje si¢ zdecydowanie wigksza czu-
toscia wykrywania wczesnych stadiow raka pluc w poréwnaniu z tradycyjna radiografia.
Zastosowanie tej techniki diagnostycznej w grupach ryzyka z czgsto$cia raz na dwa lata
zwigksza liczbg diagnozowanych wczesnych stadiow raka ptuc i w konsekwencji przy-
czynia si¢ do zmniejszenia $miertelnosci z powodu raka tego narzadu [7-9]. Wydaje sig,
ze potaczenie tej obserwacji razem z algorytmem post¢gpowania obejmujacym pomiar
stezenia mikroelementéw w surowicy krwi osob z grupy podwyzszonego ryzyka zacho-
rowania na nowotwor zto§liwy pluc stwarza realna perspektywe skuteczniejszej prewen-
cji nowotworowe] a jednoczes$nie ekonomicznie efektywniejszej w poroOwnaniu z dotad
stosowanym postepowaniem. Takie dziatania prewencji nowotworowej podjelismy we

wspotpracy z Regionalnym Szpitalem Leczenia Chorob Pluc w Szczecinie — Zdunowie.

Prognostyczne markery molekularne.

Innym praktycznym aspektem wykorzystania markerow jest ich przydatno$¢
prognostyczna. Wykorzystanie markeréw do oceny rokowania co do przezycia u cho-
rych, w klasyfikacji stopnia zaawansowania klinicznego guza, mozliwo$ci powstawania
przerzutdw lub wznowy to najwazniejsze prognostyczne zastosowania markerow. Bada-
nia wykazaty, ze obecno$¢ w komodrkach guza mutacji gendéw KRAS wiaze si¢ z krot-
szym czasem przezycia pacjentdow z niedrobnokomoérkowym rakiem pluc (Non-Small

Cell Lung Cancer — NSCLC) [10]. Silng warto$¢ prognostyczna mutacji somatycznych
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KRAS wykazano takze w odniesieniu do podwyzszonego ryzyka nawrotu choroby i krot-
Szego przezycia niezaleznie od stopnia zaawansowania klinicznego 1 typu histologiczne-
go NSCLC [11]. Niezaleznie od mutacji genu KRAS, takze mutacje somatyczne genu
p53 sa negatywnym czynnikiem prognostycznym dla pacjentow z gruczolakorakiem. Ta-
kiej zaleznos$ci nie stwierdza si¢ dla pacjentow z rakiem plaskonabtonkowym [12]. War-
tos¢ prognostyczna maja rowniez catkowite stezenie krazacego we krwi obwodowej
DNA oraz mikro RNA. Zwigkszona dynamike wzrostu stgzenia DNA u pacjentdw z
NSCLC po leczeniu operacyjnym zaobserwowano w przypadku wznowy lub niepeine;
resekcji. Z kolei stgzenie DNA w osoczu po radykalnej resekcji guza bylo ponad 3-
krotnie nizsze w poréwnaniu do nieudanego zabiegu lub nawrotu choroby [13-15]. Row-
niez hipermetylacja promotorow CDKN2A/p16 i FHIT wiazata si¢ z krotszym czasem
wolnym od progresji oraz wigkszym ryzykiem wznowy u pacjentdow operowanych
w | stadium NSCLC [14]. Pozytywnym czynnikiem prognostycznym jest natomiast eks-
presja biatek p21 i p16 w materiale resekcyjnym pacjentow operacyjnych w stadium N2
NSCLC [17].

Predykcyjne markery molekularne.

Zastosowanie w praktyce klinicznej leczenia raka pluc znajduja predykcyjne
markery molekularne. Przyktadowo, nadekspresja genu BRCA1 w raku ptuc wiaze sig ze
zwigkszona podatnoscia na dzialanie winorelbiny 1 innych lekéw, ktore wiaza si¢ z tubu-
ling. Natomiast metylacja genu BRCA1 (Breast Cancer 1, early onset 1) wiaze si¢
z ze wzrostem podatno$ci na cisplatyng i jej pochodne oraz ze spadkiem odpowiedzi
na preparaty dzialajace antymitotycznie [18]. Wysoka ekspresja genow ERCC1 (Excision
Repair Cross-complementing rodent rep air deficiency, Complementation group 1) oraz
RRM1 (Ribonucleoside-diphosphate Reductase M1) jest zwiazana z krotszym czasem
przezycia a niski poziom ich ekspresji z dluzszym czasem przezycia pacjentdw
z zaawansowang postacia NSCLC leczonych cisplatyna i gemcytabing [19]. Innymi sto-
wy niski poziom ekspresji genéw ERCC1 i RRM1 jest korzystnym czynnikiem predyk-
cyjnym odpowiedzi na terapi¢ zwiazkami cisplatyny i gemcytabina i jednoczesnie nega-
tywnym czynnikiem prognostycznym dla pacjentow nie stosujacych tej terapii [20]. Naj-
wazniejszym 1 chyba jedynym o uznanej warto$ci klinicznej molekularnym markerem
predykcyjnym sa mutacje somatyczne genu EGF. Obecno$¢ ich wiaze sig z korzystna od-
powiedzia na leczenie inhibitorami kinazy tyrozynowej (TKI — Tyrosine Kinase Inhibi-
tors) takimi jak, np. erlotynib, gefitinib chorych na NSCLC [21]. Nalezy jednak zazna-
czy¢, ze mutacje te wystgpuja Srednio u 10% pacjentow z NSCLC rasy kaukaskiej i u 30-
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67% chorych pochodzenia azjatyckiego [22]. Metaanaliza 7 badan II fazy jednoznacznie
wykazata, ze zastosowanie mutacji domeny kinazowej genu EGFR jako gléwnego kryte-
rium wlaczenia do leczenia TKI skutkowalo zwigkszeniem odsetka pozytywnych odpo-
wiedzi na leczenie do 87% oraz wydluzeniem czasu przezycia bez progresji z 7,7 do 14
m-cy. Dodatkowo korzystna odpowiedz na leczenie byta niezalezna od pfci, rasy, oraz
palenia tytoniu [23]. Badania wykazaty rowniez, ze chorzy bez mutacji aktywujacych
EGFR w guzie pierwotnym odnosza wigksze korzysci z zastosowania klasycznej chemio-
terapii niz z leczenia TKI [24]. Wdrozenie do praktyki klinicznej kolejnych wiarygod-
nych markeréw predykcyjnych ma kluczowe znaczenie dla efektywnego leczenia raka

phuc.

Podsumowanie.

Brak silnych genetycznych markeréw predyspozycji do raka ptuc wiaze si¢ z
konieczno$cia poszukiwania innych markeréw, ktérych zastosowanie mogloby poprawic
efektywnos¢/skutecznos¢ badan przesiewowych Duze nadzieje budza markery bioche-
miczne, jak. np. st¢zenie okreslonych mikroelementéw. Identyfikacja grup ryzyka o wyz-
szym prawdopodobienstwie wykrycia raka powinna by¢ przeprowadzana m.in. w oparciu
o badania poziomu Se, Fe, Zn, Cu w surowicy krwi. Trwaja dalsze prace nad kolejnymi
markerami z grupy mikroelementow. Bardzo wazne jest tez poszukiwanie kolejnych
markerow predykcyjnych w celu opracowania algorytmdéw postegpowania charakteryzuja-
cych tzw. medycyng spersonalizowana, gdzie schematy leczenia sa dostosowane do sta-

tusu okre§lonych markeréw, np. obecnosci lub braku okreslonych mutacji.
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Streszczenie

Rak trzustki jest choroba o agresywnym przebiegu i nalezy do nowotworow
o wysokim wskazniku $miertelnosci. Rak trzustki znalazt si¢ w pierwszej dziesiatce naj-
czesciej wystepujacych w Polsce nowotworéw ztosliwych. Sredni czas przezycia od roz-
poznania choroby wynosi 6 miesigcy. Rak trzustki wystepuje czgsciej w starszym wieku.
Woezesna diagnoza raka trzustki jest tez trudna z uwagi na mato specyficzne objawy kli-
niczne w poczatkowym stadium choroby. Mimo rozwoju metod diagnostycznych rak
trzustki nalezy do nowotwordéw poznowykrywalnych. Etiologia raka trzustki nie jest do
konca poznana.

Genetyczne predyspozycje do raka trzustki przejawiaja si¢ w trzech formach.
Po pierwsze ryzyko rozwoju raka trzustki zwigkszone jest w wielu znanych zespotach
genetycznych, takich jak np. Zespot Peutz-Jeghersa, FAMMM, zesp6t HBOC, zespot
Lyncha, rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata, rodzinna polipowato$¢ mtodziencza, ze-
spot ataksja-telangiektazja oraz zespot Wernera. Po drugie zespoly takie jak dziedziczne
zapalenie trzustki (hereditary pancreatitis) oraz cystic fibrosis, znane z wystgpujacych
juz w mtodym wieku zmian zapalnych w obrebie trzustki moga predysponowac do roz-
woju raka tego narzadu. I w koncu rodzinny rak trzustki (familial pancreatic cancer) od-
nosi si¢ do rodzin, w ktérych wystapity dwa lub wigcej przypadki raka trzustki wsrod
krewnych pierwszego i/lub drugiego stopnia a rodziny takie nie spetniaja kryteriow dla
zadnego innego zespotu genetycznego.

Dotychczasowe algorytmy diagnostyczne raka trzustki dotycza sytuacji, w ktorej
wskazaniem do ich stosowania jest wystapienie objawow klinicznych. Nieznana jest na-
tomiast ich przydatno$¢ w detekcji najwczesniejszych postaci rakéw u oso6b z wykryta te-
stami DNA zwigkszona predyspozycja do raka trzustki. Podobnie jak w przypadku in-
nych nowotworow zaktadamy, ze poznanie podtoza genetycznego raka trzustki umozliwi

rowniez efektywna chemoprewencje oraz chemioterapig.

Stowa kluczowe: rak trzustki, zespoly dziedziczne, dziedziczne zapalenie trzustki, ro-

dzinny rak trzustki, algorytmy diagnostyczne
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Summary

Pancreatic cancer is an aggressive disease and the mortality rate is high. Pancreat-
ic cancer is one of the 10 most frequent malignancies in Poland. The average time of pan-
creatic cancer patients’ survival is 6 months. Pancreatic cancer is occuring in older age.
Early diagnosis is difficult because of non-specific symptoms in the initial stage of the
disease. Despite many efforts, little is known about etiology of pancreatic cancer.

There is no gene identified as specifically predisposing to pancreatic cancer yet.
An inherited predisposition to pancreatic cancer is believed to occur in three distinct clin-
ical settings. First, it occurs in hereditary tumour predisposition syndromes that are
known to be associated with an increased risk of pancreatic cancer including Peutz-
Jeghers syndrome, HBOC syndrome, FAMMM syndrome, Lynch syndrome, juvenile
polyposis, familial adenomatous polyposis, ataxia-telangiectasia and Werner syndrome.
The second setting is hereditary pancreatitis and cystic fibrosis, in which genetically de-
termined early onset changes of the pancreas can predispose to the development of pan-
creatic cancer. The term familial pancreatic cancer refers to families with two or more
first- or/and second-degree relatives with pancreatic cancer without fulfilling the criteria
for another inherited tumour syndrome.

Diagnostic algorithms for pancreatic cancer refer to the situation when clinical
symptoms occur. The usefulness of these algorithms in detecting early stages of pancreat-
ic cancer in patients carrying DNA changes predisposing to this malignancy is unknown.
It is possible that recognition of the genetic background of pancreatic cancer will enable
effective chemoprevention and chemotherapy.

Key words: pancreatic cancer, hereditary syndromes, hereditary pancreatitis, familial

pancreatic cancer, diagnostic algorithms
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Rak trzustki jest choroba o bardzo agresywnym przebiegu i nalezy do nowotwo-
réw o wysokim wskazniku $miertelnosci. Zapadalno$¢ i smietelnos¢ na raka trzustki stale
wzrasta, obecnie wynosi ponad 300 tys. na rok w skali swiata (1). Wedlug Krajowego
Rejestru Nowotworéw w 2014 r. na raka trzustki w Polsce zachorowato ponad 3600 a
zmarto ponad 4900 osob. Rak trzustki znalazt si¢ w pierwszej dziesiatce najczesciej wy-
stegpujacych w Polsce nowotworow ztosliwych. Pomimo, Ze nie jest to bardzo czesty no-
wotwor jest jedna z najczgstszych przyczyn zgondéw nowotworowych. W 2014 roku za-
notowano 95 565 zgonéw z powodu nowotworow ztosliwych, z czego z powodu raka
trzustki zmarto 2464 mezczyzn i 2519 kobiet, co daje szoste miejsce u me¢zezyzn i piate u
kobiet wsrdd najczestszych powodow zgonow nowotworowych (2). Z uwagi na tak eks-
tremalnie duza $miertelno$¢ pacjentdw z rakiem trzustki na catym $wiecie, nowotwor ten
zajmuje w wielu krajach czwarte miejsce na liscie najczestszych przyczyn zgondw nowo-
tworowych po raku ptuc, sutka i jelita.

Analiza struktury umieralno$ci na raki trzustki w Polsce w przeciagu kilkudzie-
sieciu lat wykazuje tendencje wzrostowa (3). Przebieg choroby jest bardzo szybki, a
Sredni czas przezycia od jej rozpoznania wynosi 6 miesigcy. Od momentu diagnozy <2%
pacjentéw przezywa okres 5 lat, 8% przezywa 2 lata 1 <50% przezywa 3 miesiace lub
wigcej (4). Prawie kazdy pacjent, u ktorego zdiagnozowano raka trzustki umiera wtasnie
z tego powodu.

Rak trzustki jest choroba starszego wieku. Blisko 80% pacjentow z rakiem trzust-
ki diagnozowanych jest w wieku miedzy 60 a 80 rokiem zycia (5, 6). Przypadki ponizej
40 roku zycia sa niezmiernie rzadkie. Sredni wiek diagnozy wynosi 65 lat. Wiele prac
dowodzi, iz na raka trzustki czg$ciej choruja m¢zczyzni niz kobiety, cho¢ rdznica ta nie
jest bardzo duza (7, 8, 9). Rozpoznanie raka trzustki pomimo postgpu, jaki ostatnio doko-
nat si¢ w zakresie metod diagnostycznych, jest wciaz bardzo trudne, co powoduje op6z-
nienie rozpoznania o 4-9 miesigcy. Wezesna diagnoza raka trzustki jest tez trudna z uwa-
gi na malo specyficzne objawy kliniczne w poczatkowym stadium choroby.

