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  Przedmowa


  Współczesna onkologia jest wznacznej mierze postępowaniem interdyscyplinarnym. Wwyniku dynamicznego rozwoju tej dziedziny choroba nowotworowa stała się schorzeniem przewlekłym iwymaga wzwiązku ztym podejścia odmiennego oddotychczasowego. Wostatnich latach zginekologii wyodrębnia się nowa dziedzina – ginekologia onkologiczna, która rozwija się nastyku chirurgii onkologicznej, chemioterapii iradio­terapii. Ginekolog onkolog uczestniczy wkażdym etapie leczenia chorych nanowotwory złośliwe, wywodzące się zkobiecych narządów płciowych. Wyodrębnienie ginekologii onkologicznej nie jest procesem usamodzielniania. Zgodnie zzasadami onkologii ginekolog onkolog jest częścią wielospecjalistycznego zespołu terapeutycz­nego, ajego podstawową cechą jest umiejętność współpracy zespecjalistami zinnych dziedzin onkologicznych.


  Wraz zpostępem wiedzy stosowane dotychczas schematy leczenia ulegają stopniowemu przeobrażeniu. Przełomowe dla tego procesu są wieloletnie obserwacje chorych, poddanych leczeniu skojarzonemu, pod kątem zakresu irozległości wykonanych unich zabiegów operacyjnych. Obserwacje tewskazują napoprawę wyników leczenia zaawansowanego raka jajnika, gdy terapię rozpoczyna się odoperacji chirurgicznej, polegającej nausunięciu wszystkich widocznych ognisk raka. Całkowite przeżycie można wówczas wydłużyć nawet okilka lat. Wzrasta zatem znaczenie chirurgii ipowraca ona nawłaściwe jej miejsce obok innych metod terapii wleczeniu skojarzonym raka jajnika.


  Przed ginekologią onkologiczną stoją także inne wyzwania. Najważniejsze znich tostosowanie oszczędzających płodność technik operacyjnych wleczeniu raka szyjki macicy. Priorytetem jest upowszechnianie laparoskopii wleczeniu raka szyjki macicy iraka endometrium. Jest ona coraz częściej metodą leczenia zwyboru ijuż tylko wnielicznych przypadkach wystąpienia wskazań doodstąpienia odtego zabiegu, przeprowadza się laparotomię


  Ginekologia jest specjalnością chirurgiczną, dlatego ginekolog onkolog tylko jako sprawny operator może zająć odpowiednie miejsce winterdyscyplinarnym zespole terapeutycznym obok onkologa iradioterapeuty. Zdobycie takiego poziomu umiejętności należy rozpocząć odzapoznania się zschematami danej techniki operacyjnej iprzyswojenia właściwego nazewnictwa. Autorzy tego podręcznika podjęli wysiłek ujednolicenia nazewnictwa zzakresu technik operacyjnych stosowanych wginekologii onkologicznej. Starannie opracowali poszczególne rozdziały, tak byprzybliżyć wiedzę zzakresu anatomii potrzebną dozrozumienia poszczególnych etapów danego zabiegu operacyjnego. Jednak wobliczu wyzwań, zjakimi mierzą się naco dzień ginekolodzy onkolodzy, nie wystarczy impoprawny, teoretyczny warsztat chirurgiczny. Wiedza ginekologa onkologa musi być szeroka, atakże nawskroś praktyczna.


  Do podstawowych umiejętności ginekologa onkologa należy wiele takich, które dotychczas uważano zatypowo chirurgiczne, np. szycie naczyń. Poza zabiegami takimi jak histerektomia ginekolog onkolog musi umieć biegle wykonywać takie procedury, jak limfadenektomia lub resekcje wobrębie przewodu pokarmowego. Powinien także opanować techniki rekonstrukcyjne wzakresie układu moczowego iprzewodu pokarmowego. Wginekologii onkologicznej operacje nie ograniczają się tylko domiednicy; wwiększości przypadków raka jajnika ginekolog onkolog musi działać także wnad­brzuszu, awykonanie zabiegu całkowitej cytoredukcji nierzadko wymaga przeprowadzenia procedur takich jak resekcja przepony nacieczonej przez nowotwór. Wprzypadku wytworzenia dostępu doklatki piersiowej ginekolog onkolog musi umieć prawidłowo gozaopatrzyć.


  Podstawowa zasada chirurgiczna mówi, że jeżeli wykonujemy dany zabieg operacyjny, tojesteśmy zobowiązani naprawić jego powikłania. Dlatego dozakresu umiejętności ginekologa onkologa zaliczyć należy skuteczne postępowanie chirurgiczne wzapaleniu otrzewnej, perforacji przewodu pokarmowego lub niedrożności. Codzienność wpracy ginekologa onkologa tonie tylko zaopatrywanie przetok wobrębie przewodu pokarmowego albo układu moczowego, lecz także sprawne działanie naprawcze wprzypadku krwotoku przy urazie dużych naczyń.


  Ginekolog onkolog tosynonim sprawnego operatora. Ważne jest, byspecjalizacja tałączyła wsobie odpowiedni zakres umiejętności praktycznych zeznaczącą podbudową teoretyczną. Można touzyskać tylko nadrodze długoletniego szkolenia inieustającego doskonalenia się. Ginekolog onkolog musi regularnie operować, aby utrzymać wysoki poziom sprawności. Wykonywanie pojedynczych zabiegów odczasu doczasu tozbyt mało. Chirurgia jest dziedziną sztuki i– jak rysunek – wymaga ciągłego dążenia doperfekcji. Niezwykłą wagę madokładność idbałość oszczegóły. Wcodziennej pracy należy unikać rutyny iuproszczeń, ale przede wszystkim należy nieustannie ćwiczyć swoje umiejętności.


  Wginekologii onkologicznej zdobywanie doświadczenia należy rozpocząć odobserwowania doświadczonych lekarzy iodpowiedniego poszerzenia swojej wiedzy. Należy opracować własny schemat ciągłego ulepszania swojego warsztatu chirurgicznego istopniowo poszerzać zakres wykonywanych zabiegów, utrwalając zdobyte umiejętności przez codzienne operowanie. Pośpiech jest niewskazany. Nie mamiejsca nabrawurę. Todługotrwały proces wymagający cierpliwości, pokory iniejednokrotnie pokonywania własnych słabości. Wykonując odpowiednio dużą liczbę zabiegów, zdobywa się doświadczenie, które pomaga wytworzyć wsobie odpowiedni dystans dopracy.


  Taki indywidualny plan szkolenia, uwzględniający umiejętności wyjściowe oraz dostęp dookreślonych procedur chirurgicznych, należy stopniowo icierpliwie realizować. Konsekwencja działania zaowocuje sukcesem, aowynikach świadczyć będzie wieloletnia obserwacja operowanych chorych.


  Niniejszy podręcznik stanowi swego rodzaju mapę takiego szkolenia; czytelnik znajdzie wnim wszystko, coniezbędne: podstawowy zakres wiedzy teoretycznej iszczegółowe informacje praktyczne. Naukę należy rozpocząć odprzyswojenia sobie wiedzy teoretycznej. Praktyczne wskazówki pomogą zrozumieć szkolącemu się lekarzowi działanie bardziej doświadczonych kolegów, których będzie obserwował napoczątku swojej chirurgicznej drogi. Gdy podejmie samodzielną praktykę, ajego umiejętności będą stopniowo rosły, zawarta wodpowiednich rozdziałach wiedza stanie się pomocna wplanowaniu konkretnego zabiegu operacyjnego. Wpodręczniku znajdują się także praktyczne wskazówki postępowania wprzypadku wystąpienia powikłania. Autorzy położyli nacisk, byprzy każdym opisie techniki operacyjnej wyszczególniono: kiedy ijakie powikłania występują najczęściej, tak aby operujący lekarz mógł ich skutecznie uniknąć; zostały także podane metody ich naprawy ileczenia.


  Wpodręczniku zwrócono też uwagę nakonieczność wprowadzenia zmian organizacyjnych opieki wginekologii onkologicznej. Wmiarę możliwości przedstawiono propozycje takich zmian. Modyfikacje schematów postępowania terapeutycznego wymagają równoległych zmian organizacyjnych, aby ośrodki onkologiczne mogły sprostać wyzwaniom, jakie stanowią nowe techniki operacyjne. Niezbędne jest utworzenie sieci wyspecjalizowanych ośrodków onkologicznych, które zapewnią optymalne warunki pracy dla interdyscyplinarnego zespołu terapeutycznego oraz pełnowymiarową opiekę nad pacjentami wokresie okołooperacyjnym. Wtakim ośrodku powinno być także realizowane szkolenie wzakresie leczenia operacyjnego wginekologii onkologicznej, gdyż nakażdym etapie szkolenia warunkiem powodzenia jest udział wleczeniu odpowiednio dużej liczby chorych.


  Autorzy podręcznika, doświadczeni operatorzy, przygotowali praktyczny przewodnik, który pozwoli rozwinąć nieprzeciętne umiejętności (nierozerwalnie związane zwysokim stopniem wyoperowania) lekarzom zdecydowanym, bydoskonalić swoje umiejętności chirurgiczne wginekologii onkologicznej.
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  1 Historia wycięcia macicy – kierunki rozwoju metod operacyjnych Zbigniew Friebe


  Pierwsze wzmianki omożliwości wycięcia macicy ukobiet znaleziono wgreckich manuskryptach pochodzących sprzed 2000lat. Nie majednak żadnych dowodów nato, że taka operacja była wtedy rzeczywiście wykonywana. Najwcześniejsze opisy przeprowadzanych histerotomii, zwykle tragicznych wskutkach, pochodzą zXVI wieku. Jednak prawdziwy początek rozwoju metod histerektomii pochwowej ibrzusznej przypada naXIX wiek zasprawą pionierskich prac Langenbecka iClaya. Późniejszy rozwój anestezjologii, transfuzjologii, aseptyki iwprowadzenie antybiotyków przy szybko rozwijających się nowych technikach chirurgicznych przyczyniły się dotego, że histerektomia stała się drugą codo częstości pocięciu cesarskim operacją wykonywaną ukobiet. Wpierwszej połowie XXwieku standardem było nadszyjkowe wycięcie macicy, które od1950r. zastąpione zostało całkowitym (wraz zszyjką macicy). Nie jest toostatnia zmiana, bowiem odkilku lat ponownie wzrosło zainteresowanie histerektomią subtotalną.


  Rozwój nowej procedury – pochwowego wycięcia macicy wasyście laparoskopowej, przypada na1990 rok. Właśnie wdrożenie tej metody spowodowało powrót dopochwowego sposobu wycięcia macicy. Rekomenduje się ją wleczeniu większości nienowotworowych chorób macicy wymagających interwencji chirurgicznej.


  XXI wiek towginekologii także rozwój alternatywnych dohisterektomii metod leczenia, takich jak endoskopia operacyjna – głównie histeroskopia, embolizacja naczyń macicznych wleczeniu mięśniaków macicy oraz stosowanie lewonorgestrelu wewkładkach domacicznych. Panuje pogląd, że wdrożenie tych metod może znacząco ograniczyć liczbę wykonywanych histerektomii. Jak dotąd brak przekonujących danych naten temat.


  Od starożytności dopoczątków XXwieku


  Najstarszą opublikowaną pracę zzakresu ginekologii przypisuje się Soronusowi (98–138) zEfezu. Soronus poddaje pod dyskusję problem wypadania macicy ukobiet. Przedstawia pogląd obraku konieczności wycinania macicy ztego powodu. Radzi jednak, bywprzypadku gdy wypadnięta macica całkowicie sczernieje, odciąć ją. Nie mażadnych dowodów nato, że Soronus osobiście wykonywał takie zabiegi, ale powołuje się onna wiedzę Temisona zAten, który żył wIwieku przed Chrystusem iuważał, że macica nie jest narządem niezbędnym dożycia kobiety, bowiem pomijając fakt, że samoistnie wypada, tomożna ją nawet odciąć, pozostawiając kobietę przy życiu [1].


  Dalszy rozwój metody pochwowego wycięcia macicy przypada nawieki XVI iXVII, zktórych pochodzi kilka notowań opisujących takie operacje. Pierwszy był włoski anatom Giacomo Berengario daCarpi, który w1517r. odciął wypadającą macicę [2]. Wtym czasie powodem odcięcia macicy było albo jej wypadanie, albo rak szyjki macicy. Większość wczesnych prób chirurgicznego leczenia tych dolegliwości ichorób wpraktyce ograniczała się doodcięcia tylko szyjki idolnej części trzonu macicy – tak jak wopisie Osiandera dotyczącym ośmiu leczonych przez niego pacjentek zrakiem szyjki. Wkwietniu 1812r. także włoski chirurgG.B.Palletta zMediolanu niechcący wykonał wycięcie całej macicy, planując odcięcie samej szyjki zpodejrzeniem raka. Pacjentka umarła w3. dobie pooperacji zpowodu zakażenia.


  Pierwszą planową operację pochwowego wycięcia macicy wykonał w1813r. Konrad Langenbeck (informację otym opublikował dopiero w1817r.). Pacjentką była 50-letnia kobieta prawdopodobnie zrakiem szyjki macicy. Langenbeck wykonał operację bez znieczulenia iasysty [3]. Uważał, że otwarcie otrzewnej może być dla pacjentki bardzo niebezpieczne, dlatego przezornie wykonywał operację całkowicie pozaotrzewnowo, pozostawiając część dna macicy nieruszoną. Mimo dużej utraty krwi podczas operacji pacjentka przeżyła jeszcze 26lat. Umierając w76. roku życia poświadczyła tym samym, że podjęte przez Langenbecka leczenie było słuszne. Konrad Johan Martin Langenbeck (1776–1851) był profesorem anatomii ichirurgii wGetyndze.


