Wersja: ……….		Data 28.04.2022
Protokół badania (nie dłuższy niż jedna strona)

Założenia badań	
[bookmark: _GoBack]Według różnych danych statystycznych rak jajnika znajduje się na 4-5 miejscu pod względem zgonów na nowotwory żeńskich narządów rozrodczych na świecie. W Polsce odnotowuje się coraz więcej przypadków zarówno zachorowań jak i zgonów. Związane jest to bardzo często z brakiem występowania symptomów we wczesnych fazach rozwoju choroby a także z powodu braku możliwości wczesnej detekcji, większość pacjentek diagnozowana jest zbyt późno z zaawansowanym stadium choroby, których pięcioletnia statystyka przeżycia to około 20%. Głównie szacuje się, iż największa zachorowalność przypada w przedziale wiekowym od 40. do 60. roku życia. Z tego powodu lepsze zrozumienie molekularnej patogenezy nowotworów jajnika jest kluczowe a głównym elementem w diagnostyce jest możliwość wykrycia wczesnych markerów.
Planowane badania mają na celu ustalenie, czy określony wzór ekspresji genów szlaku działania estrogenów oraz związanych z mechanizmami hipoksji mogą mieć znaczenie w ustaleniu ryzyka zachorowania na nowotwór jajnika jako dostatecznie czuły i specyficzny marker tego procesu. Dodatkowo pozwolą na stwierdzenie, czy poziom ekspresji określonych genów ma związek z biologią komórek nowotworowych.
Opis grupy i metodyka
Planuje się wykorzystanie fragmentów tkanek od pacjentek pobranych podczas rutynowych operacji. Jako kontrolę dla badań ekspresji planuje się wykorzystać RNA izolowany z fragmentów tkanki niezmienionej patologicznie, uzyskanych od pacjentek poddawanych całkowitej histerektomii z powodów innych niż nowotwór jajnika. 
Ze względu na zróżnicowanie histologiczne i stan różny zaawansowania nowotworów jajnika, planuje się, iż liczebność grupy badanej wynosiła 200 pacjentek, natomiast grupa kontrolna nie będzie większa niż 50 próbek pobranych od opisanej grupy kobiet.
Planuje się oznaczenie poziomu ekspresji genów. Analiza poziomu ekspresji wybranych genów dokonana zostanie techniką PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR, RT‑qPCR).W tym celu na wyizolowanym z materiału mRNA (standardowa metoda izolacji z zastosowaniem ekstrakcji organicznej) zostanie przeprowadzona reakcja odwrotnej transkrypcji połączona z ilościową reakcją PCR. Uzyskany mRNA posłuży jako matryca do syntezy cDNA, następnie na uzyskanym w ten sposób materiale przeprowadzona zostanie reakcja PCR w czasie rzeczywistym dla genów badanych oraz genów metabolizmu podstawowego w celu normalizacji reakcji. Dla każdego z genów dodatkowo będzie wyznaczana krzywa wzorcowa wydajności reakcji. Reakcje PCR w czasie rzeczywistym zostaną przeprowadzone z wykorzystaniem sond hydrolizujących TaqMan (sondy typu LNA) które pozwolą wraz z genowo specyficznymi starterami na określenie poziomu ekspresji genów na poziomie transkryptów mRNA. 
Otrzymane wyniki zostaną poddane analizie statystycznej a poziom ekspresji genów będzie porównywany do danych demograficznych i klinicznych uzyskanych podczas wywiadu.
Przewidywany okres prowadzenia badań: dwa lata
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Według różnych danych statystycznych rak jajnika znajduje się na 4


-


5 miejscu pod względem 


zgonów na nowotwory żeńskich narządów rozrodczych na świecie. W Polsce odnotowuje się 


coraz więcej przypadków zarówno zachorowań


 


jak i zgonów. Związane jest to bardzo często 


z brakiem występowania symptomów we wczesnych fazach rozwoju choroby a także z 


powodu braku możliwości wczesnej detekcji, większość pacjentek diagnozowana jest zbyt 


późno z zaawansowanym stadium choroby, któryc


h pięcioletnia statystyka pr


zeżycia to około 


20%


. Głównie szacuje się, iż największa zachorowalność przypada w przedziale wiekowym 


od


 


40. do 60. roku życia


. Z tego powodu lepsze zrozumienie molekularnej patogenezy 


nowotworów jajnika jest kluczowe a głównym


 


elementem w diagnostyce jest możliwość 


wykrycia wczesnych markerów.


 


Planowane badania mają na celu ustalenie, czy określony wzór ekspresji genów szlaku 


działania estrogenów oraz związanych z mechanizmami hipoksji mogą mieć znaczenie w 


ustaleniu ryzyka zac


horowania na nowotwór jajnika jako dostatecznie czuły i specyficzny 


marker tego procesu. Dodatkowo pozwolą na stwierdzenie, czy poziom ekspresji określonych 


genów ma związek z biologią komórek nowotworowych.


 


Opis grupy i metodyka


 


Planuje się wykorzystanie 


fragmentów tkanek od pacjentek


 


pobranych podczas 


rutynowych operacji


.


 


Jako kontrolę dla badań ekspresji planuje się wykorzystać RNA 


izolowany z fragmentów tkanki niezmienionej patologicznie, uzyskanych od pacjentek 


poddawanych całkowitej histerektomii z po


wodów innych niż nowotwór jajnika. 