Nowotwory ztosliwe trzustki to w 85-90% raki zewnatrzwydzielniczej czgsci
trzustkitypu gruczotowego, czyli gruczolakoraki (adenocarcinoma). Okoto 60-70% ra-
kow trzustki wywodzi si¢ z glowy trzustki, 5-10% z trzonu i 10-15% z ogona. W 20%
nowotwor jest rozprzestrzeniony i obejmuje caty gruczot.

Etiologia raka trzustki nie jest do konca poznana, jednakze wiadomo, ze na po-
wstawanie tej choroby ma wptyw wiele czynnikéw, zarowno srodowiskowych jak i gene-
tycznych. Srodowiskowymi czynnikami ryzyka zachorowania na raka trzustki sa przede

wszystkim palenie tytoniu, wysokobiatkowa i wysokotluszczowa dieta (otylos¢), cukrzy-
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ca, ekspozycja na weglowodory i pochodne ropy, przewlekle stany zapalne, infekcje,
pierwotnie stwardniejace zapelenie drog zétciowych czy przebyta cholecystektomia.
Genetyczne predyspozycje do raka trzustki przejawiaja si¢ w trzech formach (10).
Po pierwsze ryzyko rozwoju raka trzustki zwigkszone jest w wielu znanych zespotach
genetycznych. Po drugie zespoty takie jak dziedziczne zapalenie trzustki (hereditary pan-
creatitis) oraz cysticfibrosis, znane z wczesnie wystepujacych zmian w obrebie trzustki
moga predysponowaé¢ do rozwoju raka tego narzadu. I w koncu rodzinny rak trzustki
(familial pancreatic cancer) odnosi si¢ do rodzin, w ktorych wystapity dwa lub wigce;j
przypadki raka trzustki wérod krewnych pierwszego i/lub drugiego stopnia a rodziny ta-

kie nie spetniaja kryteridow dla zadnego innego zespotu genetycznego.

RAK TRZUSTKI W PRZEBIEGU ZNANYCH ZESPOLOW GENETYCZNYCH
ZWIAZANYCH Z WYSOKIM RYZYKIEM NOWOTWOROW

W zespole Peutz-Jeghersa bardzo istotne jest zwigkszone ryzyko wystapienia roz-
nych nowotworow w tym rak trzustki, piersi, ptuc (11). Szacuje sig, ze u okoto 50% pa-
cjentow z zespotem Peutz-Jeghersa rozwija si¢ jaka$ forma raka (12, 13, 14, 15). Rak
trzustki jest jednym z najczestszych nowotworow wystepujacych w tym zespole gene-
tycznym. Genetycznym podlozem tej choroby sa germinalne mutacje w obrgbie supreso-
rowego genu STK11/LKBL1 (serine/threonine kinase 11).

Istnieje szereg doniesien wskazujacych jednoznacznie na zwigkszone ryzyko raka
trzustki wérdd rodzin z rozpoznaniem FAMMM (familia atypical multiple mole melano-
ma syndrome) (16, 17,54). U podioza tego zespotu leza germinalne mutacje supresoro-
wego genu CDKN2A. Wydaje sig, ze wspdlne wystgpowanie rakow trzustki 1 czerniakoéw
w jednej rodzinie jest odrgbnym zespolem genetycznym i obecnie zwane jest melanoma-
pancreatic cancer syndrome/familial atypical multiple mole melanoma-pancreatic carci-
noma syndrome (MPCS/FAMMM-PC; OMIM 606719).

Zespot HBOC (Hereditary Breast and Ovarian Cancer) jest spowodowany ger-
minalnymi mutacjami w genach BRCA1 i BRCA2. Mutacje w obrgbie tych genow wiaza
si¢ ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia nie tylko raka piersi i jajnika, ale rowniez raka
prostaty, jelita grubego, trzustki, zotadka i szyjki macicy (18). W wielu pracach wykaza-
no istnienie $cistego zwiazku pomigdzy wystapieniem mutacji genu BRCA1 i BRCA2 a
zwigkszonym ryzykiem rozwoju raka trzustki (19, 20, 21,55).

Zespot Lyncha (HNPCC - Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer) stanowi
przyczyng okoto 5% wszystkich rakow jelita grubego (22, 23). Do spektrum nowotwo-

réw charakterystycznych dla tego zespotu zaliczany jest przede wszystkim rak jelita gru-
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bego, rak trzonu macicy, jelita cienkiego, jajnika lub drog moczowych, a wedlug niekto-
rych badaczy takze rak jajnika, sutka i trzustki (24, 25). Najczestsza przyczyna zespotu
Lyncha sa germinalne mutacje w genach naprawy DNA takich jak MSH2 i MLH1 a takze
genow MSH6 i PMS2 (25). Pomimo, Ze rak trzustki jest rzadki w przebiegu zespotu
HNPCC, wykazano, ze zesp6t ten moze predysponowaé dotknigtych nim pacjentow do
rozwoju raka trzustki (25, 28, 30, 56). U pacjentow z wykryta mutacja w wyzej wymie-
nionych genach skumulowane ryzyko wystapienia raka trzustki wynosi odpowiednio
1,31% do 50 r.z. 1 3,68% do 70 r.z. co zwigksza o 8,6 raza ryzyko w stosunku do popula-
cji ogolnej (56).

Rodzinna polipowatos¢ gruczolakowata (FAP, ang. familial adematous polyposis)
stanowi przyczyng okoto 1% wszystkich rakéw jelita grubego. Rozwo6j FAP jest uwarun-
kowany glownie mutacja genu supresorowego APC (ang. adematous polyposis coli). Ist-
nieja sporadyczne doniesienia o zwigkszonym ryzyku rozwoju raka trzustki wsréd pa-
cjentow pochodzacych z rodzin dotknigtych zespotem FAP (26, 30). Jednak z uwagi na
to, ze liczba takich przypadkow jest stosunkowo mata, ostateczne ustalenie zaleznosci
migdzy zespotem FAP a ryzykiem rozwoju raka trzustki jest trudne (26-28).

Zespot ataksja-telangiektazja (AT) nalezy do grupy wrodzonych zaburzen immu-
nologicznych, przebiegajacych z nadmierng tamliwo$cia chromosomoéow. Zwigkszone ry-
zyko raka trzustki, cho¢ niskie, wydaje si¢ by¢ zwiazane z przebiegiem tej choroby (33).

Zespot Wernera (WS, Werner syndrome) zwiazany z wystepowaniem mutacji
w genie supresorowym WRN, ktory koduje biatko podobne do helikazy DNA. Zepo6t ten
jest najczestsza postacia progerii 1 dziedziczy si¢ autosomalnie recesywnie. Wedtug hipo-
tezy, zweryfikowanej jedynie na badaniach linii komérkowych, utrata funkcji genu po-
przez epigenetyczne wyciszanie lub utrat¢ heterozygotycznosci powoduje niestabilno$¢

genomu prowadzaca do transformacji nowotworowej komorek trzustki (57).

DZIEDZICZNE ZAPALENIE TRZUSTKI | CYSTIC FIBROSIS

U wielu pacjentow stwierdza si¢ idiopatyczna, o nieustalonej etiologii, postac¢ za-
palenia trzustki. Brak jest oczywistych czynnikéw predysponujacych. W tej grupie cho-
rych, dzigki badaniom molekularnym, coraz czgséciej udaje si¢ zidentyfikowaé bezpo-
srednia przyczyne choroby. Wytoniono w ten sposob zespot dziedzicznego zapalenia
trzustki. Mutacje odpowiedzialne za rozwoj tej choroby zlokalizowane sa na chromoso-
mie siodmym (7q35) (31) i powoduja powstanie zmienionej formy genu PRSS1 (ang.
Protease Serine 1) (MIM 276000). W 1996 roku po raz pierwszy zidentyfikowano muta-

cj¢ (R122H) w genie PRSS1, ktorej obecnos¢ korelowata z wystgpowaniem dziedzicznej

359



postaci zapalenia trzustki. Mutacje tego genu identyfikuje si¢ w okoto 70% takich przy-
padkéw (35). Jak dotad zidentyfikowano 19 mutacji w genie PRSS1. Dwie z nich wyste-
puja z wigksza czestoscia: R122H 1 N29I. Dziedziczna posta¢ zapalenia trzustki zwiazana
z obecno$cia mutacji w genie PRSS1 stanowi <1% wszystkich przypadkéw zapalenia
trzustki (36).

Drugim genem wigzanym z ta jednostka chorobowa jest gen SPINK1 (ang. Serine
Protease Inhibitor Kazaltype 1). Podobnie jak w przypadku mutacji w genie PRSSI,
wigkszo$¢ mutacji w genie SPINK1 wystepuje rzadko. Tylko jedna mutacja wystgpuje z
wicksza czestoscia - N34S (34).

Trzecim zidentyfikowanym genem zwiazanym z wystepowaniem chronicznego
zapalenia trzustki jest gen CFTR (ang. Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Re-
gulator) (36, 37). Mutacje genu CFTR prowadza do rozwoju jednostki chorobowej zwa-
nej cystic fibrosis (CF). Istnieje kilka doniesien wykazujacych zwigkszone ryzyko rozwo-
ju raka trzustki wsérdd pacjentdw z CF (38, 39). Jednakze liczba takich przypadkow jest
stosunkowo niewielka. Wiele doniesien wskazuje na zwiazek pomigdzy zapaleniem
trzustki a rozwojem raka trzustki (40,58,59). Ryzyko zachorowania na raka trzustki w
przypadku pacjenta chorujacego na dziedziczna przewlekla posta¢ zapalenia trzustki jest
ponad 50 razy wigksze, niz w przypadku osob zdrowych (58,59). Szacuje sig, ze przed
osiagnigciem 70. roku zycia ok. 40% pacjentow chorujacych na dziedziczng postaé zapa-
lenia trzustki, zachoruje takze na raka trzustki (41, 42, 43). Badania te dowodza wysokie-
go ryzyka rozwoju raka trzustki wsrod pacjentow z dziedzicznym zapaleniem trzustki.
Przy czym u palaczy ryzyko to jest wyzsze niz u osob niepalacych. Dotychczasowe wy-
niki moga sugerowac, ze mutacje w genach PRSS1, SPINK1 i CFTR nie sa bezposrednio
zwigzane z rozwojem raka trzustki, ale raczej zwigkszaja ryzyko wystapienia stanu za-

palnego, ktory z kolei moze zwigkszac ryzyko raka trzustki.

INNE ZMIANY GENETYCZNE ZWIAZANE ZE ZWIEKSZONYM RYZYKIEM
ZACHOROWANIA NA RAKA TRZUSTKI.

W ostatnim czasie pojawily si¢ doniesienia oparte o wyniki badan GWAS (Ge-
nome-Wide Association Studies). Analizy te polegaja na ,,skanowaniu” bardzo duzej
liczby znanych polimorfizméw w genomach 0sob nalezacych do grupy badanej (chorych)
1 kontrolnej (zdrowych). Potencjalne réznice w czgstosciach analizowanych zmian moga
wskazywa¢ na rolg danego polimorfizmu lub regionu w genomie w powstawaniu ryzyka

zachorowania na raka. Wyniki badan GWAS w odniesieniu do raka trzustki wskazuja na
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kilka regionow potencjalnie zwiazanych z zwigkszonym ryzykiem zachorowania na raka
trzustki. Jak dotad zidentyfikowano nastepujace lokalizacje i SNP znajdujace si¢ w ich
obrebie: 130922.1 (rs9543325 - OR-1.26, rs9564966- OR-1.21), 5p15.33 (rs401681- OR-
1.19) (62). Wyniki badan GWAS wskazuja takze na nosicielstwo wariantow w obrebie
locus ABO jako zwiazane z podwyzszonym ryzykiem raka tego narzadu (rs505922 —
OR-1,42; rs495828 - OR-1.58; rs657152 — OR-1.51) (63,64). Cecha charakterystyczna
badan GWAS w odniesieniu nie tylko do raka trzustki ale i innych nowotworow jest wy-
krywanie polimorfizmoéow, ktorych nosicielstwo zwigzane jest ze stosunkowo niewiele
podwyzszonym ryzkiem zachorowania na nowotwor zto$liwy (OR okoto 1,2-1,5).

W ostatnim czasie przeprowadzilismy badania celem okreslenia czgstosci 10 mu-
tacji zatozycielskich: BRCA1 (5382insC, 4153delA, C61G), CHEK2 (1100delC, 1VS2 +
1G>A del5395, 1157T), NBS1 (657del5) i PALB2 (509 _510delGA, 172_175delTTGT)
wsrod grupy 383 pacjentow z rakiem trzustki, 4000 oso6b grupy kontrolnej i oszacowania
zwiazku tych zmian z ryzykiem tej choroby w polskiej populacji. Po raz pierwszy wyka-
zaliSmy asocjacj¢ pomigdzy nosicielstwem ,,stowianskiej mutacji” 657delACAAA w ge-
nie NBS1 a podwyzszonym ryzykiem raka trzustki (8/383, 2,08%, OR-3,80, p=0,002)
(66).