  Jak wynika zopisu dokonanego przez Percivala Willoughby’ego (1596–1685), wXVII wieku wDerby pewna kobieta będąca położną, cierpiąca zpowodu wypadania macicy, wierząc, że sama może sobie pomóc, własnoręcznie, zapomocą noża odcięła sobie macicę wraz zczęścią pochwy iszyi pęcherza moczowego. Chociaż rana była bardzo duża, krwawienie opanowano, jednak wytworzyła się przetoka pęcherzowo-pochwowa, której nie udało się wyleczyć. Mimo cierpień ztym związanych kobieta przeżyła wiele lat pozabiegu [4].


  Pierwszą planową operację pochwowego wycięcia macicy zinnego powodu niż wypadanie tego narządu, wykonaną zotwarciem jamy otrzewnej, przeprowadził 22stycznia 1822r. Sauter zBaden [5]. Wskazaniem dooperacji był rak szyjki macicy. Operator bardzo dokładnie opisał wypadnięcie jelita przez otwartą otrzewną pod koniec operacji. Pacjentka (zpowstałą pooperacji przetoką pęcherzowo-pochwową) przeżyła jeszcze 6miesięcy izmarła wskutek dalszego rozwoju raka.


  Następnymi, którzy zpowodu raka szyjki macicy wycięli macicę przez pochwę, byli niemiecki ginekolog Adam Elias von Siebold (kwiecień 1824r.) iJames Blundell zLondynu (styczeń 1828r.). Operacje teprzeprowadzane były bez znieczulenia, bez zacisków oraz bez mającego zahamować krwawienie podwiązywania tętnic macicznych [6].


  Dopiero wlipcu 1829r. paryski chirurg Joseph Récamier wykonał pochwowe wycięcie macicy, podwiązując obie tętnice maciczne iwięzadła szerokie macicy. Operacja trwała 20minut. Pacjentka przeżyła zabieg, później zmarła zpowodu dalszego rozwoju raka szyjki macicy. Wtym czasie śmiertelność okołooperacyjna związana zhisterektomią pochwową była bardzo wysoka – do1830r. na15 wykonanych operacji przeżyły tylko 3kobiety [7].


  Polska historiografia odnotowuje pierwsze próby wycięcia macicy przez pochwę wpołowie XIX wieku. Lekarze, którzy podjęli się tych operacji, związani byli zośrodkiem warszawskim. Pierwszą niezamierzoną operację wycięcia macicy drogą pochwową wykonał Aleksander Antoni LeBrun (1803–1868), naczelny lekarz Szpitala Dzieciątka Jezus.


  Drugie wycięcie macicy przez pochwę wykonał, również wWarszawie, Adam Gliszczyński. Wskazaniem dooperacji było wynicowanie macicy, któremu towarzyszyły krwotoki iinfekcje. Ponieudanej próbie odprowadzenia macicy Gliszczyński zdecydował się naoperację wycięcia macicy zapomocą odgniatacza. Chora zmarła w3 godziny pooperacji wskutek wstrząsu pooperacyjnego lub krwotoku wewnątrzotrzewnowego.


  Trzecią wkolejności operację wycięcia macicy przez pochwę wykonaną wPolsce przeprowadził Polikarp Girsztowt 3stycznia 1867r. zpowodu „nowotworowego owrzodzenia” szyjki macicy znaciekaniem naprzednią ścianę pochwy. Była topierwsza wPolsce planowo przeprowadzona operacja wycięcia macicy przez pochwę przy jej prawidłowym położeniu. Operacja trwała 30minut iwykonywana była bez znieczulenia. Pookrojeniu części pochwowej szyjki macicy palcami oddzielono macicę odpęcherza moczowego iodbytnicy, następnie założono odgniatacz iwycięto macicę. Chora zmarła w11. dobie pooperacji zpowodu kałowego zapalenia otrzewnej spowodowanego wylewaniem się treści kałowej zpęknięcia nowotworowo zmienionej ściany okrężnicy.


  Dalszy rozwój operacji wycięcia macicy drogą pochwową związany był zkliniką chirurgiczną wKrakowie, kierowaną przez profesora Jana Mikulicza­-Radeckiego. Toon wprowadził liczne zmiany wtechnice pochwowego wycięcia macicy, polegające nastarannym zakładaniu podwiązek enmasse namałe pęczki tkankowe, przy czym nie zszywał otrzewnej miednicy mniejszej zobawy przed zatrzymaniem odpływu wydzieliny zjamy otrzewnej istworzeniem warunków dla rozwoju bakterii chorobotwórczych. Pooperacji zakładał dopochwy gazę jodoformową jako środek antyseptyczny.


  Wszystkie wczesne próby przeprowadzenia wycięcia macicy wtrakcie laparotomii kończyły się tragicznie. Potrzeba było aż 36lat, bypo pierwszej nieudanej operacji wycięcia macicy doczekać się sukcesu.


  Wypracowanie metody brzusznego wycięcia macicy związane jest ściśle zdokonaniami chirurgów, którzy jako pierwsi wykonali iopisali operacje wycięcia jajników. W1809r. EphraimMcDowell (1771–1830) zKentucky wykonał pierwszą ztrzech (opisanych przez niego dopiero w1817r.) pierwszych zakończonych sukcesem laparotomii przeprowadzonych zzamiarem wycięcia guzów jajnika [8]. Ponim operację taką powtórzyło wielu innych, cospowodowało, że wpołowie XIX wieku wycięcie guzów jajnika stało się najczęściej wykonywaną procedurą chirurgiczną wginekologii. Wtym czasie przeżywalność potakiej operacji znacząco się poprawiała, doczego przyczyniło się także wprowadzenie anestezji. Przy całkowitym braku wiedzy wzakresie zasad aseptyki chirurdzy nie byli świadomi, dlaczego najlepsze wyniki powykonaniu laparotomii wcelu wycięcia guza jajnika mieli ciznich, którzy podobnie jakMcDowell, wykazywali pedantyczne upodobanie doschludności iczystości.


  WEuropie pionierem, który udanie przeprowadził kilka takich operacji, był Charles Clay (1801–1893) zManchesteru. Gdy 17listopada 1843r. zaczynał swoją piątą laparotomię zzamiarem wycięcia guza jajnika, nie przypuszczał, że przejdzie dohistorii jako ten, który pierwszy wykonał nadszyjkowe wycięcie macicy. Kiedy rozciął powłoki brzuszne, pacjentka zakaszlała, cospowodowało wypadnięcie przez ranę nabrzuchu zmienionej mięśniakowato dużej macicy, której Clay wżaden sposób nie mógł włożyć zpowrotem. Zdecydował się napierwsze nadszyjkowe wycięcie macicy. Towarzyszyło mubardzo obfite krwawienie, zpowodu którego kobieta krótko pooperacji zmarła. Cztery dni później Ashton Marlow Heath, inny chirurg pochodzący zManchesteru, dokonał podobnego wyczynu, wycinając mięśniakowatą macicę wprzekonaniu, że jest toolbrzymia torbiel jajnika. Ita pacjentka zmarła zpowodu wykrwawienia. W1844r. Clay operował 52-letnią kobietę zpowodu olbrzymiej torbieli jajnika. Pojej wydobyciu stwierdził dodatkowo ważące 9kgmięśniaki macicy. Wykonał nadszyjkowe wycięcie macicy wraz zprzydatkami, używając nawoskowanych konopi indyjskich jako podwiązki założonej nakikut szyjki. Pooperacji pacjentka czuła się względnie dobrze, w13. dobie wstała złóżka, byzmienić pościel. Dwa dni później zmarła. Clay był więc pierwszym, który wykonał brzuszną histerektomię, ale nie pierwszym, którego operacja zakończyła się szczęśliwie [9].


  Pierwszą planowaną brzuszną histerektomię zpowodu mięśniaków macicy wykonał John Bellinger (1804–1860) zCharleston w1846r. Pacjentka zmarła zpowodu zakażenia w5. dniu pooperacji.


  Pierwszym, który wykonał operację (nieplanowaną) brzusznego wycięcia macicy, był Walter Burnham (1808–1883) zLowell wMassachusetts. Burnham, podobnie jak Clay, zamierzając wyciąć torbiel jajnika, stwierdził dodatkowo mięśniakowato zmienioną macicę, która wypadłszy przez nacięcie powłok wykonane przez chirurga, nie dawała się schować. Operacja wykonywana była wznieczuleniu chloroformem. Podczas operacji Burnham podwiązał najpierw dwie tętnice jajnikowe, następnie powoli idokładnie oddzielił zmienioną macicę odwięzadeł iwszystkich otaczających ją tkanek aż doniezmienionej szyjki macicy. Wtym miejscu podwiązał obie tętnice maciczne. Pacjentka przeżyła operację dzięki między innymi takim środkom jak brandy iopium. Burnham uważał operację zaniezwykle trudną iskomplikowaną [10].


  Zaszczyt przeprowadzenia pierwszej planowej izakończonej sukcesem histerektomii brzusznej spada naGilmana Kimballa (1804–1892). Dokonał tego upacjentki zmięśniakami macicy, którym towarzyszyły obfite, zagrażające życiu krwawienia. W1853r. Kimball przeprowadził nadszyjkowe brzuszne wycięcie macicy, poktórym chora wyzdrowiała. Wcześniej Kimball wykonał dwie histerektomie przypadkowo, operując zpowodu torbieli jajnika, ale obie kobiety pooperacji zmarły [11].


  Na podstawie doświadczeń uzyskanych podczas prób wycięcia macicy drogą pochwową izdostępu brzusznego zaproponowano wykonanie tej operacji zjednoczesnym wykorzystaniem obu metod. Koncepcję wysunął, ale nigdy jej nie wypróbował, niemiecki chirurg Maxentius Joseph Gutberlet. Zaprojektował ściśle przywierającą doszyjki macicy obręcz zuchwytami. Zajej pomocą można było wypychać macicę kugórze, dobrzucha. Przez małe nacięcie brzuszne odcinano macicę odjej więzadeł. Ostatnim elementem operacji było pochwowe usunięcie macicy. Pierwszym, który w1825r. wyciął macicę, stosując oba dostępy (pochwowy ibrzuszny), był Konrad Langenbeck. Nie posługiwał się jednak narzędziem skonstruowanym przez Gutberleta. Wykorzystał jew1830r. francuski chirurg Jacques Mathieu Delpech.


  Wpołowie XIX wieku śmiertelność związana zarówno zwykonywaniem pochwowych, jak ibrzusznych histerektomii była tak wysoka, że zniechęcała chirurgów doangażowania się wte procedury. Szczególnie niebezpieczne było wykonywanie histerektomii brzusznej (śmiertelność 70%). Wraz zrozwojem anestezji, wprowadzeniem zasad aseptyki oraz ulepszeniem narzędzi chirurgicznych pod koniec XIX wieku wyniki leczenia związane zhisterektomią zaczęły być bardziej optymistyczne.


  Wielu europejskich ginekologów, awśród nich Eugene Koeberlé (1828–1915) zeStrasburga iJules­-Emil Péan (1830–1898) zParyża, byli zwolennikami stosowania różnych zacisków naczyniowych, bardzo pomocnych przy zakładaniu podwiązek nanaczynia podczas wykonywania histerektomii. Niektórzy wtrakcie histerektomii pochwowej wmiejsce podwiązek zakładali zaciski nanaczynia ipozostawiali jena 24–48 godzin.


  W1878r. Wilhelm Freund (1833–1918) opublikował standardową technikę całkowitego brzusznego wycięcia macicy [12]. Przedstawił wniej zasady stosowania zacisków oraz zakładania szwów nawięzadła szerokie, naczynia maciczne, więzadła podstawowe ikrzyżowo-maciczne.


  Pod koniec XIX wieku zasprawą kilku ginekologów, między innymi Czerny’ego zFreiburga, Garceau iSegonda, wzrosło zainteresowanie histerektomią pochwową wleczeniu łagodnych chorób ginekologicznych. Zdanych dotyczących Francji iopublikowanych przez Garceau śmiertelność pohisterektomii pochwowej wykonanej zpowodu mięśniaków wynosiła 1,7%, azpowodu chronicznego zapalenia wobrębie miednicy mniejszej 4,7%. W1892r. paryski ginekolog Eugène Doyen (1859–1916) na112 przeprowadzonych przez siebie histerektomii pochwowych zanotował odsetek śmiertelności 5,3%. Doyen był wielkim orędownikiem wykonywania operacji pochwowych. Zwykł mawiać, że ten, kto nie potrafi wykonać pochwowej histerektomii, nie może się nazywać prawdziwym ginekologiem [13].


  Na początku XXwieku śmiertelność kobiet pohisterektomii brzusznej zaczęła się zmniejszać, anawet zrównywać zwynikami osiąganymi pohisterektomii pochwowej. Jako przykład można podać porównanie londyńskich wyników histerektomii brzusznej zpowodu mięśniaków macicy w1896r. (śmiertelność 22%) i1906r. (śmiertelność 3,4%).


  WPolsce pierwszą operację nadpochwowego wycięcia macicy bez przydatków drogą brzuszną przeprowadził w1867r. Polikarp Girsztowt. Zabieg wykonano wznieczuleniu chloroformem. Pootwarciu jamy brzusznej wycięto dziesięciokilogramowy guz wychodzący ztylnej ściany macicy. Wokolicy ujścia wewnętrznego macicy założono grubą podwiązkę obejmującą szyjkę macicy idokonano nadpochwowego wycięcia macicy zapomocą odgniatacza (ecraseur). Obfity krwotok śródoperacyjny opanowano, przyżegając rozżarzonym żelazem krwawiące naczynia. Pokontroli hemostazy zszyto powłoki brzuszne. Chora zmarła w23. godzinie pooperacji [14]. Drugą operację nadszyjkowego wycięcia macicy wraz zlewym jajnikiem przeprowadził Ludwik Neugebauer w1868r. wWarszawie. Chora zmarła na2. dzień pooperacji [15]. Trzecią podobną operację wPolsce wykonał w1869r. Hipolit Korzeniowski wWarszawie. Chora zmarła w6. dobie pooperacji [16].