 


Ze względu na zróżnicowanie histologiczne i stan różny zaawansowania nowotworów 


jajnika, planuje się, iż liczebność grupy badanej wynosiła 200 pacjentek, natomiast grupa 


kontrolna nie będzie większa niż 50 próbek pobrany


ch od opisanej grupy kobiet.


 


P


lanuje się oznaczenie poziomu ekspresji genów. 


Analiza poziomu ekspresji 


wybranych genów dokonana zostanie techniką PCR w czasie rzeczywistym (Real


-


Time PCR, 


RT


-


qPCR).


W tym celu na wyizolowanym z


 


materiału mRNA 


(standardowa me


toda izolacji z 


zastosowaniem ekstrakcji organicznej) 


zostanie przeprowadzona reakcja odwrotnej 


transkrypcji połączona z ilościową reakcją PCR. 


Uzyskany mRNA posłuży jako matryca do 


syntezy cDNA, następnie na uzyskanym w ten sposób materiale przeprowadzona


 


zostanie 


reakcja PCR w czasie rzeczywistym dla genów badanych oraz genów metabolizmu 


podstawowego w celu normalizacji reakcji. Dla każdego z genów dodatkowo będzie 


wyznaczana krzywa wzorcowa wydajności reakcji. Reakcje PCR w czasie rzeczywistym 


zostaną pr


zeprowadzone z wykorzystaniem sond hydrolizujących TaqMan (sondy typu 


LNA) które pozwolą wraz z


 


genowo specyficznymi starterami na określenie poziomu 


ekspresji genów na poziomie transkryptów mRNA. 


 


Otrzymane wyniki zostaną poddane analizie statystycznej a 


poziom ekspresji genów 


będzie porównywany do danych demograficznych i klinicznych uzyskanych podczas 


wywiadu.
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Według różnych danych statystycznych rak jajnika znajduje się na 4-5 miejscu pod względem 

zgonów na nowotwory żeńskich narządów rozrodczych na świecie. W Polsce odnotowuje się 

coraz więcej przypadków zarówno zachorowań jak i zgonów. Związane jest to bardzo często 

z brakiem występowania symptomów we wczesnych fazach rozwoju choroby a także z 

powodu braku możliwości wczesnej detekcji, większość pacjentek diagnozowana jest zbyt 

późno z zaawansowanym stadium choroby, których pięcioletnia statystyka przeżycia to około 

20%. Głównie szacuje się, iż największa zachorowalność przypada w przedziale wiekowym 

od 40. do 60. roku życia. Z tego powodu lepsze zrozumienie molekularnej patogenezy 

nowotworów jajnika jest kluczowe a głównym elementem w diagnostyce jest możliwość 

wykrycia wczesnych markerów. 

Planowane badania mają na celu ustalenie, czy określony wzór ekspresji genów szlaku 

działania estrogenów oraz związanych z mechanizmami hipoksji mogą mieć znaczenie w 

ustaleniu ryzyka zachorowania na nowotwór jajnika jako dostatecznie czuły i specyficzny 

marker tego procesu. Dodatkowo pozwolą na stwierdzenie, czy poziom ekspresji określonych 

genów ma związek z biologią komórek nowotworowych.

  Opis grupy i metodyka  

Planuje się wykorzystanie fragmentów tkanek od pacjentek pobranych podczas 

rutynowych operacji. Jako kontrolę dla badań ekspresji planuje się wykorzystać RNA 

izolowany z fragmentów tkanki niezmienionej patologicznie, uzyskanych od pacjentek 

poddawanych całkowitej histerektomii z powodów innych niż nowotwór jajnika.  

Ze względu na zróżnicowanie histologiczne i stan różny zaawansowania nowotworów 

jajnika, planuje się, iż liczebność grupy badanej wynosiła 200 pacjentek, natomiast grupa 

kontrolna nie będzie większa niż 50 próbek pobranych od opisanej grupy kobiet. 

Planuje się oznaczenie poziomu ekspresji genów. Analiza poziomu ekspresji 

wybranych genów dokonana zostanie techniką PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR, 

RT-qPCR).W tym celu na wyizolowanym z materiału mRNA (standardowa metoda izolacji z 

zastosowaniem ekstrakcji organicznej) zostanie przeprowadzona reakcja odwrotnej 

transkrypcji połączona z ilościową reakcją PCR. Uzyskany mRNA posłuży jako matryca do 

syntezy cDNA, następnie na uzyskanym w ten sposób materiale przeprowadzona zostanie 

reakcja PCR w czasie rzeczywistym dla genów badanych oraz genów metabolizmu 

podstawowego w celu normalizacji reakcji. Dla każdego z genów dodatkowo będzie 

wyznaczana krzywa wzorcowa wydajności reakcji. Reakcje PCR w czasie rzeczywistym 

zostaną przeprowadzone z wykorzystaniem sond hydrolizujących TaqMan (sondy typu 

LNA) które pozwolą wraz z genowo specyficznymi starterami na określenie poziomu 

ekspresji genów na poziomie transkryptów mRNA.  

Otrzymane wyniki zostaną poddane analizie statystycznej a poziom ekspresji genów 

będzie porównywany do danych demograficznych i klinicznych uzyskanych podczas 

wywiadu. 
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