RODZINNY RAK TRZUSTKI

Pierwsze doniesienia opisujace rodziny z agregacja raka trzustki wsrod krewnych
(Familial Pancreatic Cancer — FPC) pojawity si¢ juz we wczesnych latach siedemdzie-
siatych (44, 45, 46, 47, 48). Zespot rodzinnego raka trzustki definiuje rodziny, w ktoérych
wystapity co najmniej 2 przypadki zachorowania na raka trzustki wsrod krewnych pierw-
szego stopnia a jednoczesnie rodziny te nie spetniaja kryteriow dla innych znanych ze-
spotow dziedzicznych zwigzanych z podwyzszonym ryzykiem wystapienia raka trzustki,
jak np. zespot Peutz-Jegersa, HNPCC, HBOC, czy FAMM. Do p6znych lat 80-tych jedy-
nie pojedyncze doniesienia sugerowaty wystgpowanie agregacji raka trzustki w niekto-
rych rodzinach (49,59). Pierwsza praca na duzej grupie rodzin z agregacja raka trzustki
ukazata si¢ w 1989 roku (50). Po tym czasie utworzono kilka rejestréw takich rodzin, za-
réwno w Stanach Zjednoczonych jak i w Europie (51, 52, 53). Prospektywne badania
Tersmette 1 wsp. wykazaly, ze ryzyko rozwoju raka trzustki wsrdd krewnych pierwszego
stopnia pacjenta dotknigtego tym nowotworem jest 18-krotnie zwigkszone w rodzinach,
w ktorych wystapity 2 przypadki raka trzustki i 57-krotnie w rodzinach, ktorych 3 lub
wigcej czlonkoéw dotknigtych jest rakiem trzustki. Takie wysokie ryzyko rozwoju raka

trzustki zostato potwierdzone przez pdzniejsze badania tej samej grupy naukowcdéw. Do
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niedawna jedynym genem, ktorego konstytucyjne zmiany zostaly jednoznacznie opisane
jako zwiazane z zespoltem rodzinnego raka trzustki byt gen BRCA2 (breast cancer 2 ge-
ne) (MIM: 600185). Ostatnio odkryto nowy gen PALB2 i jego zwiazek z rodzinna posta-
cig raka trzustki w populacji amerykanskiej i europejskiej, a takze wspotwystepowanie w
tych rodzinach raka piersi (60,61).

W naszych badaniach przeprowadzonych w grupie 398 0s6b pochodzacych z ro-
dzin z rodzinna agregacja rakow trzustki wykazaliSmy, ze ryzyko wystapienia FPC moze
by¢ zwiazane z nosicielstwem zmiany w obrgbie genu PALB2 172_175delTTGT (OR-
10,05, p=0,048). Podwyzszone ryzyko wystapienia FPC zaobserowali§my rowniez (ale
tylko wsrod pacjentow z rakiem pochodzacych z rodzin FPC, n=105) dla mutacji zalozy-
cielskich genu BRCA1 (5382insC, 4153delA, C61G) (OR-6,72, p=0,026). W tej samej
grupie zaobserwowalis$my takze nowa, nieopublikowana dotychczas asocjacje pomigdzy
nosicielstwem mutacji a podwyzszonym ryzykiem wystapienia w rodzinie zespotu FPC
dla zmian genu CHEK?2 ze szczegdlnym udziatem mutacji ,, missence” 1157T (OR-2,17,
p=0,026) (67).

Wedhlug najnowszych danych zdecydowana wigkszo$¢ nowotworoOw powstaje
na podtozu genetycznych predyspozycji. Dotychczas nie wykryto genu, ktorego
defekty predysponowatyby specyficznie do raka trzustki. Molekularne podioze raka
trzustki jak wykazano powyzej moze mie¢ bardzo heterogenny charakter, a wystapienie
tego typu nowotworu wigzane jest z szeregiem rdznorodnych jednostek chorobowych.

Zatem poszukiwania genetycznych predyspozycji musza przebiega¢ wielotorowo.

DIAGNOSTYKA RADIOLOGICZNA RAKA TRZUSTKI
Dotychczasowe algorytmy diagnostyczne raka trzustki dotycza sytuacji, w ktorej
wskazaniem do ich stosowania jest wystapienie objawow klinicznych. W tym przypadku
algorytm diagnostyczny obejmuje wykonywanie:
— ultrasonografii jamy brzusznej przeprowadzone przez do$§wiadczonego 1 wyspe-
cjalizowanego w tym badaniu radiologa;
— tomografii komputerowej jamy brzusznej;
— ultrasonografii endoskopowej, ktora jest badaniem przydatnym w wykrywaniu
zmian niewielkich jednak mato dostgpnych.
W diagnostyce wczesnych rakéw przydatne jest rowniez oznaczanie markera
CA19-9i CA-125 u kaobiet.
Powyzszy schemat diagnostyczny nie zostat sprawdzony co do swojej przydatno-

$ci w detekcji najwczesniejszych postaci rakow u 0sob z wykryta testami DNA zwigk-
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szona predyspozycja do raka trzustki. Okreslenie algorytmu diagnostycznego z wykorzy-
staniem technik obrazowania dla wykrycia wczesnych rakow trzustki wymaga dopiero
prospektywnych badan na duzych grupach pacjentow z okreslonymi konstytucyjnymi
zmianami molekularnymi i ocenianych niezaleznie r6znymi technikami obrazowania gu-
ZOW.

Podobnie jak w przypadku innych nowotwordéw zaktadamy, ze poznanie podtoza

genetycznego raka trzustki umozliwi réwniez efektywna chemoprewencj¢ oraz chemiote-

rapig.

INNE MARKERY O POTENCJALE DIAGNOSTYCZNYM DLA RAKA TRZUSTKI

Realna nadzieje na zidentyfikowanie markeré6w uzytecznych dla wczesnego wy-
krywania raka trzustki daja wyniki opublikowanych ostatnio badan badajacych potencjat
diagnostyczny dla wykrywania raka trzustki w oparciu o poziomy ré6znych metabolitow.
Wykazano, ze markerem wczesnego raka trzustki moze by¢ okreslanie w osoczu krwi
poziomu trzech aminokwasow o rozgal¢zionych tancuchach: Leucyny, Izoleucyny oraz
Waliny. Wyniki badan prospektywnych wskazaty, ze podwyzszone poziomy tych trzech
aminokwasow zwiazane byly z ponad dwukrotnie podwyzszonym ryzykiem (p<0,0006).
Asocjacja ta byla niezalezna od znanych czynnikow ryzyka raka trzustki, jak: cukrzyca,
hiperglikemia, insulinooporno$é¢, przewlekte, tagodne zapalenie trzuski. Ponadto zaob-
serwowano, ze zwiazek podwyzszonego poziomu tych aminokwasow z ryzykiem raka
trzustki byt najsilniejszy wsrod pacjentow, od ktorych probki krwi do analiz zostaty po-
brane od 2-5 lat przed diagnoza raka trzustki (OR ~10). Zwiazek podwyzsznych pozio-
mow Leu, Ile, Val z wezesnym rakiem trzustki autorzy przypisuja temu, ze poczatkowy
rozwo6j gruczolakoraka trzustki zwigksza rozklad biatek tkanki migsniowej powodujac
podwyzszenie tych aminokwaséw w osoczu. By¢ moze podwyzszony ich poziom bedzie
markerem przydatnym w wykrywaniu wczesnego wykrycia raka trzustki (65).

Majac na uwadze ostanie wyniki badan odnos$nie roli mikroelementow w rozwoju
rakow wykazaliSmy, ze rowniez takie pierwiastki jak np. selen 1 miedZ moga okazaé si¢
przydatne we wczesnym wykrywaniu raka trzustki. W przeprowadzonych badaniach
okreslono stezenie Se i Cu w surowicy krwi 100 pacjentéw z rakiem trzustki w odniesie-
niu do grupy sparowanych co do plci, wieku, statusu palenia tytoniu, rodzinnej historii
zachorowan na raki 100 zdrowych oso6b pochodzacych z tego samego regionu geogra-
ficznego Polski. W grupie kontrolnej §rednie stezenie Se w surowicy wyniosto 76 pg/l, a
Cu 1098 pg/l. Natomiast Srednie stgzenie Se w grupie pacjentow z rakiem trzustki wynio-

sto 60 pg/l a $rednie stgzenie Cu, 1432 pg/l. Otrzymane wyniki stgzen badanych mikro-
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elementow podzielono na kwartyle celem poréwnania liczby pacjentéw z rakiem trzustki
1 zdrowych w kazdym z kwartyli w odniesieniu do stezen Se i Cu. Porownujac stezenia
selenu w poszczegolnych ¢wiartkach zaobserwowano zwiazek niskich stezen selenu ze

wzrostem liczby wystepujacych rakow trzustki (68, Tab.1.).

Tab. 1. Stezenie selenu (Se) w surowicy i wystepowanie raka trzustki.

L. Stezenie Se Liczba Liczba
Cwiartka A ) OR p 95% CI
(ng/l) rakéw kontroli
| 29,87-56,20 45 5 41 <0,0001 12,693-132,44
] 56,52 - 69,12 32 18 8,099 <0,0001 3,214-20,411
[} 69,26 - 79,36 14 36 1,772 0,3421 0,6853-4,580
v 79,43 -122,46 9 41 1 - -

Wysoce istotne statystycznie roznice w st¢zeniu Se zaobserwowano porownujac kwartyle
z najnizszym st¢zeniem selenu w surowicy (I, II) do ¢wiartki z najwigksza liczba oséb
zdrowych (1V) (odpowiednio OR-41, p<0,0001; OR-8,099; p<0,0001, Tab.1.). Przepro-
wadzona analiza wykazala, Ze punkt odcigcia st¢zenia Se ponizej ktoérego obserwowano
wzrost wystgpowania rakow trzustki wynidst 67,45 pg/l. Nizsze stgzenia selenu w suro-
wicy byly zwiazane z wigkszym prawdopodobienstwem zdiagnozowania raka trzustki

(68, Ryc.1.).
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Ryc.1. Stezenie selenu w surowicy krwi a wystepowanie raka trzustki.

W podziale na kwartyle, zaobserwowano jednoznaczna zalezno$¢ pomigdzy wysokim
stezeniem Cu 1 wzrostem liczby wystepujacych rakow trzustki, a takze niewielka liczba
pacjentdow z rakiem trzustki 1 niskimi warto$ciami stgzenia Cu w surowicy

(68, Tab.2).

Tab.2. Wystepowanie rakow trzustki a stezenie Cu w surowicy.

Liczba Liczba

Cwiartka  Stezenie Cu (ug/l) , ) OR p- value 95 % CI
rakéw  kontroli
I 101,97-1025,88 11 39 1 - -
| 1027,88 -1182,28 16 34 1,668 0,3678 0,681-4,084
1} 1187,60 - 1448,68 29 21 4,896 0,0004 2,043-11,731
v 1453,79 - 2901,35 44 6 26 <0,0001 8,791-76,897

Poréwnujac kwartyle o wysokich zakresach stezenia Cu (III, IV) z ¢wiartka
o niskich warto$ciach stezenia Cu (I), zaobserwowano istotny wzrost liczby rakow
trzustki (wraz ze wzrostem st¢zenia mikroelementu) (odpowiednio OR-4,896, p=0,0004;
OR-26, p<0,0001, Tab.2). Punkt odcigcia stezenia Cu, powyzej ktorego obserwowano

wzrost wystgpowania rakow trzustki wyniost 1214,58 ng/l. Wyzsze st¢zenia miedzi w su-
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rowicy byly zwiazane ze wzrostem prawdopodobienstwa zdiagnozowania raka trzustki

(68, Ryc.2.).
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Ryc.2. Stezenie miedzi w surowicy krwi a wystgpowanie raka trzustki.

Ponadto u pacjentow z rakiem trzustki bedacych w zakresie niskich stgzen selenu
($rednia <63,67 ng/l), sredni czas przezycia wynosit 6 miesiecy, podczas gdy u pacjen-
tow z wyzszym poziomem selenu we krwi (Srednia >63,67 ng/l), sredni czas przezycia
wynosil 11 miesigcy. Wydaje sig, Ze istnieje pozytywna zalezno$¢ pomigdzy czasem
przezycia i wysokim st¢zeniem Se, chociaz obserwacja ta nie byla statystycznie istotna na

podstawie wynikow naszych dotychczasowych badan (p = 0,0820, Ryc.3.).
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Ryc.3. Zalezno$¢ migdzy czasem przezycia i stezeniem selenu w surowicy (Se) pacjentéw z rakiem trzust-

ki.

Legenda. Linie regresji przedstawiono oddzielnie dla pacjentow zyjacych i zmartych.

Przedzial ufnosci pokazano w szarych obszarach.

Obserwowane w naszym badaniu retrospektywnym niskie zakresy stgzenia Se i
wysokie zakresy st¢zenia miedzi wsrod probek pacjentow z rakiem trzustki nie moga by¢
traktowane jako marker ryzyka raka trzustki. Gdy poziom Se w surowicy badany jest u
nowo diagnozowanych pacjentow, obecno$¢ samego guza moze mie¢ wptyw na badany
parametr. Dlatego tez schemat retrospektywnych badan kliniczno-kontrolnych nie nadaje
si¢ do wnioskowania, ze niskie st¢zenia Se sa przyczyna choroby. Badania te jednak mo-
ga by¢ cenne w okresleniu, czy stezenie Se moze by¢ uzywane jako uzyteczny marker se-
lekcji do badan kontrolnych. Wyniki przeprowadzonych badan moga sugerowac, ze ni-
skie stgzenie Se/ wysokie Cu u pacjentdow z rakiem trzustki moze by¢ rozpatrywane jako

potencjalny marker diagnostyczny wskazujacy na trwajacy proces nowotworowy,
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a nie jako marker ryzyka lub bezposrednia przyczyne¢ raka. Jednak nie mozna wyklu-
czy¢, ze badane stezenia Se 1 Cu moga rzeczywiscie wptywacé na rozwoj raka trzustki.
Majac na uwadze wykazana w badaniach silna asocjacje pomiedzy stezeniem badanych
pierwiastkow a czg¢sto$cia wystgpowania rakow trzustki, zasadne jest przeprowadzenie
badania prospektywnego rozstrzygajacego wptyw poziomoéw selenu i miedzi na ryzyko
raka trzustki.