  Dalszy rozwój techniki wycięcia macicy naziemiach polskich związany był zosobą Ludwika Rydygiera, który swoją pierwszą operację wycięcia macicy drogą brzuszną wykonał w1880r. Rydygier otwierał jamę brzuszną cięciem odspojenia łonowego dopępka, brzegi rany brzusznej obrębiał wraz zotrzewną, poczym wyjmował jelita izawijał wchustę namoczoną 2% kwasem karbolowym. Pozałożeniu szwu cuglowego natrzon macicy następowało otwarcie zagłębienia pęcherzowo-macicznego iprzecięcie przedniej itylnej ściany pochwy. Potem Rydygier identyfikował tętnice maciczne, podwiązywał jeiprzecinał. Następnie podwiązywał iodcinał przymacicza wraz zwięzadłami macicy. Operację kończyło oczyszczanie pola operacyjnego, zeszycie otrzewnej miednicy mniejszej, włożenie jelit izeszycie powłoki jamy brzusznej [17]. Podobną technikę wycięcia macicy per laparotomiam stosował poznański ginekolog Heliodor Święcicki [18].


  Pierwszą histerektomię położniczą wykonał Horacy Robinson Storer zBostonu w1868r. ukobiety, która nie mogła urodzić dziecka zpowodu dużego mięśniaka szyjkowego. Podjął decyzję oprzeprowadzeniu zabiegu zpowodu obfitego, zagrażającego życiu krwawienia. Pocięciu cesarskim wykonał nadszyjkowe wycięcie macicy. Niestety kobieta zmarła w3. dobie pooperacji.


  Mimo wprowadzenia anestezji pod koniec XIX wieku śmiertelność związana zwykonywaniem cięcia cesarskiego była nadal bardzo wysoka. Wynikało togłównie zdługiego czasu trwania porodów, ztrudnymi douniknięcia powikłaniami, takimi jak krwawienie czy zakażenie. Rozwiązanie tego problemu przypisuje się włoskiemu położnikowi Edoardo Porro (1842–1902) zPadwy. Uznał on, że przyczyną krwawienia pocięciu cesarskim jest macica, dlatego właściwym postępowaniem powinno być jej wycięcie. Wykonał wycięcie macicy 21maja 1876r. uciężarnej, uktórej sprzężna prawdziwa wynosiła 4cm. Najpierw przeprowadził cięcie cesarskie, następnie wyciął macicę wraz zprzydatkami, przyszywając kikut szyjki dopowłok brzusznych wmiejscu ich przecięcia wcelu usunięcia szyjki ipochwy zjamy otrzewnej. Kobieta ijej dziecko były pierwszymi, które przeżyły cięcie cesarskie wtej klinice [19]. Przez jakiś czas technika zaproponowana przez Porro znajdowała naśladowców, później Kehrer iSanger wykazali, że dokładne zszycie macicy pozwala najej zachowanie.


  Wokresie obejmującym drugą połowę XIX wieku wyniki leczenia raka szyjki macicy, niezależnie odtego, czy stosowano pochwową czy brzuszną histerektomię, były przerażające. Jeśli chora nie umarła wkonsekwencji wykonanej operacji, tozwykle umierała zpowodu szybkiego rozwoju choroby kilka miesięcy później. W1895r. John Clarke, wtym czasie pracujący jako rezydent wKlinice Ginekologii John Hopkins Hospital, oraz Emil Ries, jeden zuczniów Freunda, zauważyli, że rak szyjki zwykle rozwija się wtkankach poza macicą, obejmując liczne węzły chłonne, które pozostają często poza cięciem wykonywanym podczas standardowo przeprowadzonej histerektomii. Każdy znich zaproponował bardziej radykalną operację, obejmującą wycięcie części więzadła szerokiego macicy, pochwę iokoliczne węzły chłonne [20, 21].


  W1898r. Ernst Wertheim (1864–1920) wykonał jako pierwszy radykalne wycięcie macicy, ametoda operacji dodziś nosi jego imię. Technika Wertheima wynikała zespostrzeżenia, iż rak szyjki macicy rozprzestrzenia się poza granice macicy dopiero wpóźnych stadiach choroby, obejmując przymacicza iwęzły chłonne. Założył on, że operując radykalnie wewczesnym okresie choroby, usuwa się nacieki nowotworowe. Skuteczność takiego postępowania potwierdziły znacząco lepsze wyniki leczenia raka szyjki macicy [22].


  Bardziej radykalne pochwowe wycięcie macicy związane jest ztakimi nazwiskami jak Karl Schuchardt (1856–1901) zGetyngi oraz Frederich Schauta (1849–1919) zWiednia. Mimo tego, że zdostępu pochwowego można wyciąć więcej przymacicz niż zdostępu brzusznego, niemożność wykonania wycięcia węzłów chłonnych wtej procedurze spowodowała, że obowiązującym standardem postępowania wewczesnych postaciach raka szyjki macicy stała się histerektomia radykalna sposobem Wertheima [23].


  Zainteresowanie technikami laparoskopowymi wginekologii pojawiło się wdrugiej połowie XXwieku. Napoczątku wykorzystywano laparoskopię głównie jako metodę diagnostyczną ido tzw. małych procedur wginekologii operacyjnej, np. podwiązania jajowodów. Wlatach 80. XXwieku coraz liczniejsi chirurdzy (do wiodących wtej dziedzinie należał Kurt Semm zKilonii wNiemczech) zaczęli wykonywać coraz bardziej zaawansowane rodzaje operacji. W1988r. ginekolog amerykański Harry Reich jako pierwszy przeprowadził całkowite laparoskopowe wycięcie macicy. Wszystkie niezbędne elementy wymagane dla bezpiecznego wycięcia macicy Reich wykonał laparoskopowo, usuwając macicę nazewnątrz przez nacięcie pochwy, które przez niego (podobnie jak następcze zszycie pochwy) również zostało wytworzone laparoskopowo [24]. Potej operacji zainteresowanie technikami imożliwościami laparoskopii ijej zastosowaniem wginekologii wśród ginekologów zjednej strony, afirm produkujących narzędzia isprzęt medyczny zdrugiej, bardzo wzrosło.


  Procedura zaproponowana przez Reicha rozwinęła się wkierunku histerektomii pochwowej wasyście laparoskopowej. Wtej metodzie przy użyciu laparoskopu przecina się więzadła macicy oraz podwiązuje lub koaguluje iprzecina tętnice maciczne, aresztę elementów operacyjnych przeprowadza się drogą pochwową.


  Rozwinięta metoda mocno przypomina oryginalną technikę histerektomii pochwowej przez przednią kolpotomię opisaną w1906r. przez Doderleina iKroniga.WAmeryce zapoznano się zmetodą Doderleina dopiero w1916r. zasprawą angielskiego tłumaczenia wykonanego przez amerykańskiego ginekologa Williama Gravesa zBostonu. Niestety, natamte czasy metoda okazała się mniej korzystną, niż się spodziewano. Obarczona była też dużą liczbą powikłań, głównie urologicznych. Tospowodowało, że wycofano się zniej. Jednak wporównaniu ztą metodą laparoskopowe wycięcie macicy wymaga więcej czasu odoperatora, atakże wiąże się zdodatkowymi, zwykle znacznymi środkami finansowymi, zktórych korzysta właściwie tylko mała grupa praktykujących ginekologów. Jakkolwiek nie należy zapominać, że laparoskopia wwytrenowanych izdolnych rękach operatora stanowi fantastyczne narzędzie, którego użycie gwarantuje doskonałe efekty lecznicze.


  Trzeba dodać, że trudności wynikające zkonieczności uzupełniania sprzętu ibrak stanowisk treningowych powoduje, że zastosowanie metody wszerszym zakresie, głównie jako powszechnej, nie jest możliwe. Dlatego większość ginekologów, opierając się nabardziej realistycznych przesłankach, dąży dotego, bytylko niektóre elementy (niezbędne minimum) wykonywać laparoskopowo, zaś histerektomię przeprowadzać zdostępu pochwowego. Wcelu ograniczenia powikłań urologicznych Semm zaproponował laparoskopową histerektomię nadszyjkową.


  Kierunki dalszego rozwoju metod wycięcia macicy


  Stały rozwój chirurgii, wtym również operacyjnych metod wginekologii, spowodował, że śmiertelność związana zwykonywaniem histerektomii zpoziomu 70% wdrugiej połowie XIX wieku zmniejszyła się do2–3% w1920r. dla obu metod – brzusznej ipochwowej. Dalszy postęp wrozwoju chirurgii naprzełomie XIX iXX wieku wynikał głównie zwprowadzenia znieczulenia ogólnego oraz postępowania antyseptycznego iaseptycznego, atakże zrozumienia znaczenia specjalistycznej opieki nad pacjentką wokresie okołooperacyjnym. Podstawy naukowe postępowania aseptycznego wchirurgii stworzyła szybko rozwijająca się mikrobiologia. Olbrzymi wpływ nadalszy rozwój chirurgii miały postępy wzakresie doskonalenia narzędzi, uzupełniania płynów, rozwój anatomii patologicznej oraz wprowadzenie chemioterapii.


  Na początku XXwieku, zanim ginekologia jako samodzielna dziedzina medycyny wyodrębniła się zchirurgii, większość histerektomii wykonywana była przez chirurgów ogólnych, którzy zwykle byli mało doświadczeni woperacjach pochwowych, stąd faworyzowali dostęp brzuszny. Wraz zewzrostem bezpieczeństwa związanego zoperacją wycięcia macicy rozszerzał się zakres wskazań dotej operacji. Najczęściej histerektomię wykonywano zpowodu mięśniaków macicy lub obfitych krwawień macicznych. Wtym okresie, mimo preferowania wycięcia macicy nadrodze laparotomii, zarówno wAmeryce, jak iwEuropie (szczególnie wWielkiej Brytanii), było wielu entuzjastów, którzy pomistrzowsku potrafili wyciąć macicę przez pochwę.WWielkiej Brytanii Vivian Bartley Green­-Armytage (1882–1961) przedstawił raport z500 przeprowadzonych przez siebie histerektomii pochwowych wokresie pomiędzy 1928 a1938r. (prawie wszystkie operacje wykonał zpowodu łagodnych procesów nowotworowych wmacicy). Mógł się poszczycić 1,2% wskaźnikiem śmiertelności oraz całkowitym brakiem powikłań urologicznych. Szeroko promował histerektomię pochwową, uważając, że wporównaniu zhisterektomią brzuszną charakteryzuje się ona mniejszą urazowością, mniejszym wstrząsem okołooperacyjnym, możliwością szybszej rekonwalescencji, mniejszymi kosztami oraz mniejszą śmiertelnością.


  WAmeryce Północnej najgorętszym entuzjastą wykonywania histerektomii pochwowej był Noble Sproat Heaney (1880–1955) zChicago. W1934r. opublikował wyniki wykonanych samodzielnie 627 pochwowych histerektomii zpowodu mięśniaków macicy lub obfitych krwawień macicznych. Natę liczbę operacji 3zakończyły się zgonem pacjentek. Heaney był wielkim propagatorem tej metody operacji. Zwykł mawiać, że ginekolodzy, którzy stale doskonalą się wwykonywaniu histerektomii pochwowej, stopniowo mogą sobie pozwolić naomijanie przeciwwskazań dotej operacji, ustawicznie podnoszonych przez grupę chirurgów, którzy nigdy takiej operacji nie wykonali.


  Innymi powszechnie znanymi operatorami propagującymi pochwowe wycięcie macicy byli Atlee wKanadzie, Babcock wFiladelfii iwielu innych wAustrii iNiemczech, jak np. Navratil.


  Do połowy XXwieku wzasadzie wszystkie histerektomie przeprowadzane zprzyczyn innych niż choroba nowotworowa wykonywano zpozostawieniem szyjki macicy. Wporównaniu zoperacjami obejmującymi poza wycięciem trzonu także wycięcie szyjki macicy, częściowe wycięcie macicy było łatwiejsze, towarzyszyło muzdecydowanie mniejsze krwawienie, rzadziej rozwijało się zakażenie oraz znacznie rzadziej dochodziło dojatrogennych urazów wobrębie dolnego odcinka układu moczowego. Przełomowym momentem, wktórym zmieniono powszechne stanowisko względem roz­ległości operacji wycięcia macicy wprzypadkach innych niż choroba nowotworowa, był rok1940. Zauważono, że subtotalna histerektomia wiąże się zniskim, ale istotnym (1%) występowaniem raka szyjki macicy wzachowanym kikucie oraz utrzymującym się skąpym krwawieniem pochodzącym zpozostawionego endometrium wdolnym segmencie macicy u5% operowanych. Ztych powodów, wwarunkach coraz bezpieczniejszego znieczulenia istałego rozwoju technik operacyjnych, chirurdzy zmienili nastawienie iprawie powszechnie rozpoczęto wykonywanie całkowitego wycięcia macicy sposobem opisanym przez Richardsona. Mimo dynamicznego rozwoju specjalistycznego szkolenia wzakresie położnictwa iginekologii oraz coraz częstszego wykonywania histerektomii zewskazań innych niż rak, zdecydowana większość ginekologów także zmieniła stanowisko wsprawie rozległości tej operacji. Wrezultacie wStanach Zjednoczonych iWielkiej Brytanii odsetek totalnych histerektomii brzusznych zewskazań pozaonkologicznych wynosił 60–80%, mimo rosnącej liczby doniesień świadczących omniejszej liczbie powikłań okołooperacyjnych oraz szybszej rekonwalescencji wiążącej się zwcześniejszym rozpoczęciem pracy poprzebytej histerektomii pochwowej wporównaniu zbrzuszną.