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano dluzszy czas przezycia (na gra-
nicy istotnosci statystycznej) pacjentow z rakiem trzustki z wyzszym st¢zeniem selenu w
poréwnaniu do pacjentdw z rakiem trzustki i niskim st¢zeniem Se w surowicy krwi
($rednio, 11 miesiecy w poréwnaniu do 6 miesigcy). Dlatego nie mozna wykluczy¢, ze
stezenie Se moze by¢ markerem prognostycznym w raku trzustki. Obserwowane stgzenie
selenu u pacjentéw z rakiem trzustki byto dalekie od optymalnego (wg naszych obserwa-
cji jest to ~100 ng/l), jednakze czas przezycia u pacjentow z rakiem trzustki i wyzszym
poziomem selenu byt dluzszy w porownaniu do pacjentéw z najnizszymi zakresami stg-
zenia Se. Ta obserwacja wymaga weryfikacji w dalszych badaniach, ale w odniesieniu do
istniejacych obserwacji z badan prospektywnych moze by¢ prawdziwa. Dane z metaana-
liz 49 badan prospektywnych potwierdzaja nawet 45% obnizenie $Smiertelnosci z powodu
rakow (nie tylko trzustki) u 0sob z optymalnym stezeniem Se (69). W przeprowadzonym
badaniu zaobserwowano dluzszy czas przezycia u pacjentow z rakiem trzustki 1 wyzszy-
mi st¢zeniami Se w surowicy. Dane te moga sugerowac tez potencjalnie korzystne zna-
czenie suplementacji selenem w odniesieniu do leczenia raka trzustki (68).

Podsumowujac, przeprowadzone przez nas retrospektywne badanie sugeruje, ze
niskie stgzenie selenu i wysokie stezenie miedzi w surowicy krwi moze wptywaé na roz-
w@j raka trzustki. Oznaczenie st¢zenia selenu 1 miedzi w surowicy krwi moze uzupethiac
konwencjonalne procedury diagnostyki raka trzustki jako dodatkowy marker laboratoryj-
ny. Ponadto, wydaje sig, ze wyzsze stezenie selenu wiaze si¢ z dluzszym czasem przezy-
cia u pacjentéw z rakiem trzustki. Nie ulega watpliwosci, ze prospektywne badania ko-
hortowe sa niezbedne dla rozstrzygnigcia kwestii wykorzystania pomiaréw selenu i mie-
dzi jako markerow ryzyka raka trzustki. W tej chwili wydaje sig, ze okreslenie st¢zenia
selenu i miedzi moze by¢ markerem selekcji do badan kontrolnych, jako uzupehienie ist-

niejacych procedur diagnostycznych oraz markerem prognostycznym co do przezycia.
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Streszczenie

Rzadkie dziedziczne zespoly predyspozycji do nowotworéw wielouktadowych
czesto charakteryzuja si¢ heterogennym przebiegiem i roznorodnoscia objawow klinicz-
nych. Objawy te nie zawsze sa cecha typowa dla jednego schorzenia, co moze znacznie
utrudnia¢ ich wlasciwe zdiagnozowanie, a tym samym powodowaé niedoszacowanie fak-
tycznej czgstosci ich wystgpowania. W przebiegu zespolu CMMRDS, zespotu nabtonia-
kow znamionowych, zespotu Blooma, Triady Carney’a i Zespotu Carney’a-Stratakisa
oraz zespotu MENI czesto wystepuja objawy charakterystyczne dla innych chorob, a wy-
stapienie wszystkich symptomoéw rozciagnigte jest w czasie, nie dajac pelnego obrazu
choroby. Prawidlowa diagnoza pozwala na wdrozenie odpowiedniej opieki medycznej a
tym samym umozliwia wykrywanie kolejnych zmian nowotworowych we wczesnym sta-
dium rozwoju, co przy zastosowaniu odpowiedniego leczenia znacznie wydluza czas zy-

cia chorych.
Slowa kluczowe: rzadkie zespoty predyspozycji do wystgpowania nowotworow, Zespot

konstytuwnego niedoboru naprawy DNA typu ,,mismatch”, Zespot nabloniakow znamio-

nowych, Zespo6t Blooma, Zespot MENT1, Triada Carney’a, Zespot Carney’a-Stratakisa
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Summary

Rare hereditary predisposition to multiorgan cancers are often characterized by
heterogeneous course and variety of clinical symptoms, which are not always the hall-
mark of a disease and thus greatly impede their proper diagnosis. This could result in un-
derestimation of their actual frequency. In the course of mismatch repair cancer syn-
drome (CMMRDYS), basal cell nevus syndrome, Bloom syndrome, Carney Triad, Carney-
Stratakis syndrome and multiple endocrine neoplasia type 1 (MENL1), often present with
symptems features characteristic of other diseases, the occurrence of all symptoms are
spread over time, resulting usually in an incomplete picture of the disease. The correct di-
agnosis allows for the implementation of the appropiate medical care and enables the de-
tection of subsequent neoplastic lesions at an early stage of development what in conse-

quence lead to the appropriate treatment significantly prolonging patients lifespan.
Keywords: rare syndromes with predisposition to cancers, constitutional mismatch repair

cancer syndrome, basal cell nevus syndrome, Bloom syndrome, MEN1 syndrome, Car-

ney Triad, Carney-Stratakis syndrome
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Podtoze molekularne wigkszosci silnych dziedzicznych predyspozycji do wyste-
powania chorob nowotworowych jest znane, a dynamiczny rozwoj technik analizy DNA
pozwala na identyfikacj¢ mutacji prowadzacych do ich wystapienia oraz obj¢cie chorych
I ich rodzin odpowiednia opieka medyczna. Jednak w przypadkach rzadkich dziedzicz-
nych choréb nowotworowych ekspresja przebiegu klinicznego moze by¢ zmienna 1 nie
jest dobrze poznana, prowadzac czesto do bledow w diagnozowaniu tych chordb. Scista
wspotpraca migdzy lekarzami klinicystami i genetykami moze utatwi¢ zardwno wczesna
identyfikacje chorych lub krewnych z grupy ryzyka jak i planowanie kompleksowe;j
opieki medycznej dla pacjentow.

W opracowaniu tym przedstawiono rzadkie dziedziczne zespoty z predyspozy-

cjami do nowotwordéw wielouktadowych.

Zespol konstytutywnego niedoboru naprawy DNA typu ,,mismatch” (CMMRDS)

Zespot konstytutywnego niedoboru naprawy DNA typu ,,mismatch” (ang. consti-
tutional mismatch repair cancer syndrome, CMMRDS, OMIM: 276300) jest dziedzi-
czony autosomalnie recesywnie i zwiazany z wystgpowaniem W okresie dziecigcym no-
wotworow hematologicznych — chtoniakéw nieziarniczych i r6znego typoéw biataczek, a
takze rdzeniakéw zarodkowych (medulloblastoma), glejakéw wielopostaciowych mézgu
(glioblastoma multiforme) i innych guzéw w centralnym uktadzie nerwowym. W drugiej
dekadzie zycia, u chorych pojawiaja si¢ rowniez nowotwory charakterystyczne dla zespo-
tu Lyncha (OMIM: 120435), w ktérym najwczes$niej wystgpuja one dopiero w czwartej
dekadzie zycia. U chorych moga wystgpowaé takze zmiany typu cafe-au-lait maculae
(CALM), ktore moga sugerowa¢ bledna diagnoze nerwiakowtokniakowatosci typu | [1].
Czestos¢ wystgpowania tego zespotu nie zostata okreslona, jednak ze wzgledu na trudno-
$ci w zdiagnozowaniu moze by¢ wyzsza, niz wynika to z pi$miennictwa [2].

Za wystgpowanie CMMRDS odpowiedzialne sa homozygotyczne lub ztoZone he-
terozygotyczne mutacje w genach naprawy DNA (ang. mismatch repair genes, MMR):
MLH1 (3p22.2, OMIM:120436), MSH2 (2p21, OMIM: 609309), MSH6 (2p16.3, OMIM:
600678) lub PMS2 (7p22.1, OMIM: 600259) [3].

Zaobserwowano, ze nizszy wiek diagnozy pierwszego nowotworu oraz wigksze
nasilenie objawdéw wystgpuje czgsciej u chorych z mutacjami w genach MLH1 i MHS2,
niz u pacjentow z mutacjami obu alleli genu MSH6 oraz PMS2. Guzy mézgu pojawiaja
si¢ jako pierwsze objawy u nosicieli mutacji w genach PMS2 i MSH6 czg¢sciej niz upa-
cjentow z mutacjami w genach MLH1/MSH2, u ktoérych z kolei czgsciej wystgpujacym

pierwszym objawem sa nowotwory hematologiczne. Stwierdzono tez, ze dwualleliczne
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mutacje genu PMS2 wystepuja u 50% pacjentow z CMMRDS [4]. W diagnostyce muta-
cji genu PMS2 nalezy zachowa¢ szczeg6lna uwage, ze wzgledu na istnienie pseudogenu
PMS2CL [5, 6, 7].

Chorzy powinni by¢ objgci programem wieloaspektowej opieki z uwzglednie-
niem poradnictwa genetycznego i statej opieki psychologicznej. Rodzina chorego powin-
na by¢ poinformowana o wysokim ryzyku wystapienia U niego kolejnych nowotworow.
Porada genetyczna musi réowniez zawiera¢ informacje na temat potencjalnego ryzyka
choroby u 25% rodzenstwa oraz ryzyka wystapienia nowotworéw zwiazanych z zespo-

tem Lyncha u heterozygotycznych nosicieli mutacji, zwtaszcza rodzicow [4].

Zespol nabloniakow znamionowych

Zespot nabtoniakow znamionowych (zespot Gorlina, ang. Gorlin syndrome, basal
cell nevus syndrom, BCNS, OMIM: 109400) charakteryzuje si¢ szerokim spektrum zabu-
rzen rozwojowych i predyspozycja do roznych nowotwordéw. Czgstos¢ wystgpowania te-
go schorzenia jest rozna w zaleznos$ci od populacji i waha si¢ od 1/30000 wsrod miesz-
kancow Wielkiej Brytanii [8] do 1/256000 w populacji whoskiej [9].

Objawy Kliniczne zespotu Gorlina sa bardzo zrdznicowane i obejmuja wystepo-
wanie licznych ognisk raka podstawnokomorkowego skory (ang. basal cell carcinoma,
BCC), ktory moze pojawié si¢ juz we wczesnym okresie dziecigcym, obecno$é rogowa-
ciejacych torbieli szczeki i zZuchwy o pochodzeniu nablonkowym (OKCs, ang. odontoge-
nic keratocysts), ktore najczesciej rozwijaja si¢ w pierwszej i drugiej dekadzie zycia [10,
11]; obecnos¢ zaglebien, ttuszczakow i torbieli epidermalnych na skorze rak i podeszw
oraz zwapnienie opony twardej. Objawy te przyjeto jako gtdéwne kryteria diagnozowania
zespotu nabloniakéw znamionowych [12]. Ponadto istnieje szereg objawdéw dodatko-
wych, jak wrodzone nieprawidlowosci w obregbie uktadu kostnego, zrosnigte zebra, ma-
krocefalia z czotowymi uwypukleniami, rozszczep wargi i podniebienia czy hipertelo-
ryzm [10].

Chorzy z BCNS maja podwyzszone ryzyko rozwoju nowotworéw uktadowych.
Opisano wystepowanie rdzeniakow zarodkowych, oponiakow, wiokniakow jajnika oraz
serca a takze obecnos¢ wielokrotnych lub pojedynczych torbieli limfatycznych lub krez-
kowych oraz hamartomatycznych polipéw zotadka [13]. Torbiele i polipy moga wystg-
powac jako bezbolesne guzy jamy brzusznej, ale takze moga by¢ przyczyna bolesnego ci-
$nienia w jamie brzusznej, powodowa¢ nudnos$ci i wymioty, a w stanach zaawansowa-
nych moga powodowac cigzkie powiktania, jak kompresja narzadow lub niedroznos¢

przewodu pokarmowego [8].
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Dla rozpoznania zespotu BCNS zebrano objawy w dwie grupy: kryteria duze
(ang. major criteria) oraz kryteria mate (ang. minor criteria). Rozpoznanie zespotu opie-

ra na stwierdzeniu 2 objawoéw duzych lub jednego duzego i dwoch matych (Tabela 1).

Tab. 1. Kryteria rozpoznania BCNS.

Kryteria duze Kryteria male

e wady wrodzone, np. rozszczep wargi
i/lub podniebienia, hiperteloryzm

e dwa lub wigcej ognisk raka rdznego stopnia, za¢ma lub
podstawnokomoérkowego lub jedno maloocznodé
ognisko u chorego przed 20 r.z. e torbiele epidermalne obwodowych
e torbiel rogowaciejaca (keratocysta) czesci ciata

szczeki lub zuchwy o makrocefalia

e wydatne guzy czotowe
e syndaktylia
e wiokniaki jajnika

e trzy lub wigcej zmiany skorne dtoni lub
stop
e Zwapnienia sierpa mozgu

e anomalie zeber o wady kregostupa

o rdzeniak zarodkowy

Zespot nabtoniakéw znamionowych jest dziedziczony w sposob autosomalny do-
minujacy i zwigzany z mutacjami w genie PTCH1 (OMIM: 601309), o wielko$ci 34 kb i
ztozonym z 23 eksonow potozonym w pozycji 9922.32. Gen PTCH1 nalezy do genéw
supresorowych nowotworow, a jego mutacje o charakterze inaktywujacym charakteryzu-
ja sig pelna penetracja lecz zmienna ekspresja zar6wno migdzy chorymi niespokrewnio-
nymi, jak 1 w obrgbie jednej rodziny [14, 15]. Dotychczas opisano okoto ponad 100 roz-
nych mutacji tego genu [16]. Gen PTCH1 koduje migdzybtonowa glikoproteing, ktora
dziata jako ligand receptora blonowego nalezacego do rodziny bialek Hedgehog — SHH
(ang. sonic hedgehog). Biatko PTCH1 tlumi transkrypcje genow szlaku SHH bioracych
udziat w regulacji organogenezy.

Opisano takze mutacje innego negatywnego regulatora tego samego szlaku — genu
SUFU (10g24.32, OMIM: 607035), jako zwiazane z BCNS, a zwlaszcza z ryzykiem wy-
stapienia dziecigcego rdzeniaka zarodkowego [17]. Mutacje w genach PTCH1 i SUFU
identyfikowane sa u 87% chorych z BCNS [18]. Fan i wsp. opisali przypadek chinskiej
rodziny z BCNS, wsrod czlonkow ktorej wystepowata mutacja p.R719Q genie PTCH2
(1p34.1, OMIM: 603673). Przeprowadzone przez nich badania funkcjonalne wykazaty,
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ze zmutowane biatko utracito funkcje hamowania $ciezki sygnatowej SHH 1 blokowania
podziatlow komoérkowych [19].

Leczenie zespolu Gorlina jest w wigkszos$ci przypadkéw uwarunkowane nasile-
niem wystgpujacych zaburzen. Chorzy powinni by¢ objeci opieka dermatologiczng i sto-
matologiczna. Pewne znaczenie profilaktyczne moze mie¢ zalecenie unikania ekspozycji
na promieniowanie UV, czy profilaktyka z zastosowaniem doustnych retinoidow. Stoso-
wanie radioterapii jest przeciwwskazane ze wzglgdu na mozliwo$¢ indukcji powstawania

zmian mnogich [20].

Zespol Blooma

Zespot Blooma (ang. Bloom syndrome, BLS, OMIM: 210900) jest dziedziczony
w sposoOb autosomalny recesywny i zwiazany z homozygotycznymi i ztozonymi hetero-
zygotycznymi mutacjami w genie BLM (15g26.1, OMIM: 604610), kodujacym helikaze
DNA. Biatko BLM (RECQ3) nalezy do rodziny helikaz RecQ, enzymow odpowiedzial-
nych za procesy naprawy DNA typu MMR, BER i NER [21]. Gen BLM jest genem su-
presorowym i jego inaktywacja zwiazana jest z obnizona zdolno$cia naprawy btedow re-
plikacji i niestabilno$cia genomowa zwiazang z podwyzszona cz¢stoscia rekombinacji w
komorkach osob chorych, co powoduje zwigkszona predyspozycje do zachorowania na
nowotwory. Jedna z funkcji biatka BLM jest udziat w prawidlowym rozwoju i funkcjo-
nowaniu réznych typoéw limfocytow B [22]. Utrata tej funkcji moze mie¢ zwiazek z fak-
tem, ze pacjenci z zespotem Blooma rozwijaja gtownie nowotwory hematologiczne, ktore
wystgpowacé moga juz w okresie dziecinstwa. Gruczolakoraki, jak rak przetyku i gruczolu
piersiowego, czgsciej pojawiaja si¢ w okresie dojrzalym, podobnie jak rak jelita grubego,
ktory stwierdzany jest u 12% pacjentow. Opisano takze wczesne wystgpowanie rzadkich
nowotworow, jak nerczak zarodkowy (guz Wilmsa) czy kostniakomigsak. W sumie u
45% chorych z BLS stwierdza si¢ wystgpowanie co najmniej jednego nowotworu, a u
czesci chorych obecnos¢ kilku guzoéw pierwotnych [23]. Ponadto chorzy przejawiaja sze
reg objawow klinicznych, jak: opdznienie wzrastania jeszcze w okresie przedurodzenio-
wym, a w efekcie niski wzrost koncowy nie przekraczajacy 150 cm; wrazliwos$¢ na in-
fekcje uktadu oddechowego i przewodu pokarmowego powiazana z niedoborem odpor-
no$ci; rumien teleangiektatyczny na twarzy i grzbietach rak pojawiajacy si¢ w juz w
pierwszym roku zycia oraz wystgpowanie na skorze obszarow z niedoborem i nadmiarem
pigmentacji. Obserwuje si¢ rowniez cechy dysmorficzne, nieplodnos¢ u me¢zczyzn oraz

przedwczesna menopauze u kobiet [24].
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Dotychczas opisano ponad 80 réznych mutacji genu BLM, ktore w uktadzie ho-
mo, lub heterozygotycznym ztozonym odpowiadaja za wystapienie zespotu Blooma [16].
Badanie czgstos$ci wystepowania mutacji genu BLM ws$rod zdrowych wykazato ich obec-
no$é u 0,11% badanych [25]. W populacji Zydéw aszkenazyjskich czestosé ta jest dzie-
sieciokrotnie wyzsza i dotyczy tylko mutacji zalozycielskiej ¢.2207-2212delATCTGA-
insSTAGATTC (BLM™"), powodujacej przedwczesna terminacje translacji, ktorej nosi-
cielstwo nie zostalo powiazane z podwyzszonym ryzykiem wystgpowania nowotworow
[26]. Zwiazek mutacji genu BLM z podatnoscia na nowotwory pozostaje niewyjasniony,
jednak w najnowszych badaniach rodzin o pochodzeniu kaukaskim z wczeénie rozwijaja-
cym si¢ rakiem jelita grubego zidentyfikowano nosicieli zmutowanego allelu genu BLM.
Podobnie wyniki uzyskano w badaniach rodzin z dziedzicznym rakiem piersi [23, 27,
28]. Badania na myszach wykazaly, ze tlo genetyczne i st¢zenie biatka BLM moga mie¢
wplyw na stopien podatno$ci na nowotwory, jednak zasugerowaly takze wplyw innych
czynnikow genetycznych i/lub srodowiskowych na penetracje zmutowanych alleli genu

BLM [29, 30].

Zespot MEN1

Zespot mnogiej gruczolakowatosci wewnatrzwydzielniczej typu I (ang. multiple
endocrine neoplasia type 1, MEN1, OMIM: 131100), okres$lany takze jako zespot We-
rmera, jest dziedziczony w sposob autosomalny recesywny i zwigzany z mutacjami genu
MEN1 (11q13.1, OMIM: 613733), kodujacego mening — biatko jadrowe, regulujace tran-
skrypcje, stabilno$¢ genomowa, podziaty i proliferacj¢ komorek [31].

U o0s6b chorych wystepuja najczegsciej prowadzace do hiperkalcemii guzy przytar-
czyc (ponad 90% chorych), roznego typu nowotwory wysp trzustkowych, glownie guzy
typu gastrinoma i insulinoma (u 10-40% chorych) oraz guzy przysadki u 5-20% bada-
nych. Mutacje genu MEN1 charakteryzuja si¢ wysoka penetracja — u ponad 90% pacjen-
tow w 5 dekadzie zycia wystepuje wigkszos¢ gtdéwnych objawow([32].

W tkance guzéw nowotworow wystepujacych w przebiegu zespotu MEN1 w lo-
cus MEN1 obserwowana jest utrata heterozygotycznosci (ang. loss of heterozygosity,
LOH), co wskazuje na supresorowy charakter genu meniny. Mutacje genu MEN1 obser
wowane sa takze w guzach neuroendokrynnych nie zwigzanych z zespolem Wermera
[31].

Dotychczas opisano blisko 650 mutacji genu MEN1, z ktorych 80% powoduje
przedwczesng terminacj¢ translacji meniny [16]. Nie zaobserwowano goracych miejsc

wystepowania mutacji, ani korelacji migdzy genotypem a fenotypem. U 5-10% chorych z
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objawami charakterystycznymi dla zespolu MENI1, nie znaleziono zadnych zmian w se-
kwencji genu MEN1, natomiast u czeSci z nich zidentyfikowano mutacje w genie
CDKN1B (12p13.1, OMIM: 600778) i opisano jako zespot MEN4 (OMIM: 610755)
[Thakker, 33, 34].

Ze wzgledu roznorodnos¢ obrazu klinicznego, pojawianie si¢ poszczegdlnych pa-
tologii w uktadzie dokrewnym i w innych tkankach w ré6znym czasie, wczesne rozpozna-
nie zespotu MEN1 pozostaje trudne, zwlaszcza, ze najczgsciej pierwsze objawy kliniczne
zwiazane sg z produktami sekrecji guzow hormonalnie czynnych, a nie z miejscem roz-
poczecia procesu nowotworowego. Ponadto u 10% pacjentow wystepuja mutacje de
novo. Guzy neuroendokrynne w zespole MEN1 wydziela¢ moga m.in. gastryne, insuling,
prolaktyng, parathormon (PTH), hormon wzrostu, glukagon i hormon adrenokortykotro-
powy (ACTH) [35]. U 90% chorych z zespotem MEN1 wystepuja naczyniakowlokniaki
twarzy, bedace takze cecha charakterystyczna dla stwardnienia guzowatego (TSC), jed-
nak w przebiegu zespolu Wermera wystepuja mniej licznie 1 sa mniejsze od tych zwiaza-
nych z TSC, a ich umiejscowienie ograniczone jest do okolic gornej wargi. U 70% cho-
rych z zespotem MENT1 obserwuje si¢ takze widkniaki kolagenowe. Zmiany te moga by¢
subtelne, a diagnoza moze wymagac¢ konsultacji dermatologicznej i biopsji. Rzadziej u
chorych obecne sa inne nowotwory: guzy neuroendokrynne przewodu pokarmowego |,
thuszczaki, gruczolaki kory nadnerczy (20-40% pacjentow), gruczolaki tarczycy (do
25%), naczyniakomig$niakottuszczaki nerek, migsniaki macicy i wyscidlczaki rdzenia
krggowego. Z wyjatkiem guzow neuroendokrynnych trzustki takich jak gastrinoma czy
insulinoma, wigkszo$¢ nowotworéw wykazuje zdolnosci do przerzutowania, jednak ze
wzgledu na aktywno$¢ wydzielnicza powoduje objawy kliniczne [32, 34].

Ostatnie badania wykazaty, ze heterogenno$¢ w zakresie wystepujacych objawow
pomiedzy cztonkami jednej rodziny moze by¢ zwiazana z dodatkowymi modyfikujacymi
czynnikami genetycznymi [36].

Doktadny wywiad rodzinny oraz dlugoterminowa obserwacja chorych, u ktérych
wystapita pierwotna nadczynno$¢ przytarczyc guzy przysadki czy guzy neuroendokrynne
uktadu pokarmowego moze przyblizy¢ ustalenie rozpoznania. Kluczowe jest takze bada-
nie genetyczne pod katem wyst¢gpowania mutacji w genie MEN1, ktére pozwala na jed-
noznaczng identyfikacj¢ osob z grupy ryzyka i objgcie ich opieka medyczna ze szczegdl-
nym uwzglednieniem wczesnego leczenia chirurgicznego nowotworow zagrazajacych

zyciu — zwlaszcza neuroendokrynnych guzow trzustki (P-NET) [35, 37].
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Triada Carney’a i zesp6l Carney’a-Stratakisa

Triada Carney’a, (ang. Carney Triad, CT, OMIM: 604287) opisana zostata po raz
pierwszy w 1977 roku. Jest rzadkim zespolem predyspozycji do wspotwystepowania
mnogich nowotworow podscieliska przewodu pokarmowego (GIST, ang. gastrointestinal
stromal tumors), przyzwojakéw (PGL, ang. paraganglioma) i chrzestniakow plucnych
(PCH, ang. pulmonary chondroma). U chorych opisano tez wyst¢powanie szeregu innych
zmian, w tym guzow chromochtonnych, mig$niakow przetyku i gruczolakow kory nad-
nerczy. Triada Carney’a jest uznawana za nowa forme¢ zespolu mnogiej gruczolakowato-
sci wewnatrzwydzielniczej (MEN). Zespot ten wystepuje znacznie czgsciej u kobiet 1 nie
okreslono dotychczas jednoznacznie jego podtoza genetycznego [38, 39].

U o0s06b ze sporadycznymi oraz rodzinnie wystg¢pujacymi rdzeniakami identyfiko-
wane sa germinalne mutacje inaktywujace w genach z rodziny SDH, kodujacych podjed-
nostki dehydrogenazy bursztynianowej: SDHB (1p36.13, OMIM: 185470), SDHC
(1923.3, OMIM: 602413) i SDHD (11g23.1, OMIM: 602690). Z kolei mutacje aktywuja-
ce onkogeny KIT i PDGFRA wykrywane sa czgsto u 0sob ze sporadycznymi i dziedzicz-
nymi nowotworami typu GIST [40]. U pacjentéw z triada Carney’a nie znaleziono ger-
minalnych mutacji w zadnym z powyzszych gendéw, natomiast badania z zastosowaniem
metody CGH (poréwnawcza hybrydyzacja genomdéw, ang. comparative genomic hybrid-
ization) wykazaly obecnos$¢ licznych zmian liczby kopii DNA. Najczgsciej identyfikowa-
na byla duza delecja regionu centromerowego chromosomu 1 (1pcenl3-q21), ktora
obejmowata gen SDHC. Kolejna czgsta zmiang byla utrata calego ramienia krétkiego
chromosomu 1. Chociaz guzy GIST wykazywaty czgsciej utratg regionu 1p niz PGL,
wz6Or zmian chromosomowych byl podobny w obu przypadkach mimo réznego obrazu
histologicznego i innego pochodzenia tkanek objetych procesem nowotworowym [39].

Z kolei wspotwystepowanie guzow GIST 1 PGL opisano jako zesp6t Carney’a-
Stratakisa (ang. Carney-Stratakis syndrome, CSS, OMIM: 606864), ktory dziedziczony
jest w sposob autosomalny dominujacy i zwiazany $cisle z mutacjami inaktywujacymi w
genach SDHB, SDHC i SDHD [41]. Badania ekspresyjne wykazaly ze guzy GIST, w kto-
rych zidentyfikowano mutacje w genie KIT wykazuja prawidtowy poziom ekspresji genu
SDHB, podczas gdy guzy KIT- i PDGFRA-ujemne nie wykazuja ekspresji zadnego z ge-
noéw SDH [42].

Zhang 1 wsp. poréwnali guzy podscieliska uktadu pokarmowego wystepujace u
pacjentow z triada Carney’a ze sporadycznie wystgpujacymi guzami GIST 1 zaobserwo-
wali kliniczne i histologiczne rdéznice migdzy nimi. Zauwazyli istotnie nizszy wiek pa-

cjentow z CT, wieloogniskowy charakter guzoéw, ktére w obrazie histologicznym wyka-
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zywaty

wyzszy indeks mitotyczny, przewage komoérek nabtonkowych oraz znacznie cze-

sciej dawaty przerzuty do weztow chtonnych niz u chorych z guzami wystepujacymi spo-

radycznie [43].