  Jak naironię wprowadzenie metody pochwowego wycięcia macicy wasyście laparoskopowej spowodowało odrodzenie się zainteresowania histerektomią pochwową. Ginekolodzy zpraktyką woperacjach laparoskopowych, którzy pierwotnie mieli własne doświadczenia zoperacjami pochwowego wycięcia macicy zpowodu jej wypadania, stwierdzali, że pochwowy etap operacji wycięcia macicy wasyście laparoskopowej jest znacznie łatwiejszy, bezpieczniejszy ikrócej trwający niż ten, który wymaga laparoskopu. Wwyniku takich spostrzeżeń wielu ginekologów, nawet tych bardzo dobrze wyszkolonych woperacjach laparoskopowych, wykonuje coraz więcej operacji pochwowego wycięcia macicy jako jedynej procedury. Ponowne „narodziny” metody histerektomi pochwowej znalazły nawet swoją nową, nieco cyniczną ihumorystyczną nazwę trocar-less vaginal histerectomy. Wten sposób prawdziwa rola laparoskopii mającej ułatwić operację pochwową ostatecznie znalazła większe zastosowanie dla tych sytuacji klinicznych, wktórych dostęp pochwowy uniemożliwia przeprowadzenie ważnych etapów operacji wykonalnych jedynie zdostępu brzusznego (np. wycięcie biodrowych węzłów chłonnych jako etap radykalnej histerektomii pochwowej). Coraz częściej uznawany jest pogląd, że zamiast długiego ikosztownego szkolenia laparoskopowego, dużo bezpieczniej, łatwiej itaniej można wyszkolić ginekologa wprawidłowym wykonywaniu histerektomii pochwowej.


  Zwiększone zainteresowanie histerektomią pochwową nie jest jedynym powrotem dodawniej uznanych technik operacyjnych wginekologii, jaki obserwowano wostatniej dekadzie XXwieku. Można powiedzieć, że koniec XXwieku był czasem ponownych narodzin zainteresowania wycięciem macicy zpozostawieniem kikuta szyjki macicy. Stało się tak wskutek rozpowszechnionego wśród ginekologów poglądu oroli szyjki jako narządu znacznie poprawiającego doznania seksualne kobiet, atakże mającego duże znaczenie wzachowaniu integralności dna miednicy mniejszej. Chociaż liczba histerektomii, wktórych szyjka macicy zostaje zachowana, nie jest duża, wydaje się, że najlepszą metodą operacyjną wtakich przypadkach jest laparoskopowe nadszyjkowe wycięcie macicy. Przy wycinaniu macicy onormalnych rozmiarach ikształcie lub tylko nieznacznie powiększonej można też zastosować nadszyjkowe przezpochwowe wycięcie jej zmodyfikowaną metodą Döderleina­-Kröniga.


  Ostatnie lata są czasem poszukiwania innych, mniej inwazyjnych metod leczenia, które wkonsekwencji mogą wpłynąć nazmniejszenie ciągle dużej liczby histerektomii wykonywanych zpowodu mięśniaków macicy lub niereagującego naleczenie, obfitego krwawienia zmacicy. Jak wynika zcoraz liczniejszych doniesień naukowych, dotechnik, które wpływają nazmniejszenie liczby wykonywanych histerektomii, zaliczyć należy chirurgię histeroskopową, embolizację naczyń macicznych wleczeniu mięśniaków istosowanie lewonorgestrelu wewkładkach domacicznych [25].
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  2 Perspektywy leczenia raka jajnika Jan Kotarski, Barbara Marzec­-Kotarska, Rafał Tarkowski, Iwona Wertel


  Rak jajnika jest nowotworem ozłym rokowaniu. Wiele chorych wzaawansowanym stadium, leczonych operacyjnie oraz chemioterapią zzastosowaniem platyny itaksoidów dobrze reaguje naterapię, lecz niestety uwiększości znich szybko dochodzi donawrotu choroby. Pomimo postępu wleczeniu operacyjnym oraz farmakoterapii raka jajnika 5-letnie przeżycie wzależności odzaawansowania nowotworu wchwili rozpoznania oraz pozostawionej choroby resztkowej wynosi od19 do90%.


  Powstawanie nowotworów nie jest procesem opartym naprostych zależnościach przyczynowo-skutkowych. Stanowi wynik zaburzeń wieloczynnikowych, efekt wzajemnego oddziaływania wielu różnych komórek zarówno nowotworowych, jak itowarzyszących guzowi, warunkujących proces powstawania iwzrastania guza, naciekanie otaczających tkanek inarządów, atakże występowanie przerzutów odległych. Nadal nie majednoznacznych wyników badań określających sekwencję zdarzeń molekularnych prowadzących dotransformacji nowotworowej wjajniku. Takie wyraźne zmiany morfologiczne ietapy poprzedzające powstanie nowotworu opisano wprzypadku raka jelita grubego iwielu innych nowotworów nabłonkowych [1, 2].


  Wkomórce nowotworowej uruchomione zostają mechanizmy niefunkcjonujące wkomórkach prawidłowych. Efektem tych zmian jest niekontrolowana proliferacja komórek, będąca następstwem zaburzenia regulacji cyklu komórkowego, aktywacji protoonkogenów komórkowych lub inaktywacji genów supresorowych.


  Nowe klasyfikacje raka jajnika oparte są głównie nacharakterystyce molekularnej odniesionej dowłaściwości klinicznych ibiologicznych guza. Natej podstawie Kurman zaproponował podział raków jajnika nadwa typy [3, 4].


  Guzy typu Icharakteryzują się mutacjami wielu genów istosunkowo dużą stabilnością genetyczną. Stwierdza się wnich najczęściej mutacje genów KRAS, BRAF, PTEN iβ-kateniny [5–7]. Wwysoko zróżnicowanych rakach surowiczych oraz guzach surowiczych ogranicznej złośliwości wykazano takie same sekwencje mutacji wonkogenach KRAS, BRAF iERBB2. Mutacje wgenach KRAS iBRAF występują już nabardzo wczesnym etapie powstawania nowotworu surowiczego ogranicznej złośliwości, atakże były obecne wsąsiadującej tkance torbielakogruczolaka. Mutacje wgenach KRAS iBRAF stwierdzono również wokoło 10%, amutacje genu PTEN w20% raków endometrioidalnych jajnika.


  Do typu IIzaliczono nowotwory dynamicznie rozwijające się iwykazujące znaczną niestabilność genetyczną oraz mutacje wgenie białka p53. Nie wykrywa się natomiast mutacji charakterystycznych dla guzów typu I. Niestabilności mikrosatelitarne charakteryzujące się zmianami długości sekwencji powtarzalnych rozrzuconych pocałym genomie odgrywają ogromną rolę wprocesie nowotworzenia [8–10]. Występowanie powtórzeń sekwencji (mikrosatelity) jest wskaźnikiem uszkodzenia systemu naprawczego.


  Wtypie IIraka jajnika zmiany prekursorowe nie zostały jak dotąd poznane [3]. Wykazano, że predyspozycje dopowstawania nowotworów uwarunkowane są zaburzeniami wludzkich genach systemu naprawczego (MMR – mismatch repair, naprawa błędnie sparowanych nukleotydów), tj. hMSH-2, hMLH-1, hPMS-1, hPMS-2 oraz hMSH3, będących odpowiednikami bakteryjnych genów mutS imutL [11]. Uważa się, że tenowotwory powstają de novo znabłonka celomicznego (jam ciała). Dogrupy tej zalicza się niskozróżnicowane raki, złośliwe mieszane guzy mezodermalne iraki niezróżnicowane.


  Apoptoza stanowi obok proliferacji kluczowy mechanizm rozwoju iutrzymania homeostazy wielokomórkowego organizmu. Jest ważnym mechanizmem obronnym organizmu usuwającym komórki zuszkodzeniami wDNA. Wchorobach nowotworowych zaburzenie apoptozy maznaczenie nie tylko dla patogenezy guza, lecz także dla jego wrażliwości lub oporności nachemio- iradioterapię.


  Wykorzystanie wyników badań uzyskanych zmacierzy genowych prawdopodobnie będzie odgrywać rolę wzidentyfikowaniu pacjentek pierwotnie opornych nastandardowe leczenie oparte napochodnych platyny itaksoidach. Pozwoliłoby tona stosowanie utych chorych innych sposobów leczenia skojarzonego icelowanych terapii, awefekcie wpłynęłoby nawydłużenie czasu przeżycia.


  Potti iwsp. oceniali ekspresję genów wkomórkach pierwotnych, zaawansowanych, surowiczych raków jajnika oraz linii komórkowych raka jajnika wodniesieniu dowrażliwości nachemioterapeutyki [12]. Wwarunkach in vitro oceniano wrażliwość komórek nowotworowych napowszechnie stosowane chemioterapeutyki, jak paklitaksel, docetaksel, 5-fluorouracyl, topotekan, doksorubicyna, etopozyd icyklofosfamid. Napodstawie profilu ekspresji genów przewidziano odpowiedź chorych nachemioterapię zezgodnością wynoszącą 81%. Analiza regresji uzyskanych danych wykazała związek zaburzenia regulacji szlaku 3-OH-kinazy fosfatydyloinozytolu zopornością nadocetaksel. Uzyskane wyniki sugerują możliwość wykorzystania inhibitorów tej kinazy wgrupie pacjentek opornych nadocetaksel.


  Epigenetyczna regulacja aktywności genu uchorych naraka jajnika


  Mechanizmy epigenetyczne są tozmiany dziedziczne warchitekturze chromatyny wpływające naekspresję genów bez zaburzeń pierwotnej sekwencji DNA [13]. Zalicza się donich metylację DNA, modyfikacje histonów iekspresję miRNA.


  Metylacja DNA


  Metylacja DNA, polegająca naprzyłączeniu grup metylowych ikatalizowana przez metyltransferazy DNA, dotyczy cytozyn tworzących dinukleotydy zguaninami (CpG). Zlokalizowane są one przede wszystkim wregionach bogatych wcytozyny iguaniny, zwanych wyspami CpG, wobrębie promotorów genów [14]. Zmetylowana cytozyna, nazywana także piątą zasadą DNA, moduluje ekspresję genów poprzez wyciszanie genów ofunkcjach supresorowych lub też, jeśli pozostaje wolna odgrup metylowych, prowadzi doaktywacji onkogenów. Analiza profilu metylacji wtkance nowotworowej jajnika wykazała, że liczne geny oudowodnionej roli wonkogenezie, podlegają inaktywacji epigenetycznej.


  Wraku jajnika, podobnie jak winnych nowotworach pochodzenia nabłonkowego, dochodzi dohipermetylacji wysp CpG wobrębie promotorów genów supresorowych, której towarzyszy wyciszenie ich ekspresji. Wguzach nowotworowych obserwuje się także hipometylację bogatych wCpG sekwencji powtarzalnych wgenomie, coprzyczynia się dojego destabilizacji.


  Jednym zgenów oudokumentowanej roli wnowotworzeniu, m.in. wjajniku, jest BRCA1 (breast cancer early onset gene 1), zaangażowany wutrzymanie stabilności genomu iprocesy naprawy DNA [15]. W15% przypadków sporadycznego raka jajnika stwierdzano jego całkowitą lub częściową inaktywację wskutek hipermetylacji promotora. Towarzyszyło jej obniżenie ekspresji BRCA1. Hipermetylacja promotora BRCA1 jest zjawiskiem występującym wyłącznie wsporadycznych nowotworach jajnika. Ukobiet zmutacjami germinalnymi wgenie BRCA1 nie obserwuje się tego typu zmian [16]. Hipermetylacja promotora BRCA1 wraku jajnika stanowi też korzystny czynnik rokowniczy upacjentek leczonych cisplatyną [17].


  Wraku jajnika dochodzi także dohipometylacji regionów centromerowych isubtelomerowych, coindukuje niestabilność genomu, sprzyjając translokacjom ireaktywując tzw. sekwencje ruchome, czyli transpozony. Hipometylacja tego typu sekwencji jest charakterystyczna dla zaawansowanych iniskozróżnicowanych nowotworów jajnika, atakże stanowi negatywny czynnik prognostyczny [18].


  Charakterystyczną cechą nowotworów złośliwych jajnika, różnicującą zguzami łagodnymi, jest inaktywacja genu E-kadheryny wskutek zwiększonej metylacji wysp CpG wobrębie jego promotora [19]. Profil metylacji genomowego DNA wraku jajnika, wtym frakcji pozakomórkowej uwalnianej dosurowicy (cell free DNA) pozwolił nawyselekcjonowanie 7genów (APC – adenomatous polyposis coli, RASSF1A – ras association domain-containing protein 1, CDH1 – cadherin-1, RUNX3 – runt-related transcription factor3, TFPI2 – tissue factor pathway inhibitor 2, SFRP5 – secreted frizzled-related protein 5iOPCML – opioid-binding protein/cell adhesion molecule) wykazujących wysoką specyficzność iczułość (odpowiednio 90,5% i85,3%) wniezaawansowanym raku jajnika (FIGO I) [20]. Rola metylacji DNA jako biomarkera wdetekcji ileczeniu raka jajnika jest obiecująca. Jego zastosowanie kliniczne stwarza jednak problemy zewzględu nabrak technik molekularnych godzących wysoką jakość zniskimi kosztami badań.


  Istnieją dwa typy inhibitorów metylacji DNA – analogi nukleozydowe inienukleozydowe. Dopierwszej grupy należą azacytydyna idecytabina – inhibitory metylotransferaz DNA (DNMT – DNA metylotransferases), stosowane wterapii zespołów mielodysplastycznych. Wykazano, że decytabina wywiera potężny demetylujący wpływ nageny supresorowe wlicznych liniach komórkowych. Wbadaniach namodelach zwierzęcych udowodniono, że związek ten dodatkowo zmniejsza znacząco oporność nacisplatynę komórek nowotworowych jajnika [21]. Podobne badania kliniczne przeprowadzone zudziałem pacjentek zrakiem jajnika opornych naleczenie chemiczne potwierdziły skuteczność obydwu związków [22].


  Modyfikacja histonów


  Kowalentne modyfikacje aminokwasów budujących histony są kolejnym epigenetycznym mechanizmem regulującym ekspresję genów. Zmiany teobejmują potranslacyjne, katalizowane przez enzymy, modyfikacje ogona N-terminalnego białek histonowych. Należą donich acetylacje, metylacje, fosforylacje iubikwitynacje. Wobrębie pojedynczego białka histonowego może zachodzić wiele typów modyfikacji. Wzór modyfikacji histonów determinujący ekspresję genu zwany jest kodem histonowym.