Doktadne rozpoznanie zespotow CT i CSS ma istotne znaczenie kliniczne dla pa-

cjentow z nowotworami podscieliska uktadu pokarmowego, ktore sa negatywne dla mu-

tacji w

genach KIT i PDGFRA — guzy te sa zazwyczaj oporne na leczenie aktualnie do-

stepnymi inhibitorami kinazy tyrozynowej. U chorych z wrodzonymi przyzwojakami,

niezwykle wazny jest wywiad rodzinny w kierunku obecnosci zmian endokrynologicz-

nych i

tymi ze

wystepowania nowotwordow, ze szczegoélnym uwzglednieniem GIST. Pacjenci z

spotami powinni by¢ poddawani dtugofalowej obserwacji klinicznej [42].
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Streszczenie

Zespot ataksji-telangiektazji jest rzadka choroba neurodegeneracyjna, o ztym ro-
kowaniu. Smieré nastgpuje zwykle okoto 20 - 30 roku zycia. Glowne objawy kliniczne
ataksji-telangiektazji to postepujaca ataksja mozdzkowa, telangicktazje w obrebie gatki
ocznej i skory, uposledzenie mowy oraz oczoplas. Poczatkowe objawy pojawiaja si¢ oko-
to pierwszego roku zycia, kiedy dziecko zaczyna chodzi¢. Ataksja-telangiektazja jest
choroba genetyczna, dziedziczona w sposob autosomalno-recesywny, warunkowana mu-
tacjami prowadzacymi do utraty funkcjonalno$ci obu alleli genu ATM, potozonego na
chromosomie 11 (11922.3). Gen obejmuje 184 000 par zasad, zawiera 66 eksonow i ko-
duje biatko o masie 350 kDa, petiace funkcj¢ kinazy serynowo-treoninowej. ATM uru-
chamia szereg procesow zwigzanych z odpowiedzia komodrki na uszkodzenia obu nici

DNA.
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Summary

Ataxia-telangiectasia is a rare neurodegenerative disease with a poor prognosis.
Death usually occurs between 20 and 30 years of age. The main clinical symptoms of
ataxia-telangiectasia are progressive cerebellar ataxia, ocular and skin telangiectasia, im-
paired speech, and nystagmus. The initial symptoms appear around the first year of life,
when the child begins to walk. Ataxia telangiectasia is a genetic disease, inherited in an
autosomal-recessive manner. It is conditioned by mutations in the ATM gene, located on
chromosome 11 (11g22.3). The ATM gene mutations lead to the loss of function of both
alleles. The gene encompasses 184 000 bp, contains 66 exons, and encodes a 350 kDa
protein, acting as a serine-threonine kinase. ATM runs a number of processes associated

with cell response to double-stranded DNA damages.
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Ataksja-telangiektazja (MIM #208900, ang. ataxia telangiectasia AT) jest rzadka
choroba neurodegeneracyjna, charakteryzujaca si¢ postepujaca ataksja mézdzkowa. AT
wystepuje z czgstoscia od 1 : 40 000 do 1 : 100 000 zywych urodzen, a jej sposob dzie-
dziczenia jest autosomalny recesywny [1-3]. Nie obserwuje sie roznicy w czgstosci wy-
stgpowania choroby pomigdzy ptciami. Poczatkowe objawy pojawiaja si¢ okoto pierw-
szego roku zycia, kiedy dziecko zaczyna chodzi¢. Ataksja telangiektazja jest choroba
nieuleczalna, a $mier¢ nastgpuje zwykle okoto 20 - 30 roku zycia. Najczestszymi powoO-
dami zgonu sa zapalenia pluc lub choroba nowotworowa uktadu limforetikularnego. Za
warunkowanie choroby odpowiedzialne sa mutacje W genie ATM (ang. ataxia-
telangiectasia mutated) [4]. Ataksje telangiektazj¢ opisano po raz pierwszy w roku 1926
na podstawie przypadku rodzenstwa z postgpujaca choreoatetoza i talangiektazja gatki
ocznej [5]. Nastepnie, Luis-Bar opisat przypadek dziewigcioletniej dziewczynki z poste-
pujaca ataksja mozdzkowa, Telangicktazja gatki ocznej i opdznieniem umystowym [6].
Ataksja telangiektazja w zwiazku z tym opisem jest tez nazywana zespotem Luis-Bar.
Dopiero w 1958 roku Boder i Sedgwick wprowadzili okreslenie Ataksja Telangiektazja.
Scharakteryzowali oni rodzinne wystgpowanie choroby oraz podatnos$¢ chorych na infek-
cje phucne [7].

Glownymi objawami klinicznymi AT sa: postepujaca ataksja mozdzkowa, telan-
giektazje (poszerzone naczynia krwiono$ne) w obrebie gatki ocznej i skory, uposledzenie
mowy (dysartria) oraz oczoplas. Zaburzenia mézdzkowe nastgpuja poprzez postepujacy
zanik wiokien Purkinjego, a takze w mniejszym stopniu, komorek ziarnistych 1 koszycz-
kowych w mézdzku. U 90% chorych z AT wystgpuja zmiany o charakterze miopatii i/lub
polineuropatii aksonalno-demielinizacyjnej, ktore prowadza do ostabienia lub zniesienia
odruchow glebokich, zwlaszcza w konczynach dolnych, niedowladow wiotkich 1 zanikéw
mig$ni. Przed trzecim rokiem zycia u chorych obserwuje si¢ wystgpowanie tulowiowego
beztadu (chaotycznych ruchow, ang. truncal ataxia), ruchow choreoatetotycznych i mio-
klonii [7, 8]. Twarz staje si¢ maskowata, dziecko robi wrazenie smutnego, zaptakanego i
uposledzonego umystowo. Jednak niedorozwdj umystowy nie jest cecha typowa dla AT.
Typowe objawy u chorych na ataksje telangicktazja w obrebie gatek ocznych to apraksja
gatkoruchowa (tzw. objaw Cogana), trudnosci w odwodzeniu gatek do bokéw, zez i okre-
sowy oczoplas spojrzeniowy. Objawy oczne u niemowlat moga by¢ czasem niezauwazo-
ne [9]. Postepujacy charakter choroby prowadzi do degradacji neurologicznej, co w kon-
sekwencji powoduje utratg zdolno$ci do samodzielnego poruszania sig. Zwiazane jest to
ze zwolnieniem refleksu potaczonym z czgstymi upadkami, co wywotuje uszkodzenia

ciala. Z reguty w wieku pokwitania chorzy nie moga samodzielnie si¢ poruszac. Telan-
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giektazje pojawiaja si¢ zwykle okoto 3—6 roku zycia. Opisano przypadki wczesniejszego
ich wystapienia nawet w wieku niemowlecym, jak rowniez przypadki z AT, u ktorych te-
langiektazje nie wystgpuja. Uwidaczniaja si¢ glownie na spojowkach gatek ocznych i
malzowinach usznych, niekiedy wystgpuja na twarzy, nosie, na grzbietach rak i stop, w
zgieciach tokciowych i podkolanowych. Z wiekiem telangicktazje na spojowkach sa tak
bardzo widoczne, ze moga by¢ mylone z zapaleniem spojowki. Krwawienia z rozszerzo-
nych naczyn krwiono$nych u chorych z AT obserwuje si¢ niezwykle rzadko [8].
Niedobor odpornosci prowadzi do wystgpowania u chorych, obok objawoéw neu-
rologicznych i telangiektazji, takze przewlektych infekcji miedzy innymi uktadu odde-
chowego [10, 11]. Powtarzajace si¢ infekcje zatokowo-ptucne wystepuja nawet u okoto
80% pacjentow. Zapalenie ptuc i oskrzeli stwierdza si¢ u 67%, a przewleklte zapalenie
zatok u 1/3 chorych. Czgste infekcje spowodowane sa zaburzeniami uktadu odporno-
sciowego. U ok. 80% chorych stwierdza si¢ niedobdr IgA, a 25% chorych ma niedobor
IgG i/lub podklas IgG i wymaga substytucji immunoglobulinami. Obserwuje si¢ zmniej-
szong liczbg limfocytow T, co zwykle zwiazane jest ze stabo rozwinigta, niedojrzata gra-
sica. Wigkszo$¢ pacjentow produkuje przeciwciata w odpowiedzi na obce antygeny, ale
czes¢ tych odpowiedzi moze by¢ uposledzona, szczegdlnie te skierowane przeciwko du-
zym czasteczkom cukrow (lipopolisacharydom) znajdujacym si¢ na powierzchni bakterii
powodujacych zakazenia uktadu oddechowego. Prawie u wszystkich chorych z A-T
stwierdza si¢ podwyzszone st¢zenie AFP, jest to badanie nieswoiste dla tej choroby, ale
bardzo pomocne w postawieniu rozpoznania. Obserwowane jest réwniez okoto 100-
krotnie podwyzszone ryzyko wystgpowania chorob nowotworowych, najczegsciej chto-
niakoéw 1 bialaczek. W populacji polskiej scharakteryzowano klinicznie liczna grupg 78
chorych z Rejestru Wrodzonych Niedoboréw Odpornosci w Klinice Immunologii Insty-
tutu Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka. Chorzy pochodzili z centralnej i wschodniej Pol-
ski. U polskich chorych §redni wiek rozpoznania AT wynosit 7,3 lat. Ataksja mozdzkowa
wystgpowata u wszystkich dzieci rozpoznawana byta §rednio w wieku 2,5 lat. Najwcze-
$niej ataksja pojawita si¢ w wieku 10 miesigcy a najpdzniej w wieku 10 lat. U polskich
chorych obserwowano duza heterogenno$¢ pod wzgledem wieku i1 zakresu wystgpowania
objawow, nie tylko ataksji, ale takze telangiektazji na spojowkach, co zgodne jest z ob-
serwacjami innych grup chorych [12]. U polskich chorych nawracajace zakazenie uktadu
oddechowego wystepowaty w 80% przypadkach. Przyczyna zakazen byly bakterie i wi-
rusy, w tym najczesciej Streptococcus pneumoniae. U chorych obserwowano objawy

przedwczesnego starzenia si¢. Rozwoj umystowy miescit si¢ w normie, a znaczne upo-
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§ledzenie stwierdzono tylko u 3% chorych. W scharakteryzowanej grupie stwierdzono
niedobor IgA (55%), 1gG (23%), IgE (55%) [12].

Wedtug zalecen Europejskiego Towarzystwa Niedoboréw Odpornosci (ang. Eu-
ropean Society for Immunodeficiencies, ESID) z 2000 roku, rozpoznanie ataksji telan-
giektazji mozna sklasyfikowac, jako pewne, prawdopodobne i mozliwe. Rozpoznanie jest
pewne, gdy u pacjenta ptci meskiej lub zenskiej stwierdzi si¢ wystepowanie postepujacej
ataksji mozdzkowej lub nadmierna famliwo$¢ chromosoméw pod wplywem promienio-
wania jonizujacego oraz potwierdzi si¢ obecno$¢ mutacji w obu allelach genu ATM.
Natomiast rozpoznanie jest prawdopodobne przy stwierdzeniu u pacjenta ptci meskiej lub
zenskiej wystgpowania postepujacej ataksji moézdzkowej i trzech z czterech ponizszych
objawow:

1.Telangiektazja na spojowkach i/lub twarzy

2.Stgzenie IgA w surowicy ponizej 2SD dla wieku

3.Stgzenie AFP w surowicy powyzej 2SD dla wieku

4.Zwigkszona tamliwo$¢ chromosomoéw pod wplywem promieniowania jonizuja-
cego.

Rozpoznanie mozliwe ma miejsce, gdy zostang spetnione nastgpujace warunki. Stwierdzi
si¢ u pacjenta ptci meskiej lub zenskiej wystgpowanie postepujacej ataksji mozdzkowej 1
jednego z ponizszych objawow:

1. Telangiektazja na spojoéwkach i/lub twarzy

2. Stgzenie IgA w surowicy ponizej 2SD dla wieku

3. Stgzenie AFP w surowicy powyzej 2SD dla wieku

4. Zwigkszona tamliwo$¢ chromosomow pod wptywem promieniowania jonizuja-

cego.

Budowa i funkcje genu ATM

Gen ATM (ang. ataxia-telangiectasia mutated) zidentyfikowano w 1995 roku. Jest
on zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 11 (11922.3), obejmuje 184 000 par
zasad i zawiera liczne sekwencje LINE i SINE (w tym elementy Alu) [4]. Sktada si¢ z 66
eksonow, w wigkszosci o dtugosci od 100 do 200 nukleotyddéw, przy czym najwigkszy
zawiera 3800 pz, z czego 3600 pz to sekwencja 3'UTR. Kodon start znajduje si¢ w ekso-
nie 4 [13]. Gen posiada dwa alternatywne eksony 1a i 1b. Transkrypt obejmuje 9200 pz
sekwencji kodujacej. Ekspresja genu zachodzi we wszystkich tkankach, niezaleznie od

fazy rozwoju. Biatko ATM posiada lokalizacje jadrowa. U wigkszo$ci pacjentow utrata
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catkowitej funkcji biatka ATM spowodowana jest wystgpowaniem dwoch roznych muta-
cji w genie. Biatko ATM sktada si¢ z 3056 aminokwaséw 1 ma masg¢ 350 kDa. Na koncu
karboksylowym biatka, pomigdzy aminokwasami 2865-2900, znajduje si¢ domena Kina-
zowa, jak i konserwatywny region FATC (2138-3056 aminokwas). W czg$ci aminowe;j
znajduje si¢ bardzo wazny region, ktory uczestniczy w interakcji biatka ATM z jego sub-
stratami. Migdzy 1216 a 1241 aminokwasem znajduje si¢ motyw zamka leucynowego
(ang leucine zipper, LZ). Motyw LZ posiada struktur¢ a-helikalna, w ktorej co siodma
reszta aminokwasowa jest leucyna. Motyw leucynowego zamka w ATM ma nietypowa
strukturg, zawiera proling pomigdzy trzecia a czwarta leucyna. Prolina zaktoca helikalna
strukture biatka[14]. Biatko ATM jest kinaza serynowo-treoninowa (EC 2.7.11.1) i nale-
zy do rodziny kinaz fosfatydylo-3-inozytolu (ang. phosphoinositide 3-kinase related kina-
se — PIKK). Do tej rodziny bialek nalezy rowniez biatko docelowe dla rapamycyny
(mTOR), kinaza biatkowa zalezna od DNA (DNA-dependent protein kinase — DNA-PK)
i ATR (ATM and Rad3-related) [15]. Biatko ATM, podobnie jak inne biatka z rodziny
kinaz fosfatydyloinozytolu, fosforyluje seryng lub treoning. Fosforylacja zachodzi w
biatkach docelowych tylko w przypadku wystapienia przed seryna lub treoning glutaminy
[16]. Wiele z biatek z rodziny kinaz fosfatydylo-3-inozytolu bierze udzial w naprawie
DNA poprzez niehomologiczne taczenie koncoéw peknigtych nici. Na przyktad, biatko
ATR, podobne do ATM, w wigkszosci jest aktywowane przez sygnaly pochodzacy z
DNA uszkodzonego w wyniku promieniowania UV lub wyniku zatrzymania widetek re-
plikacyjnych. Pomimo podobienstwa substratowego biatek ATM 1 ATR sa one jednak
specyficzne dla poszczegbdlnych czynnikow genotoksycznych [17, 18].