  Deacetylacja histonów prowadzi dokondensacji chromatyny iwkonsekwencji utraty aktywności transkrypcyjnej, natomiast acetylacja sprzyja jej rozluźnianiu iodpowiada zaaktywację transkrypcji [23].


  Sirtuiny (gen SIRT1) są jednymi zbiałek wykazujących właściwości deacetylaz, nie tylko histonów, ale także białek niehistonowych, takich jak p53 [24]. Wzłośliwych nowotworach jajnika, szczególnie surowiczych, ekspresja SIRT1 jest znacząco podwyższona [25]. SIRT1, wpływając namikrośrodowisko guza (działa proangiogennie) iproces naprawy DNA, promuje przeżycie nowotworowych komórek macierzystych ilekooporność. Rozważa się zatem użycie SIRT1 jako celu terapeutycznego uchorych zsurowiczym, lekoopornym rakiem jajnika [26].


  Wzwiązku zjednoznacznym zaangażowaniem nieprawidłowej modyfikacji histonów wonkogenezę jajnika wprowadzono doterapii leki będące inhibitorami deacetylaz histonowych (HDAC – histone deacetyltransferases), takie jak kwas walproinowy, kwas suberanilohydroksamowy (worynostat) czy romidepsyna. Innym dobrze tolerowanym iskutecznym inhibitorem HDAC wleczeniu pacjentek znawracającym rakiem jajnika jest belinostat [27].


  MikroRNA (miRNA)


  Badania nad ludzkim transkryptomem wykazały, że epigenetyczna kontrola ekspresji genu może odbywać się także zapośrednictwem małych niekodujących cząsteczek zwanych miRNA. Należą one dolicznej rodziny tzw. niekodujących RNA. Niekodujące RNA pełnią nadrzędne funkcje regulatorowe, biorąc udział wrozpoznawaniu specyficznych sekwencji wobrębie genomu. Regulacja ekspresji genu zudziałem miRNA może zachodzić nawielu poziomach ietapach ekspresji genów. MikroRNA regulują ekspresję genów poprzez inhibicję translacji lub degradację RNA. Istnieją także doniesienia, że mogą one aktywować transkrypcję genów, przyłączając się specyficznie doich promotorów [28].


  Wbadaniach nad rakiem jajnika zidentyﬁkowano grupę miRNA, która odróżniała tkankę nowotworową odprawidłowej. Docząsteczek ulegających nadekspresji wraku jajnika zaliczono miRNA zrodziny miR-200 (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141, miR-429, miR-21, miR-23a, miR-23b, miR-27a, miR-93). Natomiast miRNA ocharakterystycznie obniżonej ekspresji tomiR-10b, miR-26a, miR-29a, miR-99a, miR-100, miR-125a, miR-125b, miR-143, miR-145, miR-199a, miR-214, and let-7b [29].


  Ocena miRNA wykorzystywana jest wdiagnostyce różnych nowotworów. Stanowi też ważny czynnik prognozujący efektywność leczenia. Badania nad miRNA pod kątem ich wykorzystania jako celów terapeutycznych znajdują się wpoczątkowej fazie. Wymagają poszerzenia wiedzy naukowców natemat zawiłych zależności iregulacji genów kodujących białka przez poszczególne miRNA.


  Rola układu immunologicznego wpowstawaniu irozwoju raka jajnika


  Wyniki badań eksperymentalnych iobserwacji klinicznych wskazują, że układ immunologiczny rozpoznaje ijest wstanie zniszczyć komórki nowotworowe. Wiadomo jednak też, że nowotwory wykształciły liczne mechanizmy, poprzez które mogą hamować reakcje odpornościowe zarówno układowe, jak izachodzące wlokalnym mikrośrodowisku. Stwierdzono, że nasilenie infiltracji tkanki guza przez limfocytyT CD3+ silnie dodatnio koreluje zprzeżyciem chorych. Rekrutacja komórek immunologicznych odziałaniu cytotoksycznym ieliminacja komórek regulujących tolerancję immunologiczną są interesującym przedmiotem badań izastosowania wimmunoterapii.


  Rekrutowane komórki układu odpornościowego wytwarzają interferon gamma (IFN-γ), który wdalszym etapie indukuje syntezę angiostatycznych chemokin, tj. CXCL10, CXCL9 iCXCL11. Chemokiny temiędzy innymi hamują tworzenie nowych naczyń krwionośnych (neoangiogenezę), coprowadzi doobumierania komórek rakowych [30]. Ponadto nasilają one migrację komórek NK, komórek dendrytycznych, makrofagów oraz innych komórek efektorowych układu immunologicznego wmiejsce guza [31, 32]. KomórkiNK niszczą komórki nowotworowe wmechanizmie uwalniania perforyn, oddziaływania Fas­-FasL, TRAIL-TRAIL-L(TNF-related apoptosis-inducing ligand, ligand czynnika martwicy nowotworów indukujący apoptozę) [33, 34]. Pod wpływem IFN-γ makrofagi naciekające guza nabierają właściwości fagocytarnych [30, 33]. Obumarłe komórki nowotworowe są pochłaniane przez niedojrzałe komórki dendrytyczne, które wędrują dowęzłów chłonnych, gdzie jako dojrzałe komórki dendrytyczne prezentują antygeny nowotworowe dziewiczym limfocytom Tpomocniczym (CD4+) lub cytotoksycznym (CD8+) [30, 35]. Ciągłe oddziaływanie układu immunologicznego nakomórki nowotworowe indukuje powstawanie nowych populacji komórek rakowych [30, 33].


  Istotną rolę wopisywanym procesie odgrywają czynniki obecne wmikrośrodowisku nowotworowym. Uchorych naraka jajnika obserwuje się wysokie stężenia cytokin immunosupresyjnych, tj. interleukiny (IL-10) [36–38], transformującego czynnika wzrostu beta (TGF-β – transformin growth factor β) [39], czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGF – vascular endothelial growth factor) [40] iprostaglandyny E2(PGE2), atakże prozapalnych (IL-6) [41], które hamują aktywność komórek układu immunologicznego[42]. Komórki nowotworowe stają się oporne nadziałanie czynników immunologicznych, arozwój nowotworu przechodzi wfazę ucieczki spod nadzoru immunologicznego – naciekania tkanek itworzenia przerzutów [30, 35, 43].


  Cechą charakterystyczną raka jajnika jest wewnątrzotrzewnowy rozsiew, który może wynikać zniesprawności komórek układu immunologicznego występujących lokalnie wjamie otrzewnej. Wprzypadku rozwoju rozsianego procesu nowotworowego wobrębie jamy brzusznej guzy indukują zwiększone wytwarzanie płynu otrzewnowego [44]. Wwarunkach fizjologicznych jego skład zależy głównie odfunkcji otrzewnej iaktywności hormonalnej jajników [45]. Źródłem składników płynu otrzewnowego są także płyn jajowodowy, wydalina docierająca dojamy brzusznej drogą miesiączkowania wstecznego, oraz produkty uwalniane przez makrofagi [46, 47].


  Spośród komórek płynu otrzewnowego istotną rolę windukcji odpowiedzi immunologicznej odgrywają komórki dendrytyczne, makrofagi, limfocyty B, limfocyty T, komórki NK, komórki mezotelialne, eozynofile oraz komórki tuczne [46, 48, 49]. Ponadto badania ostatnich lat wykazały wtym płynie obecność supresorowych populacji komórkowych. Wśród nich znajdują się komórki supresorowe pochodzące zlinii mieloidalnej (MDSC – myeloid-derived suppressor cells) [50], limfocyty Tregulatorowe (tumor-associated Tregs) [51, 52] oraz komórki dendrytyczne plazmocytoidalne [53, 54].


  Ponadto wskład frakcji komórkowej wchodzą komórki nowotworowe (pojedyncze iwpakietach) [55, 56].


  Uchorych naraka jajnika wzwiązku znieszczelnością naczyń włosowatych guza iniedrożnością naczyń limfatycznych [44] objętość płynu zaczyna przeważać nad możliwościami jego resorpcji. Komórki nowotworowe, które migrują doprzestrzeni limfatycznej inaczyń limfatycznych otrzewnej iprzepony upośledzają drenaż jamy brzusznej ipowodują zwiększenie wniej objętości płynu wysiękowego, coskutkuje wytworzeniem wodobrzusza.


  Wpłynie otrzewnowym wwysokich stężeniach występują markery nowotworowe, takie jak CA-125 (cancer antigen 125, antygen nowotworowy 125), HE4 (human epididymis protein 4, podfrakcja czwarta ludzkiego białka komórek nabłonkowych), CEA (carcinoembryonic antigen, antygen rakowo-płodowy), CA19–9 (carbohydrate antigen 19–9, antygen węglowodanowy 19–9), TPS (tissue polypeptide specific antigen, tkankowy swoisty antygen polipeptydowy) [57, 58, 59]. Stężenia antygenów CA-125 iTPS są znacznie wyższe wpłynie otrzewnowym niż wsurowicy krwi idodatkowo korelują dodatnio zestopniem zaawansowania raka jajnika według klasyfikacji FIGO [57]. Ponadto doantygenów nowotworowych wywołujących reakcję immunologiczną wprzypadku raka jajnika należą: HER2 (human epidermal growth factor receptor 2, receptor ludzkiego czynnika wzrostu naskórka 2) [60, 61], MUC1 (mucyna) [62], OA3 [63], receptor α kwasu foliowego [64], TAG-72 (tumor-associated glycoprotein 72, glikoproteina towarzysząca nowotworom 72) [65], mezotelina [66], NY-ESO-1 [67] oraz sialo­-Tn [68].


  Wpłynie otrzewnowym chorych naraka jajnika wykrywa się także wiele czynników stymulujących neoangiogenezę. Czynnikiem najczęściej opisywanym jest VEGF [69, 70, 71], którego stężenie koreluje zkrótszym czasem przeżycia pacjentek [71]. Doinnych należą IL-8 oraz FGF-β (fibroblast growth factor beta, czynnik wzrostu fibroblastów beta)[69].


  Poznanie funkcji układu immunologicznego ukobiet zrakiem jajnika wykorzystane zostało wróżnych formach immunoterapii. Układ immunologiczny często rozpoznaje nowotworowo zmienione komórki jako własne. Różnicowanie pomiędzy komórkami własnymi izmienionymi związane jest zekspresją specyficznych antygenów nowotworowych (TSAs – tumor specific antigens) lub antygenów związanych znowotworem (TAAs – tumor associated antigens). Antygeny specyficzne dla nowotworów zostały wykorzystane wimmunoterapii.


  Terapie celowane wraku jajnika


  Stosowane obecnie metody immunoterapii można usystematyzować następująco: przeciwciała, inhibitory immunologicznych punktów kontrolnych (immune checkpoint), szczepionki ACT (adoptive cell therapy, adoptywna terapia komórkowa). Wfazie badań klinicznych znajdują się także terapie złożone, wykorzystujące kilka mechanizmów działania układu immunologicznego [72].


  Przeciwciała monoklonalne


  Monoklonalne humanizowane przeciwciało (bewacyzumab) jest ligandem wiążącym się zreceptorami VEGF, który odgrywa kluczową rolę wtworzeniu nowych naczyń wguzie. Skuteczność terapeutyczna tego leczenia została wykazana wwielu guzach litych. Wrakach jajnika zastosowana zestandardową chemioterapią powoduje wydłużenie całkowitego czasu przeżycia bez progresji (PFS) iczasu przeżycia (OS) [73]. Szczegółowe omówienie klinicznego wykorzystania tego przeciwciała znajduje się winnej części podręcznika [patrz str. 517].


  Wterapii antyangiogennej wykorzystuje się następujące molekuły:


  ● aflibercept – heterodimeryczna cząsteczka zawierająca domenę wiążącą ligand receptora 1i2 VEGF połączona zestałym regionemIgG [74];


  ● nintedanib – hamuje angiogenezę poprzez oddziaływanie naVEGF, FGF iPDGF (platelet-derived growth factor, płytkopochodny czynnik wzrostu);


  ● pazopanib – mechanizm działania jak nintedanib [75];


  ● trebananib – blokuje wiązanie angiopoetyny 1i2 zreceptorem Tie-2;


  ● sorafenib isunitinib – blokują receptory czynników angiogennych (VEGFR-2; PDGFR-β; c-kit; Flt-3) [76];


  ● kabozantynib – hamuje receptory proangiogenne działające przez aktywacje kinazy tyrozynowej.


  Stwierdzenie silnej ekspresji cząsteczki adhezyjnej komórek nabłonkowych (EpCAM – epithelial cell adhesion molecule) wtkance raka jajnika stało się podstawą dowykorzystania przeciwciała katumaksomab. Działa ono poprzez aktywację komórek NKilimfocytów T-cytotoksycznych. Hamuje ponadto tworzenie wysięku otrzewnowego, wydłużając czas pomiędzy punkcjami jamy otrzewnej [77].


  Około 2⁄3 raków jajnika wykazuje ekspresję receptorów naskórkowego czynnika wzrostu (EGFR – epithelial growth factor receptor). Wbadaniach in vitro linii komórkowych raka jajnika przeciwciało anty­-EGFR (cetuksymab) wykazywało działanie antyproliferacyjne inasilało apoptozę komórek nowotworowych. Dotychczas prowadzone badania kliniczne nad wykorzystaniem przeciwciał anty­-EGFR (cetuksymab ipanitumumab) wpołączeniu zchemioterapią nie dały jednoznacznych informacji okorzyściach klinicznych[78].


  Przeciwciała przeciwko makrofagom infiltrującym guz


  Makrofagi są najliczniejszymi komórkami infiltrującymi nowotwór jajnika. Wyróżnia się dwa ich podtypy: M1– aktywowane przez IFN-γ, wytwarzające cytokiny prozapalne iimmunostymulujące, oraz M2– aktywowane przez cytokiny Th2, wydzielające czynniki przeciwzapalne. Makrofagi M2naciekające raki jajnika indukują immunosupresję wmikrośrodowisku nowotworu. Wydzielając chemokinę CCL22, stymulują one migrację Treg doguza. Blokada CCL22 iinnych antygenów makrofagów M2(CSF-1R, B7-H4) może być obiecującą opcją terapii raka jajnika [79].