Biatko ATM jest jednym z gtownych mediatorow odpowiedzi na uszkodzenia
DNA (ang. DNA damage response DDR). Odgrywa istotna rol¢ w odpowiedzi na prze-
rwania obu nici DNA (ang. double-strand breaks DBSs). Takie podwojnoniciowe uszko-
dzenia DNA moga by¢ wywolywane przez promieniowanie jonizujace, zwiazki radio-
mimetyczne, aktywne formy tlenu oraz w wyniku zatrzymania widetek replikacyjnych.
Przerwania obu nici DNA wystepuja takze w czasie normalnego funkcjonowania komor-
ki, na przyktad podczas rekombinacji mejotycznej czy przegrupowan V(D)J w czasie doj-
rzewania limfocytow [19, 20]. Komorki radza sobie z przerwaniami nici DNA na dwa
sposoby. Jednym z nich jest prowadzace do wielu btedow niechomologiczne laczenie tan-
cuchéw DNA. Proces ten zachodzi¢ moze w czasie catego cyklu komorkowego. Kolejny
sposoOb to system naprawy o wysokiej specyficznosci, ktory oparty jest na rekombinacji
chromatyd siostrzanych. Proces ten zachodzi w po6znej fazie S i fazie G2 cyklu komor-

kowego [21]. Odpowiedz komorki na uszkodzenia DNA zaczyna si¢ znacznie wczesniej
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niz sama naprawa DNA. Pojawienie si¢ w komorce pigknie¢ nici DNA uruchamia na-
tychmiast sie¢ sygnatowa zwiazana z wieloma komorkowymi systemami naprawy. AK-
tywacji ulegaja punkty kontrolne cyklu komoérkowego. Prowadzi to do zatrzymania
zmiany fazy cyklu komdrkowego do czasu zlokalizowania uszkodzen i naprawy DNA
lub ewentualnie ,,podjecia” przez komodrke decyzji o dalszym losie w przypadku, gdy ta-
ka naprawa jest nie mozliwa [22]. Nagle zatrzymanie cyklu komorkowego niesie konse-
kwencje dla wielu procesow komoérkowych. Zmianie ulega profil ekspresji genow, co jest
jednoznaczne ze zmianami w syntezie, degradacji i redystrybucji biatek. Dla prawidto-
wego przebiegu tych procesoOw bardzo wazne jest, aby sygnat o uszkodzeniu DNA byt
szybko 1 precyzyjnie przekazany do wielu szlakéw kontrolnych i regulacyjnych w ko-
morce [19, 22]. W komérkach wystepuje swoisty ,,detektor” dwuniciowych uszkodzen
DNA ztozony z trzech bialek MRE11, Rad50 i NBS1 (tzw. MRN). W sktad kompleksu
wchodzi nukleaza MRE]1, biatko strukturalne chromosomow RADS50 oraz biatko NBSI.
Biatka przemieszczaja si¢ do miejsca uszkodzenia DNA, na konce przerwanych nici. Sta-
nowi to inicjacj¢ procesu odpowiedzi komorki na peknigcia DNA. Zaktywowany kom-
pleks MRN inicjuje gromadzenie si¢ kolejnych czynnikow odpowiedzi komorki na
uszkodzenia DNA [23]. Pierwszym biatkiem, ktore ulega aktywacji pod wptywem tego
kompleksu jest biatko ATM. ATM przechodzi z dimeru do formy monomeru, ulega ace-
tylacji i jest aktywowane przez autofosforylacje seryny w pozycji 1981 [24]. W acetylacji
biatka ATM uczestniczy acetylaza TIP60. Tymczasem z fosforylacja 1 defosforylacja
biatka ATM zwiazane sa odpowiednio fosfataza PP2A i fosfataza serynowo-treoninowa
PP5 [25-27]. Biatko ATM, w przypadku uszkodzenia DNA, fosforyluje seryng w pozycji
139 histondw H2AX, co zwigksza aktywnos$¢ czynnikdw naprawczych i dalsze aktywo-
wanie oraz przyciaganie do miejsca peknigcia biatka ATM [18, 28]. Fosforylacji podlega
biatko NBS1 powodujac wzrost aktywnosci kompleksu MRN w aktywowaniu biatka
ATM. Kinaza ATM po zaktywowaniu fosforyluje caty szereg biatek, tym samym inicju-
jac wiele systemow kontroli funkcjonowania komoérki [29]. Jednym z biatek fosforylo-
wanych przez biatko ATM jest biatko TP53. W przypadku wystgpowania uszkodzen
DNA w TP53 fosforylacji ulega seryna w pozycji 15. Znaczny wzrost szybkosci fosfory-
lowania obserwuje si¢ po uszkodzeniach spowodowanych tylko przez promieniowanie
jonizujace, nie obserwuje si¢ wzrostu fosforylacji przy promieniowaniu ultrafioletowym
[30, 31]. Biatko TP53 jest czynnikiem transkrypcji odpowiedzialnym za aktywacje ge-
noéw, ktore blokuja cykl komoérkowy, indukuja apoptozg i zmieniaja metabolizm komorki.
Biatko TP53 moze indukowac apoptoze w sposOb niewymagajacy transkrypcji jakich-
kolwiek genoéw [32]. ATM oddziatuje rowniez na biatko MDM2. Biatko to, w warunkach
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fizjologicznych, inaktywuje biatko TP53 [33]. Biatko TP53 jest chronione przed degra-
dacja przez biatko COP1. Po fosforylacji seryny 387 biatka COP1 uwalnia ono biatko
TP53 z kompleksu i przechodzi do cytoplazmy gdzie ulega degradacji [34].

Aktywacja biatka BRCA1 réwniez odbywa si¢ z udziatem kinazy ATM, dodat-
kowo, biatko ATM tworzy kompleks z biatkiem BRCA1[35]. W sktad tego kompleksu
zwanego BASC (BRCA1l-associated genome surveillance complex) wchodzi caty szereg
réznych bialek, do ktérych naleza migdzy innymi biatka BLM, MSH2, MSH6, MLH1,
kompleks RMN oraz czynniki replikacji RFC1, RFC2, RFC4. BASC wykrywa nieprawi-
dlowosci struktury DNA i jest regulatorem poreplikacyjnej naprawy DNA [36]. Ponadto,
oddziatywanie biatka ATM z BRCA1 wyjasnia rolg kinazy ATM w predyspozycji do
wystapienia nowotworu piersi [35]. Radiooporna synteza DNA obserwowana u chorych z
ataksja telangiektazja zwiazana jest z utrata przez biatko ATM zdolnos$ci fosforylowania
biatka CDC25A. CDC25A ulega degradacji po napromieniowaniu w wyniku fosforylacji
przez biatka ATM 1 CHK2 (ang. checkpoint signaling kinase). Jednak, jesli CDC25A nie
zostanie ufosforylowane nie jest degradowane i w konsekwencji powoduje defosforylacje
biatka CDK2. Dlatego u chorych z AT, mimo uszkodzen DNA przez promieniowanie,
nie jest zatrzymana synteza DNA. ATM, CDK2, CHK2 i CDC25A sa zwigzane z punk-
tem kontrolnym fazy integralno$ci genomu [37]. Biatko ATM moze takze blokowac tran-
skrypcj¢ przez bezposrednia fosforylacj¢ CHK2 [38]. ATM uruchamia w fazie G2 punkt
kontrolny cyklu komoérkowego indukowany przez uszkodzenia DNA. Kolejnym proce-
sem regulowanym przez ATM jest transkrypcja rybosomalnego DNA przez polimerazg
RNA I (Pol I). Zatrzymanie transkrypcji nie jest wywolane w wyniku uszkodzenia DNA,
ale jest kontrolowane poprzez aktywno$¢ fosforylacyjna bialka ATM 1 biatek, NBS1 1
MDCI1, bedacych czynnikami naprawy [39].

Mutacje genu ATM

Mutacje genu ATM maja heterogenny charakter i sq rozmieszczone rownomiernie
w sekwencji genu. Onsrwuje si¢ jednak regiony podwyzszonej czestosci wystgpowania
mutacji. Ponad 90% wszystkich wykrytych mutacji powoduje skrocenie produktu biat-
kowego. Mutacje zmiany sensu nie maja duzego udzialu w warunkowaniu choroby.
Znaczna liczbe stanowia mutacje prowadzace do nieprawidtowego sktadania mRNA.
Prawie w polowie przypadkow, niewlasciwe sktadanie dotyczy eksonow od 32 do 62
[14]. Rola duzych zmian w genie ATM byta dos¢ dlugo marginalizowana. Po zastosowa-

niu metod pozwalajacych tatwo wykrywa¢ zmiany obejmujace cate eksony lub nawet ca-
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ty gen okazato sig, ze udzial tych zmian w warunkowaniu choroby dotyczy ponad 20%
chorych i stanowia one ponad 10% wszystkich wykrytych mutacji [40]. Badanie spek-
tréw mutacji w populacjach Europy i Stanow Zjednoczonych pozwolito na okreslenie
mutacji wystgpujacych z podwyzszonymi czgstosciami Zmiang ¢.7630-2A>C obserwo-
wano u 14,5% polskich chorych w badaniach wykonanych w 1998 roku [41]. Wedlug
badan z 2014 roku, czgstos¢ tej mutacji w naszej populacji to 5%, jednak mutacja ta wy-
stepuje z podwyzszona czestoscia w grupach chorych z Niemiec i USA[42]. Rowniez
substytucja ¢.5932G>T wystepuje w naszej populacji z czgstoscia odpowiednio 10% i
8%, wedlug wyzej wspomnianych badan. Mutacja ta byta rowniez wykrywana z podwyz-
szona czestoscia w populacjach Niemiec 1 USA. Heterozygotyczni nosiciele substytucji
¢.5932G>T sa obciazeni podwyzszonym ryzykiem wystapienia raka piersi [43]. Autorzy
okreslili czgsto$¢ tej mutacji w populacjach Europy Wschodniej. Wséroéd zdrowych kon-
troli z populacji mutacja ta byta obserwowana u 1 na 2000, natomiast wérdd chorych z

rakiem piersi u 7 na 3910. Takie mutacje w uktadzie homozygotycznym, mimo ze nie
powoduja fenotypu AT to obnizenie sprawnosci mechanizmu naprawy DNA nie moze

pozostaé bez wptywu na zwigkszenie ryzyka wystapienia nowotworow.
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Streszczenie

Wyniki badan prowadzonych w wielu osrodkach na $wiecie wykazuja bardzo
znaczace ochronne dziatanie selenu przed zachorowaniami na raki o réznej lokalizacji
narzadowej. Wydaje sig, ze dla wigkszosci 0os6b optymalne stezenie selenu w populacji
polskiej wynosi okoto 90ug/l surowicy. W naszym kraju $rednie st¢zenie selenu w suro-
wicy wynosi okoto 70 pg/l w zwiazku z czym populacja polska powinna by¢ doseleno-
wana.

Najbardziej wlasciwym wydaje si¢ selenowanie dobrane do st¢zenia selenu w surowicy

u suplementowanej osoby.

Stowa kluczowe: selen, rak ptuca, rak jelita grubego, rak piersi
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Summary

The results of studies performed in many centers around the world have shown a
very significant protective effect of selenium against cancers. The success of supplemen-
tation is dependant on achievement of optimal selenium levels in organisms- it can not be
neither too low nor too high. It seems that in Poland a level of selenium should be about
90 ug/l of serum. In our country, the average concentration of selenium in serum is

~70ug/l andtherefore our population should be supplemented by selenium.

Key words: selenium, lung cancer, corolectal cancer, breast cancer
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Selen nalezy do mikroelementow niezbednych do prawidlowego rozwoju i wzro-
stu organizmu. W organizmie selen dziala poprzez biatka, do ktérych jest wbudowany w
postaci selenocysteiny. Jako sktadnik selenobiatek selen odgrywa rolg enzymatyczna jak
i strukturalng. Pobudza uktad immunologiczny do wzrostu produkcji przeciwciat i powo-
duje zwigkszong aktywno$¢ komorek immunologicznych [1]. Badania sugeruja, ze selen
moze wpltywac na ryzyko zachorowania na nowotwory na dwa sposoby. Jako przeciwu-
tleniacz, selen pomaga chroni¢ organizm przed szkodliwym dziataniem wolnych rodni-
koéw. Ochronna rola tego pierwiastka przed prooksydantami wynika migdzy innymi z
obecnosci selenu w centrum aktywnym enzymow antyoksydacyjnych. Jednym z najlepiej
poznanych bialek jest enzym — peroksydaza glutationowa — GPX, ktérego glowna funk-
cja jest ochrona sktadnikow komorkowych (DNA, lipidy) przed uszkadzajacym dziata-
niem H,0; i roznych nadtlenkéw organicznych wytwarzanych w czasie przemian w or-
ganizmie [2, 3]. Stwierdzono rowniez, ze selen wptywa hamujaco na proces proliferacji
komoérek nowotworowych poprzez oddziatywanie na ekspresje genu supresorowego no-
wotworzenia - p53 oraz genu supresorowego apoptozy - Bcl-2 [6, 7].
Badania eksperymentalne wykazaty, ze przyswajalno$¢ selenu jest $cisle zalezna od
chemicznej formy tego pierwiastka, ktora wplywa na jego wewnatrzkomodrkowe
rozmieszczenie w organizmie. Selen, dostarczany do organizmu z zywnoscia lub
suplementami diety, wystgpuje zarowno w formach organicznych jak selenometionina
(Se-Met) i selenocysteina (Se-Cys) oraz nieorganicznych - seleniny lub seleniany [4].
W organizmie przemiany organicznych i nieorganicznych form selenu przebiegaja od-
miennie, jednakze w obu przypadkach glownym koncowym produktem tych przemian sa
selenowodorki (H,Se), ktore sa bezposrednim donorem selenu podczas syntezy seleno-
biatek. Selenowodorki, jak wspomniano powyzej, sa donorem selenu dla aktywnej formy
selenocysteiny. Biosynteza tego aminokwasu zachodzi przed jego specyficznym
wbudowaniem w strukturg danego selenobiatka przy udziale unikalnego tRNAS, ktoéry
taczy sig z seryna, do ktérej dobudowywany jest selen pochodzacy z selenowodorkow.
Dopiero w tej formie selen wbudowywany jest do biatlek. W badaniach nad metaboli-
zmem selenu zaobserwowano ponadto, ze jego pochodne metylowe usuwany z ustroju z
moczem (w postaci jonu trimetyloselenowego), katem (jako selenki metali) i wydycha-
nym powietrzem w postaci lotnych form selenu o charakterystycznym zapachu czosnku
(dimetyloselenki) [5, 6] (Rys.1)
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Ryc.1. Schemat przemian metabolicznych selenu (opracowanie wtasne na podstawie Jacques, 2001):

Na podstawie powyzszych danych o przemianach metabolicznych selenu wydaje sig, ze
do ewentualnej suplementacji mato przydatne sg metylowe zwiazki selenu (ze wzgledu
na ich wydalanie), jak réwniez selenometionina (ze wzgledu na mozliwos$¢ niespecyficz-
nego wbudowywania si¢ do biatek). Sposrod zwiazkoéw selenu formalnie dopuszczonych
do stosowania jako suplementy szczegolnie warto$ciowe sa zwiazki seleninéw.