  Przeciwciała przeciwko CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4, antygen 4limfocytów Tcytotoksycznych) zostały wprowadzone doleczenia czerniaka (ipilimumab). Obecnie trwają badania nad ich wykorzystaniem wleczeniu raka jajnika wrażliwego naplatynę. CTLA-4 odgrywa ważną rolę wregulowaniu aktywacji iinaktywacji limfocytów T.Blokada tego białka przesuwa równowagę wmikrośrodowisku guza wkierunku aktywacji limfocytów cytotoksycznych, prowadząc doeliminacji guza uzwierząt doświadczalnych [80].


  Interesującym przedmiotem wykorzystania wimmunoterapii jest PD-L1 (programmed death-ligand 1, receptor programowanej śmierci 1). Wysokie stężenie PD-L1 wsurowicy krwi chorych naraka jajnika koreluje zezłą prognozą. Ekspresja PD-L1 nakomórkach raka jajnika hamuje działanie limfocytów Tcytotoksycznych izmniejsza lizę komórek nowotworowych guza [81].


  Blokada PD-L1 przywraca działanie cytotoksyczne limfocytów. Trwają badania kliniczne nad wykorzystaniem przeciwciał monoklonalnych osi PD-1/PD-L1 (niwolumab; pembrolizumab) [82].


  IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase, 2,3-dioksygenaza indoloaminy) jest enzymem katalizującym tryptofan odgrywającym ważną rolę wregulacji aktywności komórek układu immunologicznego. IDO wykrywana jest immunohistochemicznie w56% tkanek raków jajnika. Jej ekspresji towarzyszy redukcja limfocytów infiltrujących guz oraz komórek NK, wzrasta także nasilenie angiogenezy. Badania nazwierzętach wykazały, że zahamowanie IDO zwiększa skuteczność chemioterapeutyków. Obecnie wiele inhibitorów IDO znajduje się wfazie badań klinicznych [83, 84].


  Szczepionki nowotworowe


  Komórki prezentujące antygen (APCs – antigen presenting cells) dziewiczym limfocytomT, limfocytom Bikomórkom NKodgrywają istotną rolę windukcji tolerancji lub eliminacji guza. Komórki dendrytyczne są bardzo silnym prezenterem antygenów. Szczepionki wykorzystujące jestanowią obiecującą opcję terapeutyczną. Pobrane odpacjentki monocyty stymulowane odpowiednimi cytokinami przekształcają się wwarunkach in vitro wkomórki dendrytyczne, które eksponuje się naantygeny guza ipodaje pacjentce wpostaci powtarzanych iniekcji podskórnych. Doprezentacji komórkom wykorzystywane są charakterystyczne dla nowotworów antygeny, np. MUC-1, peptydy, np. CA-125, p53, Her-2, lub homogenaty tkanki guza [85].


  Do wprowadzania antygenów nowotworowych dokomórek immunologicznych wykorzystywane są także rekombinowane szczepionki wirusowe (np. wirusa ospy wietrznej ipółpaśca). Stosując wektory retrowirusów, konwertowano limfocyty krwi obwodowej nawywołujące efekt cytotoksyczny iukierunkowano ich działanie nakomórki guza. Wchwili obecnej prowadzonych jest kilka badań klinicznych różnych szczepionek opartych nakomórkach dendrytycznych [86, 87].


  Terapie celowane naprawy DNA


  Inhibicja polimerazy poli­-ADP-rybozy (PARP) – PARP1 jest enzymem okluczowym znaczeniu wnaprawie uszkodzenia pojedynczej nici DNA poprzez mechanizm wycięcia zasad. Wyłączenie aktywności PARP prowadzi dokumulacji uszkodzeń pojedynczej nici DNA, copowoduje rozerwanie drugiej nici iwkonsekwencji śmierć komórki. Defekt wnaprawie DNA wnastępstwie mutacji BRCA1 iBRCA2 potęgowany jest inhibitorami PARP iprowadzi doobumarcia komórki nowotworowej [88].


  Prowadzone są intensywne badania nad molekułami hamującymi różne drogi przekazu informacji wkomórce. Należy spodziewać się, że zostaną opracowane nowe terapie celowane nakinazę fosfoinozytolu-3 (PI3K), kinazę białkową B(AKT), drogę sygnałową mTOR (rapamycyna).


  Leki celowane naSrc – Src jest kinazą tyrozynową niebędącą elementem receptora. Odgrywa ważną rolę wproliferacji, migracji, inwazji iangiogenezie nowotworowej. Ekspresję Src obserwowano wzaawansowanym raku jajnika. Wbadaniach naliniach komórkowych raka jajnika stwierdzono, że zahamowanie Src przywraca komórkom niewrażliwym nachemioterapię wrażliwość napaklitaksel iplatynę. Opracowano inhibitory Src: dasatynib isaracatynib, które są wtrakcie badań klinicznych [89].


  Około 70% pierwotnych i82% nawrotowych raków jajnika wykazuje obecność receptora folanowego alfa (α­-FR). Farletuzumab jest monoklonalnym przeciwciałem przeciwko α­-FR. Przeprowadzone badania wykazały, że lek jest dobrze tolerowany iokoło 90% pacjentek leczonych karboplatyną itaksanem wpołączeniu zfarletuzumabem wykazywało normalizację stężenia CA-125, aokoło 70% odpowiedź kliniczną [90].


  Obiecujące wyniki uzyskano wbadaniach nad rolą insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF – insulin-like growth factors). Prowadzone są badania nad wykorzystaniem monoklonalnego przeciwciała przeciw receptorowi IGF-1. Kliniczne znaczenie blokady połączonych szklaków sygnałowych IGF iPI3K/Akt/mTOR jest oceniane wprzeprowadzanych aktualnie badaniach [91].


  Ogromny postęp wbadaniach nad biologią nabłonkowych nowotworów jajnika zainspirował dynamiczne poszukiwania leków działających naszlaki metaboliczne lub sygnałowe, które wykazują zwiększoną aktywność wkomórkach nowotworowych. Wiele zprzeprowadzonych eksperymentów można logicznie uporządkować, stworzyć obraz sekwencji zdarzeń wewnątrzkomórkowych izaplanować ingerencję wich przebieg. Wielokrotnie okazuje się jednak, że wysiłki idą namarne, bowiem uzyskane wyniki kliniczne są rozczarowujące. Należy jednak mieć nadzieję, że wkońcu uda się stworzyć skuteczną terapię tej nieuleczalnej dzisiaj choroby.
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  3 Zastosowanie metod biologii molekularnej wprofilaktyce idiagnostyce nowotworów narządów płciowych oraz wkwalifikacji doleczenia skojarzonego Marzena Anna Lewandowska


  Badania związane zsekwencjonowaniem genomu człowieka oraz ztworzeniem atlasu genomu wybranych nowotworów otworzyły nowe możliwości precyzyjnej interpretacji wyników dzięki interdyscyplinarnemu powiązaniu innowacyjnych technologii zzakresu biologii molekularnej imedycyny zwykorzystaniem eksploracji danych (data-mining). Medycyna spersonalizowana, która wykorzystuje ustaloną dla konkretnego pacjenta sygnaturę genetyczną, znajduje zastosowanie zarówno wprofilaktyce (np. unosicielek mutacji wgenie BRCA1 lub BRCA2, czy też kobiet przetrwale zakażonych onkogennym typem HPV), jak iwpodejmowaniu decyzji terapeutycznych upacjentek onkologicznych.


  Na podstawie obecnej wiedzy iaktualnych możliwości diagnostycznych uchorych nachoroby nowotworowe można oznaczyć charakterystyczne biomarkery onkologiczne, które można podzielić naprognostyczne ipredykcyjne. Tepierwsze odgrywają rolę wróżnicowaniu nowotworu, dają możliwość oceny jego biologii oraz umożliwiają specyficzne rokowanie, niezależne odzastosowanego leczenia. Markery predykcyjne pozwalają zkolei określić sygnaturę nowotworu idostarczają informacje dotyczące chemiowrażliwości naokreślone leki. Odkryte wostatnim dziesięcioleciu icoraz szerzej stosowane nowoczesne technologie biologii molekularnej wraz zminimalizacją metod inwazyjnych pozwoliły zrewolucjonizować diagnostykę izastąpić wykonywane wcześ­niej pojedyncze badania białek początkowo analizami genetycznymi wybranych genów, anastępnie wysokoskalowymi technikami badań zwykorzystaniem wysoko­przepustowych technologii.


  Metody biologii molekularnej


  Od PCR dosekwencjonowania dideoksy


  Zrozumienie postępu idzisiejszych możliwości diagnostyki nowotworów narządów płciowych zwykorzystaniem najnowszych metod biologii molekularnej wymaga przypomnienia starszej metody, szeroko stosowanej odlat 90. ubiegłego wieku, wykorzystującej reakcję łańcuchowej polimerazy (PCR – polymerase chain reaction). Metoda PCR pozwala napowielanie dowolnych fragmentów łańcuchów DNA. Różne potrzeby diagnostyczne (niskokosztowe badania przesiewowe, detekcja najczęstszych mutacji itp.) zainicjowały powstaniem modyfikacji tej techniki, wktórej zaczęto wykorzystywać nie tylko genomowy DNA jako matrycę dopowielania łańcuchów DNA, lecz także cDNA [ryc. 3.1].
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  Rycina 3.1. Izolacja kwasów nukleinowych (DNA i/lub RNA). A – panel górny – izolacja kwasów nukleinowych metodą półautomatyczną przy użyciu pompy próżniowej ikolumienek krzemionkowych. B – panel dolny – izolacja kwasów nukleinowych metodą półautomatyczną zwykorzystaniem kulek magnetycznych.



  Metody przesiewowe stosowane wlatach 90. XXwieku były oparte nareakcji PCR wraz zanalizą polimorfizmu konformacji jednoniciowych fragmentów (PCR-SSCP – PCR-single-strand conformation polymorphism) lub heterodupleksów (PCR-HD – PCR-heteroduplex) oraz nametodach powiązanych zdenaturacyjną wysokosprawną chromatografią cieczową (DHPLC) [11, 14, 26].
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      Rycina 3.2. Przykłady detekcji DNA HPV: metodą hybrydyzacji (A, B) iPCR wczasie rzeczywistym (C, D). A– detekcja genotypów HPV następuje poprzez hybrydyzację produktów amplifikacji badanej próbki dopasków powleczonych sondami oligonukleotydowymi swoistymi dla wysokoonkogennych iwybranych niskoonkogennych genotypów HPV oraz genu kontrolnego. Sondy znakowane są biotyną. Napasek nakłada się koniugat streptawidyny iperoksydazy chrzanowej, który wiąże się zbiotyną. Ponałożeniu roztworu substratu wreakcji barwnej (na niebiesko) znakowane są napasku miejsca wiązania produktów amplifikacji analizowanej próby oznaczające obecność danego genotypu HPV. B – wzór uzyskanych prążków porównuje się zewzorem niebieskich linii dla genu kontrol­nego oraz poszczególnych genotypów HPV naszablonie zestawu Roche Linear Array HPV Genotyping Test, CE-IVD (Roche). C iD – analiza jakościowa ipółilościowa Anyplex™ IIHPV28 Detection (Seegene) pozwalająca nawykrycie idokładne genotypowanie wysokoonkogennych iwybranych niskoonkogennych typów HPV metodą PCR wczasie rzeczywistym – odczyt wsystemie CFX96 Real-time PCR System (Bio­-Rad). Tabele zawierają podsumowanie wszystkich odczytów napięciu różnych długościach fal zwykorzystaniem filtrów: FAM, HEX, Cal Red610, Quasar670, Quasar705. ICoznacza kontrolę wewnętrzną, znak „−” tobrak detekcji badanego genotypu, aznak„+” obecność wirusa danego genotypu. Trzystopniowa analiza krzywej topnienia (cyclic-catcher melting temperature analysis) pozwala napółilościową ocenę stopnia wiremii dla wykrytego genotypu: wiremia niska (+), średnia (++) iwysoka (+++). C – przykładowa krzywa amplifikacji genotypująca wysokoonkogenny HPV16 wbadanej próbie (HPV367) oraz wyniki półilościowej oceny dla wszystkich 28genotypów wykrywanych przez test. D – przykładowe krzywe amplifikacji genotypujące 7typów HPV wbadanej próbie (HPV398), wtym niskoonkogennego HPV6 odpowiedzialnego zakłykciny szyjki macicy ibrodawczaki krtani oraz wyniki półilościowej analizy dla wszystkich 28genotypów wykrywanych przez test.

    

  


  Zwiększona dostępność sekwencjonowania kapilarnego oraz rozwój nowych technologii, takich jak PCR wczasie rzeczywistym (RT-PCR – real time PCR), diametralnie zmieniły onkologiczną diagnostykę molekularną. Analiza krzywych topnienia produktów PCR wczasie rzeczywistym [ryc. 3.2] pozwala naszybkie badanie przesiewowe próbek dzięki zastosowaniu barwników fluorescencyjnych. Dowykrycia znanej sekwencji często wykorzystuje się hybrydyzację zespecyficznymi sondami oligonukleotydowymi, które pozwalają naodróżnienie allelu dzikiego (prawidłowego) odzmutowanego lub genotypowanie znanych typów HPV.


  Wcelu identyfikacji nie tylko znanej, lecz także przede wszystkim nowej zmiany wDNA wykorzystywane są natomiast metody sekwencjonowania, które pozwalają odszyfrować sekwencję zasad budujących nić DNA: adeninę, tyminę, guaninę icytozynę. Technika odczytu kolejności ich występowania została opracowana wlatach 70. XXwieku przez Allana Maxama iWaltera Gilberta. Polegała nachemicznej degradacji łańcuchów DNA, anastępnie rozdziale elektroforetycznym uzyskanych fragmentów znakowanych izotopowo.


  Kolejną techniką było sekwencjonowanie metodą Fredericka Sangera, której pierwszy etap obejmował syntetyzowanie nici DNA de novo zwykorzystaniem dideoksyrybonukleotydowych terminatorów, dlatego nazywana jest również metodą dideoksy [24]. Badana nić DNA nie była wstępnie degradowana, ale powielana przy użyciu polimerazy owysokiej dokładności imieszaniny nukleotydów zdodatkiem puli 2lub 3dideoksynukleotydów. Ich obecność uniemożliwiała dalsze wydłużanie łańcucha DNA, będącego kopią analizowanej nici DNA. Identyfikacja mutacji przy zastosowaniu tej metody również wymagała przeprowadzenia rozdziału elektroforetycznego produktu, przy czym nukleotydy znakowane izotopami promieniotwórczymi zczasem zostały zastąpione barwnikami fluorescencyjnymi, amiejsce żeli poliakrylamidowych iprocesu naświetlenia kliszy rentgenowskiej zajęła elektroforeza kapilarna irejestracja sygnału wzbudzonego barwnika fluorescencyjnego przez kamerę CCD (charge coupled device) [25]. Zawkład wmożliwość określenia sekwencji zasad wkwasach nukleinowych zarówno Frederick Sanger, jak iWalter Gilbert zostali uhonorowani w1980r. Nagrodą Nobla wdziedzinie chemii, aparę lat później Nagroda Nobla została przyznana wtej samej dziedzinie Kary’emu Mullisowi zaodkrycie reakcji PCR.


  Powszechnie stosowana obecnie metoda Sangera jest uznawana zatzw. złoty standard wdiagnostyce molekularnej inadal powinna być wykorzystywana doweryfikacji wyników sekwencjonowania następnych (II iIII) generacji (Illumina, Roche454, SOLiD, IonTorrent, Pacific Biosciences) technik opisanych wostatnim dziesięcioleciu [patrz dalej].


  Wzależności odtechnologii, którą posługują się laboratoria genetyczne, sekwencjonowanie polega naidentyfikacji nukleotydów zwykorzystaniem:


  ● metod chemiluminescencyjnych (pirosekwenatory);


  ● metod fluorescencyjnych, wktórych sekwencjonowanie zachodzi przez ligację lub syntezę;


  ● rejestracji zmian potencjału elektrycznego.


  Tradycyjnie sekwencjonowaniu poddawano DNA wyizolowane zkrwi obwodowej, ale rozwój technik biologii molekularnej wonkologii imedycynie spersonalizowanej rozszerzył zakres badań oDNA wyizolowane ztkanki nowotworowej. Umożliwia toanalizę obecności lub braku zarówno mutacji germinalnych, jak isomatycznych bezpośrednio wDNA komórek guza ima ogromne znaczenie dla podejmowania decyzji terapeutycznych. Obecnie wPolsce prowadzone są prace badawcze nad zastosowaniem NGS (next-generation sequencing, sekwencjonowanie nowej generacji) wdiagnostyce genów BRCA1 iBRCA2 [patrz ryc. 3.4 i3.5] namatrycy DNA wyizolowanego ztkanki nowotworowej pochodzącej odpacjentek zrakiem jajnika [32]. Niejednorodność wykrytych mutacji potwierdza konieczność jednoczesnej analizy BRCA1/2 genów uwszystkich pacjentów zezdiagnozowanym surowiczym rakiem jajnika [32].


  Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie nowej generacji


  Celem badań nad genomem izmianami napoziomie DNA iRNA jest stworzenie indywidualnej, wiarygodnej oceny ryzyka powstania raka, rokowania ispersonalizowanego leczenia każdej osoby, zewszystkimi typami nowotworów. Technologie sekwencjonowania nowej generacji pozwoliły naprzejście zsekwencjonowania pojedynczych genów wstronę pełnej, wszechstronnej analizy genomów, przy wykorzystaniu DNA lub RNA jako materiału wyjściowego dobadań. Warto również zwrócić uwagę, że materiałem badawczym może być zarówno krew obwodowa, jak iheterogenna tkanka nowotworowa. Wiele zmian wgenomie komórek rakowych jest często wykrywanych zniską częstotliwością. Mato związek zwystępowaniem nie tylko komórek złośliwych, ale iniezłośliwych wpuli komórek użytych dooznaczeń. Sekwencjonowanie następnej generacji rozwiązuje ten problem.


  Pierwszą metodą sekwencjonowania wysokoprzepustowego IIgeneracji była technologia 454 (Roche, 454 Life Sciences) oparta napirosekwencjonowaniu. Podczas określonych reakcji enzymatycznych dochodzi wjej trakcie douwolnienia pirofosforanu, anastępnie jego przekształcenia wstrumień fotonów, rejestrowanych przez kamerę CCD. Charakterystyczne dla tej metody było przeprowadzenie amplifikacji fragmentów DNA nakulkach opłaszczonych streptawidyną wtrakcie emulsyjnej PCR.


  Drugim rozwiązaniem pozwalającym nasekwencjonowanie wielkoskalowe była technologia SOLEXA, intensywnie rozwijana przez firmę Illumina. Technika tabazuje natzw. procesie sekwencjonowania przez syntezę (SBS – sequencing bysynthesis). Wpierwszym etapie dochodzi doamplifikacji jednoniciowych fragmentów DNA namikropłytce poprzez tworzenie tzw. mostka, coprowadzi dopowstania sektorów („polonies” – polymerase generated colonie) reprezentujących jeden powielony fragment DNA. Następnym etapem jest sekwencjonowanie przez syntezę zodwracalną terminacją jednocześnie wkażdym sektorze. Terminatory zaopatrzone są wznaczniki fluorescencyjne, które powłączeniu donowo syntetyzowanej nici DNA emitują sygnał świetlny rejestrowany przez kamerę CCD.


  Kolejna metoda sekwencjonowania IIgeneracji, która pojawiła się wlaboratoriach biologii molekularnej, totechnologia SOLiD wprowadzona przez Life Technologies. Opiera się ona napółprzewodnikowej technologii rejestracji zmian pH(semiconductor sequencing) zdetekcją protonów naukładzie scalonym.


  Sekwencjonowanie III generacji obejmuje natomiast platformę Pacific Biosciences SMRT (PacBio, MenloPark), która wykorzystuje macierze światłowodowe. Metoda taumożliwia bezpośrednią rejestrację przyłączania przez polimerazę DNA fluorescencyjnie wyznakowanych nukleotydów dozhybrydyzowanej doświatłowodu nici DNA.


  Sekwencjonowanie następnej generacji dzięki wysokiej przepustowości procesu cieszy się coraz większą popularnością iotwiera nowe możliwości. Wdiagnostyce molekularnej związanej znowotworami narządów płciowych sekwencjonowanie metodą dideoksy np. całego genu BRCA1 iBRCA2 było niezmiernie czasochłonne iwymagało żmudnej wielotygodniowej analizy. Wprzypadku analizy NGS dużej serii próbek badawczych, dzięki wysokoprzepustowej technologii opisanej powyżej, szacunkowy koszt zsekwencjonowania pojedynczego nukleotydu (uwzględniający jednoczesne sekwencjonowanie milionów cząsteczek DNA wpojedynczej reakcji, przy jednym cyklu pracy urządzenia) nie jest wysoki wporównaniu zwcześniej stosowanymi metodami. Niemniej jednak koszt całościowy pojedynczej analizy zsekwencjonowaniem genów BRCA1 iBRCA2 wtechnologii NGS jest nadal wyższy wporównaniu zrutynowo wykonywaną analizą najczęstszych 3–5 mutacji występujących między innymi wpopulacji polskiej. Należy jednak pamiętać, że nowe techniki umożliwiają zsekwencjonowanie całych genów, bez ograniczenia analiz domutacji założycielskich lub najczęściej występujących wdanej populacji.


  Diagnostyka genetyczna wbadaniach profilaktycznych


  Diagnostyka molekularna zakażeń HPV wprofilaktyce raka szyjki macicy


  Badania wykazują, że około 5% zachorowań nanowotwory naświecie wiąże się zzakażeniem HPV wysokiego ryzyka [28, 31]. Większość infekcji HPV wysokiego ryzyka jest bezobjawowa iustępuje wciągu 1roku, chociaż czasem proces zwalczania infekcji może trwać nawet do3lat. Zdrowy nabłonek szyjki macicy, nawet jeśli zostanie zainfekowany, potrafi dosyć skutecznie ograniczać aktywność wirusa iznim walczyć. Niektóre zakażenia HPV mogą jednak trwać wiele lat. Zwykle stan ten łączy się zdodatkowym czynnikiem osłabiającym odporność organizmu lub zaburzającym funkcjonowanie komórek, który pozwala, bywirus przetrwał worganizmie. Takie przetrwałe zakażenia HPV wysokiego ryzyka mogą przyczynić się dopoważniejszych zaburzeń lub zmian cytologicznych, mogących skutkować wprzypadku braku leczenia rozwojem transformacji nowotworowej.


  Badania epidemiologiczne wskazują, iż długotrwałe zakażenie wirusem HPV oraz inter­akcje wirusowych onkoprotein zbiałkami regulującymi wzrost komórek gospodarza są głównym czynnikiem ryzyka rozwoju raka szyjki macicy, odbytu, sromu iprącia, atakże raka jamy ustnej igardła [28, 31].


  Rak szyjki macicy klasyfikuje się nadrugim miejscu pod względem śmiertelności kobiet zpowodu zachorowań nanowotwory złośliwe, awponad 90% przypadków współ­obecne jest zakażenie HPV. Wzwiązku zezmianami zachowań seksualnych częstość występowania raka związanego zHPV wzrasta. Szacuje się, że do2020r. wirus znacząco wpłynie nawzrost zachorowalności naraka głowy iszyi, wtym raka jamy ustnej igardła[7]. Aktualnie ponad 50% nowotworów zdiagnozowanych wczęści ustnej gardła jest bezpośrednio związanych zinfekcją wysoce onkogennego HPV typu 16[7].


  Badania Haralda zur Hausena nad etiologią raka szyjki macicy oraz powiązanie tego nowotworu zdługotrwałym zakażeniem HPV zostały uhonorowane w2008r. Nagrodą Nobla. Odkrycie tozapoczątkowało liczne prace badawcze nad szczepionkami obniżającymi ryzyko zachorowania naten nowotwór. Zmianie uległy też metody diagnostyczne, zpoziomu badań cytologicznych ianalizy mikroskopowej dobadań molekularnych.


  Do tej pory zidentyfikowano około 200 różnych genotypów HPV, wśród których przeszło 40genotypów wykazuje tropizm dobłon śluzowych narządów płciowych, aich kwalifikacja, biorąc pod uwagę zróżnicowany potencjał onkogenny, została uporządkowana w2012r. przez Międzynarodową Agencję Badań nad Rakiem (IARC – International Agency for Research onCancer). Zwykle genotypuje się dwa najczęstsze lub wszystkie typy wysokiego ryzyka: HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, HPV52, HPV56, HPV58, HPV59. Coraz więcej testów diagnostycznych dodatkowo posiada możliwość detekcji nowo poznanych typów podwyższonego ryzyka, np. HPV68, HPV26, HPV66, HPV67, HPV73 iHPV82 [1], oraz niskoonkogennych typów HPV6 iHPV11 wykrywanych uchorych zkłykcinami kończystymi.


  Nowoczesna diagnostyka oparta namolekularnej technice PCR pozwala nawczesne wykrycie DNA iRNA wirusa. Testy diagnostyczne powinny zdużą czułością wykrywać możliwie jak najwięcej genotypów wysokiego ryzyka. Szczególnie zewzględu nadalsze postępowanie terapeutyczno-diagnostyczne (kolposkopia ibiopsja) ważna jest identyfikacja najczęstszych typów HPV16 oraz HPV18.


  Aktualnie dostępna diagnostyka HPV bazuje namolekularnej technice PCR zwykorzystaniem hybrydyzacji zespecyficznymi sondami lub PCR wczasie rzeczywistym [patrz ryc.3.2]. Technologie takie, jak spektrofotometria masowa dedykowana kwasom nukleinowym (MassArray, AgenaBioscience) [3] czy sekwencjonowanie nowej generacji, są częściej stosowane wbadaniach naukowych niż wrutynowej diagnostyce [9]. Zewzględu nawysoką czułość najprawdopodobniej wnajbliższych latach będą jednak częściej wykorzystywane wprocesie diagnostycznym, zwłaszcza przy detekcji infekcji przetrwałych.


  Warto podkreślić, że pozytywny wynik testu DNA HPV nie umożliwia odróżnienia zakażenia przejściowego odprzetrwałego. Możliwość taka istnieje natomiast poprzez zastosowanie analizy jakościowej mRNA HPV wpobranym materiale cytologicznym. Obecnie stosowana wpojedynczych ośrodkach referencyjnych wPolsce metoda NASBA (nucleic acid sequence based amplification, amplifikacja kwasów nukleinowych oparta nasekwencji) wykorzystująca amplifikację RNA (sondy molekularne wykazują specyficzność dla onkogenów E6iE7) wykrywa najczęstsze genotypy HPV wysokiego ryzyka: 16, 18, 31, 33oraz 45. Pozytywny wynik testu mRNA HPV prowadzi doujawnienia mniejszej liczby kobiet zwynikiem pozytywnym niż testy związane zanalizą DNA HPV wszystkich wysokoonkogennych iniektórych niskoonkogennych typów wirusa HPV, ale identyfikuje kobiety zinfekcją przetrwałą. Wyniki uzyskane wCentrum Onkologii improf. F.Łukaszczyka wBydgoszczy wlatach 2012–2015 wskazują nanajwiększy udział winfekcji przetrwałej genotypu HPV16 (około połowy pacjentek zprzetrwałą infekcją), następnie HPV 18, 31i33, anajrzadziej 45. Należy zaznaczyć, że coraz większą grupę stanowią pacjentki <30.r.ż. zprzetrwałą infekcją [23].