Selen jest jednym z mikroelementow, ktory od wielu lat jest przedmiotem
zainteresowan naukowcow i lekarzy a takze pacjentdw chorych na choroby nowotworo-
we. Zaobserwowano, ze istnieje $cista zalezno$¢ migdzy stgzeniem selenu w surowicy a

ryzkiem zgonu [7]:
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Stezenie selenu w surowicy (pag/l)

Wyniki badan eksperymentalnych przeprowadzonych na modelach zwierzecych [8, 9,
10] a takze wielu badan analizujacych wptyw selenu na organizm cztowiek wskazuja na
zwiazek migdzy stezeniem tego pierwiastka a ryzykiem chorob nowotworowych [11-26].
Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem selenu a nowotworami badano w 49 obserwacjach

prospektywnych. Dane z tej metaanalizy wykazaty, ze przy optymalizowanym st¢zeniu
selenuredukcji 0 31% ulega liczba nowych zachorowan na raki ( OR 0,69; ClI: 0,53-0,91)

i 0 45 % zmniejszeniu ulega $miertelnosci z ich powodu (OR 0,55; CI:0,36-0,83) [27].
Metaanaliza 9 randomizowanych prob klinicznych z zastosowaniem suplementow selenu
w prewencji rakow takze pokazata ochronne dziatanie suplementéw selenowych na
wystgpowanie rakéw (RR 0,76; CI:0,58-0,99). Efekt prewencyjny widoczny byl szcze-
golnie w populacjach o niskim wyjsciowym stezeniu selenu w surowicy (<125,6pg/l) i
osiagnat wartos¢ ponad 30% (RR 0,64; ClI: 0,53-0,78) [28].
Kluczowe znaczenie dla stosowania suplementacji selenem w prewencji nowotworow
maja wyniki dwoch randomizowanych badan klinicznych, NPC oraz SELECT.

Badanie NPC (ang. Nutritional Prevention of Cancer Trial) przeprowadzono w
USA w latach 1983-1996. Badaniem objgto grupg 1312 oséb, w ktorym czgs¢ otrzymy-
wata 200 pg selenu dziennie a czgs¢ ,,placebo”. Otrzymane wyniki wykazaty, ze skutecz-
nos¢ prewencyjna selenu ma $cisty zwiazek z wyjsciowym poziomem tego pierwiastka
we krwi osob suplementowanych. Stwierdzono, ze w grupie oséb przyjmujacych selen
zachorowalnos¢ na raki zmniejszyta si¢ 0 25% (HR 0,75; p=0,03) a smiertelnos¢ z po-

wodu nowotworow ulegla redukcji o 41% (HR 0,59; p=0,008). Spadek zachorowalnosci
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na raki byl najwigkszy w grupie oséb, u ktorych wyjsciowy poziom selenu wynosit w
osoczu <105 pg/l (HR 0,51; p=0,005), natomiast wyjsciowo wysoki poziom pierwiastka
w osoczu (>121,6 pg/l) wiazat si¢ z zwigkszeniem zachorowalnosci na nowotwory
(HR1,20; p=0,43) [21 - 24]. Powyzsze wyniki wskazuja jednoznacznie, ze wplyw suple-
mentacji selenem na ryzyko rakow zalezy od wyjsciowego poziomu tego pierwiastka w
organizmie oraz lokalizacji narzadowej.

Badanie SELECT (ang. Selenium and Vitamin E Cancer Prevention Trial),
przeprowadzono w USA w latach 2001 - 2009. Celem tego badania byta oceniana wptyw

suplementacji selenu i /lub witaminy E na ryzyko raka prostaty. W badaniu wzi¢to udziat
ponad 35 tysiecy mezczyzn powyzej 50 roku zycia i z PSA<4ng/ml. Uczestnikow po-

dzielono na 4 grupy,z ktorych kazda otrzymywata inna dawke suplementoéw: preparat se-
lenu w dawce200 ug /dzien, witaming E w dawce 400 1U/dzien, selen w potaczeniu z wi-
taming E lub ,,placebo”. W badaniu SELECT rozpoczgtym w 2001 roku i zaplanowanym
na maksimum 12 lat, nie udowodniono skutecznosci suplementacji selenem w chemo-
prewencji raka prostaty, nie odnotowano takze spadku zachorowalnosci na nowotwory w
grupach suplementowanych w poréownaniu do grupy przyjmujacej ,,placebo” [25 - 26].
Brak skutecznosci suplemenacji selenem na obnizenie ryzyka raka prostaty przedstawio-
ny w badaniu SELECT nie jest dowodem na brak prewencyjnego dziatania selenu.
Wyniki badania NPC jednoznacznie pokazaly, ze wptyw suplementacji selenem na ryzy-
ko rakow ma zwiazek z wyjsciowym poziomem tego pierwiastka w organizmie. Wyj-
sciowy poziom selenu u mezczyzn bioracych udziat w badaniu SELECT wynosit 136
ug/l, a wiec byt zbyt wysoki aby, wedtug wynikéw NPC, zaobserwowa¢ pozytywne dzia-
tanie suplementacji selenem.

Powyzsze wyniki §wiatowe wymagaty walidacji na populacji polskiej. W zwiazku
z czym w ostatnim czasie w naszym Osrodku przeprowadzono badania nad zwiazkiem
pomigdzy stgzeniem selenu a wystgpowaniem rakow: ptuca, jelita grubego i piersi.

Analizy nad zwiazkiem stezenia selenu a rakami ptuca i jelita grubego zostaty
przeprowadzone w schemacie badan retrospektywnych, w ktorych gdzie materiat biolo-
giczny do pomiaru st¢zenia tego mikroelementu zostat pobrany w od osoby chorej w
momencie diagnozy raka. Dla kazdego chorego uczestnika badania wyselekcjonowano z
istniejacego W naszym osrodku rejestru 1 biobanku osobg zdrowa, stanowiaca dla niego
parg i dobrana pod wzgledem kryteriow pitci, wieku (+/- 3 lata), rodowodowej historii
wystgpowania rakéw wsrod krewnych I stopnia oraz dodatkowo dla badania nad rakiem

pluca, statusu palenia tytoniu wyrazonego w tzw. ,,paczkolatach”. Wyniki badania, w kto-
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rym oceniano poziom selenu w surowicy u 86 chorych z rakiem phluc 1 86 zdrowych
wskazuja na silny zwiazek Se z wystgpowaniem tego nowotworu: stezenie selenu wyno-
sito 63,2 pg/l u chorych z rakiem ptuca i 74,6 ug/l u zdrowych (p<0,0001). U 0s6b ze
stezeniem selenu >80 pg/l stwierdzono 10-krotnie obnizone prawdopodobienstwo wyste-
powania raka ptuc (OR 0,10; 95% CI 0,03-0.34; p=0,0002) [29].

Z kolei w polsko-estonskim badaniu oceniajacym zaleznos$¢ selenu od wystgpowania raka
jelita grubego u 169 chorych na ten nowotwoér oraz 169 zdrowych stwierdzono ponad
13-krotnie wigksze prawdopodobienstwo wystgpowania raka jelita grubego u osob ze
stezeniem Se <40ug/l w poréwnaniu do tych, u ktorych stezenie Se byto >72ug/l (OR -
13,78 95% CI 6,31-29,82; p<0,0001) [30].

Inne nasze badanie przeprowadzone wsrdd 100 pacjentow z nowo zdziagnozowanym ra-
kiem trzustki w odniesieniu do grupy kontrolnej 100 oséb zdrowych sparowanych co do
ptci, wieku, statusu palenia tytoniu, rodzinnej historii zachorowan na raki, pochodzacych
z tego samego regionu geograficznego Polski wykazaty zwiazek niskich stgzen selenu
ze wzrostem liczby wystepujacych rakow trzustki. Srednie stezenie Se w grupie pacjen-
tow z rakiem trzustki wyniosto 60 pg/l, a grupie kontrolnej 76 pg/l. Przeprowadzona ana-
liza wykazata, Ze punkt odcigcia stezenia Se ponizej ktorego obserwowano wzrost wyste-
powania rakoéw trzustki wynidst 67,45 pg/l. Nizsze stezenia selenu w surowicy byly
zwiazane z wigkszym prawdopodobienstwem zdiagnozowania raka trzustki [32]. W tym
samym badaniu zaobserwowano dtuzszy czas przezycia (na granicy istotnos$ci statystycz-
nej) pacjentow z rakiem trzustki z wyzszym stezeniem selenu w poréwnaniu do pacjen-
tow z rakiem trzustki i niskim st¢zeniem Se w surowicy krwi ($rednio, 11 miesigcy w po-
réwnaniu do 6 miesigcy) [32].

W swietle tych wynikow wydaje sig, ze niskie stezenie selenu w surowicy krwi moze by¢
uzytecznym markerem wskazujacym na celowos¢ jak najszybszego wykonywania TK
klatki piersiowej i kolonoskopii w celu wezesnego wykrycia rakoéw ptuca i jelita grubego.
Oznaczenie stgzenia selenu w surowicy krwi moze uzupetia¢ konwencjonalne procedury
diagnostyki raka trzustki jako dodatkowy marker laboratoryjny. Nie mozna takze wyklu-
czy¢, ze stezenie Se moze by¢ markerem prognostycznym w raku trzustki.

Badania nad zwiazkiem pomigdzy stezeniem selenu w  surowicy krwi
a ryzykiem raka piersi wykonano w schemacie analizy prospektywnej, w ktoérej probke
krwi do oceny stezenia selenu pobrano co najmniej kilka miesi¢cy przed zachorowaniem.
W biobanku naszego Osrodka zgromadzono probki od ponad 19500 kobiet, ktore przed
pobraniem materiatu biologicznego nigdy wcze$niej nie chorowaly na nowotwor.

Nastgpnie, sprawdzajac w ciagu 5 lat dane na temat zachorowania na nowotwor wsrdd tej
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grupy kobiet (wykluczajac osoby z wykryta konstytucyjna mutacja genu BRCAI),
stwierdzono, ze u 97 pacjentek wystapity raki o rdznej lokalizacji narzadowej. Do bada-
nej grupy chorych kobiet dobrano 184 zdrowe osoby grupy kontrolnej dopasowane wg
kryteriéw plci, wieku (+/- 3 lata), liczby ,,paczkolat”, rodowodowe;j historii zachorowan
na raka wsrdd krewnych I stopnia. Korelacja pomiedzy st¢zeniem selenu a ryzykiem raka
nie wykazata zaleznosci liniowej. Kobiety ze st¢zeniem selenu w surowicy 70,01-90 pg/I
miaty 2,5 krotnie nizsze ryzyko raka w poréwnaniu do pozostatych kobiet (OR = 0,4;
95% CI 0,26-0,74; p = 0,003). Zaobserwowano takze tendencj¢ do wzrostu ryzyka przy
stezeniu >90 ng/l, chociaz nie byla to zalezno$¢ statystycznie istotna (OR = 1,63; 95%ClI
0,63-4,19; p = 0,31) [31]. Analiza wynikéw tego badania prospektywnego sugeruje, ze
optymalne stgzenie selenu w surowicy dla kobiet w Polsce powinno miesci¢ si¢ w grani-
cach 70-90 pg/l. Pacjentki z nizszym stgzeniem selenu powinny rozwazy¢ opcje suple-
mentacji.

Zaobserwowany wzrost ryzyka przy stezeniu >90 pg/l sugeruje, iz nalezy zachowaé
ostrozno$¢ w trakcie potencjalnej suplementacji i utrzymywac st¢zenie selenu w surowi-
cy ponizej 90 pg/l.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze stezenie selenu w populacji polskiej jest
markerem diagnostycznym dla rakéw ptluca, jelita grubego, trzustki i raka piersi. W od-
niesieniu do rakow ptuca i jelita grubego poziom selenu moze mie¢ warto$¢ diagnostycz-
ng identyfikowania 0sob, u ktorych z wyrazna skutecznos$cia mozna wykry¢ wezesne raki
phuca 1 jelita grubego. Natomiast w przypadku raka trzustki, okreslenie st¢zenia selenu w
surowicy moze uzupetia¢ konwencjonalne procedury diagnostyki raka trzustki jako do-
datkowy marker laboratoryjny Dla raka piersi stgzenie tego mikroelementu jest markerem
ryzyka.

W naszym kraju, $rednie stezenie selenu w surowicy wynosi okoto 70 pg/l w
zwiazku z czym duzy odsetek mieszkancow naszego kraju, najprawdopodobniej powinno
by¢ doselenowanych. Najbardziej wlasciwym wydaje si¢ selenowanie dobrane do stgze-

nia selenu w surowicy u suplementowanej osoby.
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