  Diagnostyka molekularna wprofilaktyce raka jajnika


  Według Krajowego Rejestru Nowotworów rak jajnika jest najgorzej rokującym nowotworem ginekologicznym, agłówny genetyczny czynnik ryzyka jego występowania stanowi obecność mutacji wgenie BRCA1 i/lub BRCA2. Wlatach 80. i90. XXwieku trwały intensywne badania nad znalezieniem usytuowania tych genów, zwykorzystaniem analizy sprzężeń metodą pozycyjnego klonowania. Zostały one zakończone w1994r. identyfikacją locus genu BRCA1 nachromosomie 17[16], aw1995r. BRCA2 nachromosomie13[30]. Zarówno BRCA1, jak iBRCA2 są dużymi genami (składającymi się odpowiednio z24 i27 eksonów), których produkty biorą udział wnaprawie dwuniciowych pęknięć DNA (DSB – double strand breaks) wprocesie rekombinacji homologicznej (HR – homologous recombination).


  Mutacje wobrębie tych genów upośledzają mechanizmy naprawcze iprowadzą doniestabilności genomu. Wkrótkim czasie poodkryciu genu BRCA1 dowiedziono użyteczności wcześniej wspomnianych metod PCR-SSCP iPCR-HD oraz RT-PCR widentyfikacji mutacji wtym genie upolskich pacjentów [14, 26]. Dalsze badania populacji polskiej (kilkadziesiąt rodzin zdużą liczbą zachorowań naraka piersi i/lub jajnika) [11], populacji zkrajów ościennych ipopulacji Żydów Aszkenazyjskich dowiodły występowania silnego efektu założyciela mutacji BRCA1 5382insC (c.5266dupC) [patrz ryc.3.4] i300T>G (c.181T>G) [patrz ryc. 3.5] wpopulacji polskiej [4, 12] oraz częstego występowania mutacji 185delAG (c.68_69delAG), 4153delA (c.4034delA) i3819del5 (c.3700_3704de5), będących odpowiednio mutacjami założycielskimi dla populacji Żydów Aszkenazyjskich, populacji litewskiej iczeskiej. Oszacowano, że częstość tych dwóch mutacji założycielskich wogólnej populacji Polski wynosi 1: 240–360 [4].


  Badania rodzin zczęstymi zachorowaniami nanowotwory piersi ijajnika, uktórych nie zostały zidentyfikowane mutacje założycielskie bądź pozostałe badane najczęstsze mutacje, wskazują nakonieczność przeprowadzenia pogłębionej diagnostyki, np. przy zastosowaniu sekwencjonowania nowej generacji genów BRCA1/2 [13, 20], czy zwykorzystaniem metody MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification, multipleksowa amplifikacja połączonych działaniem ligazy sond molekularnych), umożliwiającej wykrywanie delecji [20].


  Sekwencjonowanie zużyciem półprzewodnikowej rejestracji zmian pHpozwoliło nascharakteryzowanie potencjalnie nowych mutacji założycielskich BRCA1 p.Q563X oraz BRCA2 p.N3124I upacjentek zrakiem piersi i/lub jajnika [13]. Wprzypadku sekwencjonowania przez syntezę upacjentek zrakiem jajnika wykazano mniejszą rolę efektu założyciela – 65% wszystkich wykrytych mutacji toznane mutacje identyfikowane wstandardowych badaniach genetycznych [20].


  Zarówno rodzinny, jak idziedziczny rak jajnika związany jest zmutacjami wgenach BRCA1 iBRCA2, ale nie są tojedyne geny zaangażowane wwystępowanie rodzinnej agregacji zachorowań naraka jajnika. Również zmiany wgenach MLH1, MLH2 iMLH6 prowadzą dozachorowań naten nowotwór. Innym podłożem genetycznym raka jajnika, atakże jajowodu inowotworów otrzewnej, są m.in. mutacje wgenach CHEK2, BARD1, TP53, RAD50, RAD51 [29].


  Zastosowanie metod biologii molekularnej wdiagnostyce genetycznej raka jajnika


  Wleczeniu nowotworów coraz częściej stosuje się terapie celowane molekularnie. Klasyczne metody leczenia przeciwnowotworowego, których podstawą wraku jajnika są leczenie chirurgiczne ichemioterapia, nie wewszystkich przypadkach prowadzą dooczekiwanych rezultatów. Rak jajnika nadal należy donowotworów onajgorszym rokowaniu, ponieważ aż 75% chorych jest zdiagnozowanych wzaawansowanym stadium nowotworu (FIGO III, IV). Dodatkowo u40–50% pacjentek pomimo uzyskania remisji poleczeniu chirurgicznym ichemioterapii Irzutu pojawia się wznowa.


  Jednym zmechanizmów molekularnych warunkujących pierwotne niepowodzenie leczenia wraku jajnika jest amplifikacja regionu 19q12, która została zidentyfikowana przy użyciu wysokoprzepustowych oligonukleotydowych mikromacierzy [10]. Amplifikacja genu cykliny E(CCNE1) ulokowanego wtym regionie jest obserwowana również winnych nowotworach, np. wraku endometrium [17] istanowi niekorzystny czynnik rokowniczy [10]. Zmianę tę identyfikuje się najczęściej przy użyciu metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH – fluorescent insitu hybridization) [ryc. 3.3].
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      Rycina 3.3. Przykłady obrazów uzyskanych zpreparatu wmikroskopie fluorescencyjnym (zużyciem techniki fluorescencyjnej hybrydyzacja in situ, FISH). Ocenie podlegają nienakładające się nasiebie jądra nowotworowych komórek interfazowych jajnika wybarwione DAPI. Zielony sygnał – sonda swoista dla 19chromosomu (19p13.11) znakowana fluoresceiną; pomarańczowy sygnał – sonda swoista dla locus genu CCNE1 (19q12) znakowana spectrum orange (Empire Genomics). Określenie stosunku liczby sygnałów hybrydyzacji między tymi sondami pozwala nadalszą ocenę amplifikacji genu CCNE1.

    

  


  Wprzypadku raka jajnika podjęto również próby weryfikacji analiz mikromacierzowych metodą qRT-PCR (quantitative RT-PCR, ilościowego PCR wczasie rzeczywis­tym) wmateriale mrożonym dla genu CCNE1 oraz CCNB1 iCDKN2A [15]. Prawdo­podobnie zarówno wysoka liczba kopii genu CCNE1, jak inadekspresja cyklinyE stanowią onkogenne bodźce aktywacji cyklu komórkowego. Cyklina E1reguluje przejście zfazy G1do Spoprzez wiązanie iaktywację cyklinozależnej kinazy 2(CDK2 – cyclin-dependent kinase 2), akompleks ten odgrywa ważną rolę winicjacji replikacji izachowaniu stabilności genomowej. Dodatkowo należy pamiętać, że współistniejące mutacje punktowe wgenomie mogą wzmocnić onkogenne działanie nadekspresji CCNE1 [18].


  Następnym krokiem dopoznania genomu raka jajnika było jego zsekwencjonowanie iporównanie sekwencji uzyskanej ztkanki nowotworowej zsekwencją zlinii zarodkowej pochodzącej odtej samej pacjentki. Zaowocowało toidentyfikacją kolejnych zmian molekularnych związanych zpojawieniem się nabytej oporności nachemioterapię związkami platyny. Autorzy wykazali, że amplifikacja CCNE1 determinuje pierwotną oporność, apęknięcia nici DNA zazwyczaj dezaktywują geny supresorowe (RB1, NF1, RAD51B iPTEN) iprzyczyniają się donabytej oporności nachemioterapię. Cowięcej, zaobserwowano, że nabytą oporność warunkuje nie jedno – akilka wydarzeń molekularnych, wtym mutacje genu BRCA1/2 czy metylacja promotora BRCA1 [18].


  Metylacja obejmuje dodanie grupy metylowej doDNA, coskutkuje często inaktywacją transkrypcji wdanym regionie chromatyny. Już napoczątku XXI wieku analizie genetycznej iepigenetycznej poddano tkankę nowotworową jajnika istwierdzono, że utrata funkcjonowania genu BRCA1 wiąże się nie tylko zpodłożem genetycznym (dziedzicznymi czy nabytymi zmianami), ale ihipermetylacją [2, 6]. Wkomórkach nowotworowych często obserwuje się hipermetylację wyspCpG wregionie promotorów genów zaangażowanych wregulację cyklu komórkowego (p16INK4a, p15INK4a, Rb, p14ARF), naprawę uszkodzeń DNA (BRCA1, MGMT) oraz apoptozę (DAPK, TMS1). Wprzypadku raka jajnika zintegrowana analiza genomu (TCGA – The Cancer Genome Atlas) w2011r. wykazała, że wsurowiczym raku jajnika wysokiego stopnia (HGSC – ovarian high-grade serous carcinoma), dochodzi nie tylko dohipermetylacji genu BRCA1, lecz także genu RAD51.


  Mając nauwadze zmiany epigenetyczne występujące upacjentek zrakiem jajnika, prowadzi się badania kliniczne nad lekami ukierunkowanymi molekularnie naproces metylacji (inhibitory metylotransferazy) czy modyfikacje białek histonowych (de­acetylacja histonów). Fenotyp niedoboru rekombinacji homologicznej, który miałby być określony napodstawie badań genetycznych iepigenetycznych (zoceną metylacji BRCA1 iRAD51C), został zaproponowany jako potencjalne badanie diagnostyczne [8].


  Te iwcześniejsze badania nad genomem surowiczego raka jajnika pozwoliły zidentyfikować zmiany genetyczne zarówno wraku surowiczym wysokiego (HGSC – high-grade serous carcinoma), jak iniskiego stopnia (LGSC – ovarian low-grade serous carcinoma). Wprzypadku LGSC głównie dochodzi doaktywacji protoonkogenów (KRAS, BRAF, PIK3CA) [27], utraty heterozygotyczności oraz dużej niestabilności mikrosatelitarnej. HGSC charakteryzuje się najczęściej inaktywacją genów supresorowych (TP53, BRCA1, BRCA2), zaburzeniami metylacji (BRCA1) izmianami liczby kopii genu CCNE1 [21]. Zauważono ponadto, że mutacje punktowe, rearanżacje chromosomowe czy nieprawidłowy profil metylacji zostały zidentyfikowane wgenach związanych zprocesem homologicznej rekombinacji aż u50% pacjentek zHGSC. Analiza transkryptomu HGSC (dzięki izolacji RNA ztkanki nowotworowej HGSC isekwencjonowaniu egzonów) udowodniła, że u8% pacjentek znawrotem choroby występowała nieprawidłowa ekspresja genu ABCB1 kodującego białko oporności wielolekowej (MDR1 – multidrug-resistant protein). Wysoka ekspresja genu ABCB1 była związana zfuzją promotora itranslokacją regionu 5’ (SLC25A40-ABCB1) [18], która aktualnie wydaje się następnym ciekawym celem molekularnym wposzukiwaniach nowych terapii przeciwnowotworowych.


  Dostępność nowoczesnych celowanych leków, jak inhibitory polimerazy poli­-ADP­-rybozy (PARP – poly­-ADP­-ribose polymerase), których skuteczność działania jest uwarunkowana zaburzeniami funkcjonowania rekombinacji homologicznej (jednego zprocesów naprawy uszkodzeń DNA), podkreśla konieczność stosowania wstępnej diagnostyki genetycznej przed rozpoczęciem terapii. Szczególnie ważna jest analiza sekwencji genów BRCA1/2 wcelu potencjalnej kwalifikacji pacjentek doleczenia inhibitorami PARP [ryc.3.4, 3.5 i3.6] [32].
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      Rycina 3.4. Detekcja mutacji c.5266dupC (5382insC) wgenie BRCA1 upacjentki zrakiem jajnika zapomocą zestawu BRCA Tumor MASTR Plus CE-IVD (Multiplicom), zwykorzystaniem technologii sekwencjonowania przez syntezę (Illumina, MiSeq System). Nakładające się sekwencje składane są in silico wkontigi wprocesie nazywanym asemblacją. Następnie kontigi są porządkowane dzięki obecności nachodzących nasiebie fragmentów poprzez chromosome walking. Uporządkowanie uzyskanych sekwencji prowadzi dopowstania sekwencji konsensusowej. Górny panel – rycina prezentuje uporządkowane sekwencje porównane dosekwencji referencyjnej genu BRCA1. Dolny panel – wkontigu, wktórym pokrycie wynosiło 117 odczytów (nałożonych nasiebie sekwencji) częstość występowania wariantów zinsercją Cprzekraczała 63%.
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      Rycina 3.5. Detekcja mutacji c.181T>G (p.Cys61Gly) wgenie BRCA1 upacjentki zrakiem jajnika zapomocą zestawu BRCA 1&2 NGS Panel (EntroGen, Inc.) zwykorzystaniem technologii sekwencjonowania przez syntezę (Illumina, MiniSeq System). Nakładające się sekwencje są składane in silico wkontigi wprocesie nazywanym asemblacją zużyciem odpowiednich algorytmów (górny panel). Identyfikacja c.181T>G (p.Cys61Gly) była poprzez odniesienie sekwencji części kodujących genu BRCA1 dosekwencji referencyjnej. Częstość występowania wariantów zsubstytucją była ~ 60% (zilustrowane napanelu dolnym) [Źródło: EntroGen Inc, USA, 2016].
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      Rycina 3.6. Profile genetyczne. A– fragment streszczenia interaktywnego raportu profilu genetycznego pacjentki zrakiem jajnika, uktórej wykryto mutację wgenie BRCA2 oraz mutację wgenie TP53 metodą sekwencjowania nowej generacji. Zmiany wekspresji wybranych białek zostały określone dzięki badaniom immunohistochemicznym. Szczegółowa interaktywna mapa pozwala nauzyskanie pełnej informacji oznaczeniu klinicznym wszystkich zmian. Narycinie przedstawiono schemat działania inhibitorów PARP uosób zmutacją konstytutywną lub somatyczną wgenie BRCA2. B – identyfikacja delecji dwóch nukleotydów TTwgenie BRCA2 c.6275_6276delTT (p.L2092Pfs*7) zwykorzystaniem technologii sekwencjonowania przez syntezę zużyciem półprzewodnikowej rejestracji zmian pH[Źródło: OncoDNA, 2016].
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